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RESUMO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) € um dosnpipais patdégenos virais dos
bovinos e sua infeccdo causa importantes perdapsodacéo dos rebanhos afetados. O
presente trabalho contém os estudos realizadoepaarecer determinados aspectos da
epidemiologia e da detecc¢ao da infeccdo causadaBMDV no Estado do Rio Grande
do Sul, Brasil. O primeiro artigo consistiu de ustuelo transversal onde os niveis de
anticorpos contra o BVDV em amostras de tanqueeitie tjue foram correlacionados
com o0s aspectos produtivos dos rebanhos. As amostras informagfes foram
coletadas de 300 criagbes escolhidas aleatorianestite 1.656 associados de uma
cooperativa de leite na regido central do EstaddRao Grande do Sul e que nao
utilizaram vacina contra BVDV nos udltimos 12 mesederiores ao experimento.
Dessas, 80 foram consideradas positivas para BV geteccédo de anticorpos contra
virus em niveis superiores ao ponto de corte de tis ELISA comercial utilizado. A
prevaléncia aparente estimada foi de 26,7% e, osand intervalo de confianca de
95%, apresentou uma variagao entre 22 e 31%. @snptos de producdo mensal de
leite, densidade de bovinos (relagdo vacas/hectdpe) de armazenamento do leite e
origem do sémen ndo apresentaram associacao comecgdo pelo BVDV, mas o
aumento do numero total de animais por rebanhodioelacionado positivamente com
a infeccdo. A prevaléncia estimada foi considerbdixa para uma populacdo de
rebanhos, criados em sistema semi-intensivo deupémd de leite, que ndo usava
medidas especificas de controle contra a infecdabipdtese proposta no presente
artigo € que o pequeno numero de animais por rebesth favorecendo a uma provavel
limpeza ou erradicacdo da infeccdo nas criacoaseeagprevaléncia encontrada deve
corresponder ao ponto de equilibrio entre a predednfeccéo e a limpeza da infeccao
destes rebanhos. A baixa prevaléncia estimada gedama condicdo favoravel para
iniciar um programa de controle para BVDV na popéataestudada. No segundo artigo,
um teste da transcricdo reversa seguida da reagaadeia da polimerase (RT-PCR)
foi estabelecido para deteccédo do virus nas amsodgaanque de leite dos rebanhos
suspeitos de infeccao ativa pelo BVDV identificadws primeiro artigo. O teste foi
capaz de detectar até 0,001 Tedlle BVDV por mL de leite. Esses resultados
demonstraram uma sensibilidade analitica 100 00 ¥6@es superior aos testes de RT-

PCR convencionais descritos anteriormente para éegdo semelhantes aos resultados



obtidos em testes de RT-PCR em tempo real para B\NVandlise das amostras de
campo, o teste detectou RNA viral em dois rebardrdse os 59 analisados. Esses
resultados comprovaram a capacidade do teste ganéificar amostras naturalmente
infectadas e a presenca de vacas adultas prodetivagmicas em 3% dos rebanhos
suspeitos de infeccdo. Este teste € uma alterngtpida e sensivel para monitorar a
infeccdo pelo virus em rebanhos leiteiros, a pairamostras coletivas. O terceiro
artigo tratou da deteccdo do BVDV em carrap&bmpicephalugBoophilug microplus
alimentados em bovino persistentemente infectadlo §&u objetivo foi investigar o
papel do carrapato bovinR. microplusna transmissdo do BVDV. O RNA viral foi
detectado nas teledginas alimentadas no bovinm&d, ndo pode ser identificado em
sua progénie (ovos e larvas). Esses resultadosrisugendo haver transmissao
transovariana do BVDV nos carrapatos. Por outro,ladnfestacéo experimental de um
segundo bovino com as larvas oriundas das teledgioataminadas com BVDV nao
resultou em manifestacdo clinica e o animal foiatigg no teste de RT-PCR. O
experimento demonstrou que o carrapRtiomicropluspode ser contaminado com
BVDV durante o repasto sanguineo, reforcando aaidé que vetores hematéfagos

possam estar envolvidos na disseminacao da doengeaeeem mais investigagoes.

Palavras-chaves: BVDV, leite, ELISA, prevaléncial-RCR, carrapato,R.

microplus transmissao.



ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is one of the mgathogenic agents in cattle
and the infection with the agent causes importantlyction losses in the affected
herds. The present work contains studies carriddtaiclarify some aspects of the
epidemiology and detection of the infection causgdBVDV in the State of Rio
Grande do Sul, Brazil. The first paper consistead tfansversal study, where antibody
levels against BVDV in samples of bulk milk tankreeorrelated with some aspects of
milk production in the herds. Samples and infororativere collected from 300 herds
randomly chosen between 1656 associates of a daogerative in the region of the
central area of the state of Rio Grande do SulziBréhat were not using routine
vaccination against BVDV in the last 12 months pras to the experiment. Among
them, 80 were considered positive to BVDV by detecof antibodies against the virus
in levels above the cut off point of the commerdallSA test used. The apparent
estimated prevalence was 26.7% and, using a cowkdeterval of 95%, showed a
range between 22 and 31%. The parameters of avardgigeroduction, bovine density
(relationship cattle/hectare), milk storing proceswl origin of the semen were not
significantly associated with BVDV infection, bute increase in the total number of
cows in the herds was positively correlated witk thfection. The prevalence was
considered low for a population of herds raisedaigemi-intensive milk production
system that was not using specific measures toralotihe viral infection. The
hypothesis proposed in the present study is tleasmimall number of animals present in
the analyzed herds would favors a likely virus @deae in the herd and that the
prevalence found would correspond to a point ofabhet between the pressure of
infection and the virus clearance. The low prevededetected can be a favorable
condition to launch a control program for BVDV ihet studied population. In the
second paper, a reverse transcription polymerasen cleaction (RT-PCR) was
established for BVDV detection in bulk tank milkngales of the herds suspected of
active infection with BVDV in the first paper. Thest detected up to 0.001 TGIof
BVDV per mL of milk. These results demonstratedaaalytical sensitivity 100 to 1000
times higher than conventional RT-PCR tests desdripreviously for milk and are
similar to results obtained by the use of real tiRIBEPCR already published. In the
analysis of field samples, the test detected \R@IA in 2 out of 59 analyzed herds.

These results demonstrated the relationship betwreembility of the test to identify



samples naturally infected and the presence omiredult cows in 3% of the herds
suspected of the infection. This test represenfasa and sensitive alternative for
monitoring virus infection in dairy herds, througfre analysis of collective samples.
The third article dealt with the detection of BVDWthe tickRhipicephalugBoophilug
microplusfed in a bovine persistently infected (PI). Thgegbve was to investigate the
role of the cattle tickR. microplusin the transmission of BVDV. Viral RNA was
detected in adult females fed on the PI bovine cbutd not be identified in its progeny
(eggs and larvae). These results suggest that thare transovarial transmission of
BVDV in ticks. On the other side, experimental stigion of a second bovine with
larvae derived from adult cattle contaminated WB¥DV did not result in clinical
manifestations and the animal was negative in fRid°RR test. The study demonstrated
that the tickR. micropluscan be contaminated with BVDV during blood feeding
strengthening the idea that haematophagous veaowsd be involved in the
dissemination of the disease and would deservidudonsideration.

Key words: BVDV, milk, ELISA, prevalence, RT-PCR, microplustransmission.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um importante produtor mundial de alitbere o agronegoécio é um
dos principais segmentos da economia nacional. 8 pPassui 0 maior rebanho
comercial e € o maior exportador de carne bovinendodo. O setor tem apresentado
avancos nos indices de produtividade principalmpeales investimentos em nutricdo e
melhoramento genético, j& quanto a sanidade, pealecar muito mais. Atualmente
estdo em vigéncia os Planos Nacionais de Contrdieradicacdo de Tuberculose e
Brucelose, Febre Aftosa e Encefalopatias Espongderdos bovinos, e outras doencas
importantes ainda ndo possuem um controle orgamiZacconceito de rastreabilidade
ainda é recente e vem sendo implantado lentamé&stas melhorias aconteceram
principalmente para atender as exigéncias espasifdio comércio internacional
(ABIEC, 2009; BRASIL, 2009).

A Dbovinocultura de leite abastece o mercado intemotambém vem
apresentando constante crescimento. A producadeima® a sexta maior do mundo,
aumentou 40% nos ultimos 10 anos, passando debilBdés de litros em 1997 para
26,1 bilhdes em 2007. Os trés estados com maialupém do Pais sdo Minas Gerais,
Rio Grande do Sul e Parana. O Brasil pode melhsuwar producdo de leite porque
possui disponibilidade de terra, 4gua, tecnolog@sto de produgdo competitivo no
mercado internacional, tendo potencial para segrande produtor de leite no cenario
internacional (EMBRAPA, 2009).

Doencas virais sdo preocupacdes constantes emugquggpgrama de sanidade
bovina e o diagnostico depende do conheciment@idemiologia de cada doenca e da
utilizacdo das técnicas laboratoriais adequadasuer identificacéo.

O virus da diarreia viral bovina (“bovine viral diaea virus”, BVDV) é um dos
principais patdgenos virais dos bovinos. A infecc@ausada por ele €
predominantemente subclinica, mas pode ser recil@haan rebanhos com boa
condicdo nutricional que apresentem desempenh@dejwvo diminuido. Por outro
lado, rebanhos ndo imunes recentemente infectadlms \Wrus podem demonstrar
formas agudas e até severas da doenca que pode caute. Os sinais clinicos podem
ser tdo inespecificos como febre, diarreias e quitgroducdo de leite ou mais
evidentes, como erosdes nas mucosas do aparebsiidiy malformacdes congénitas e

abortos. Entre as principais caracteristicas do BMiestacam-se a sua diversidade e a
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capacidade de estabelecer infeccao persistenteredashos afetados a infecgéo induz
soroconversao prolongada e 0os animais virémicosasés, essas caracteristicas tornam
o diagndstico complexo e geralmente exigem a ass&ai de diferentes provas
laboratoriais.

A infeccdo esté disseminada mundialmente e venosgestrita no Brasil desde
1968. Ao longo desses anos ja foram realizados riaupes estudos envolvendo
sorologia, isolamento, caracterizacao antigéniggredtica dos virus relacionados aos
casos clinicos. A forma subclinica foi menos eslada aspectos epidemioldgicos,
como prevaléncia e estudos de fatores de riscoodacd nos diferentes tipos de
criagcdes sao ainda escassos no Brasil e no Riad&m@m Sul (RS). As campanhas de
controle e erradicagdo do BVDV, iniciadas na déca#a noventa nos paises
escandinavos, demonstraram a viabilidade do cents@tematico desta importante
infeccdo, mas a sua implantacdo depende do conteirda epidemiologia da doenca
na regido. No Brasil, ainda ndo sédo empregadasdaredie controle e erradicagéo do
BVDV de forma organizada e varios aspectos da sidemiologia permanecem
indeterminados.

Os objetivos da Tese foram: 1) estimar a prevadédaiinfeccéo pelo BVDV em
rebanhos leiteiros utilizando amostra de tanquieite para deteccdo de anticorpos, 2)
estabelecer um teste de transcricao reversa sedeidsacao em cadeia da polimerase
(RT-PCR) sensivel para deteccdo do BVDV em amoddmdanque de leite em
rebanhos, e 3) avaliar o papel do carrapatonicroplusna transmisséo do BVDV sob
condi¢cbes experimentais.

A sequir, alguns aspectos do hospedeiro, do ageatmfeccédo e do carrapato
bovino serdo resumidos com a finalidade de aprasanta fundamentacéao teorica para

o entendimento dos experimentos que compdem essa Te

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Rebanho bovino brasileiro

Segundo os dados parciais do ultimo Censo Agropiecud Brasil possuia

169.900.049 bovinos distribuidos em 2.650.596 e#talimentos rurais e apresentava

diferentes densidades animais por regido (IBGEGR@@nforme demonstra a Figura 1.
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Fonte: IBGE, Censo Agropecuario 2006.

Figura 1. Densidade de bovinos por?em &rea territorial brasileira em 2006 (IBGE,
2006).

As criacOes brasileiras sdo predominantemente &ixten com alimentacéo
baseada em pastagem natural. Nos estabelecimemosais de 50 cabecas de gado, a
principal finalidade da criacdo € corte (81%), sggude leite (16%). Os
estabelecimentos com menos de 500 hectares dg@astietinham 46% do rebanho. O
sistema intensivo (confinamento) € utilizado pamninacdo de bovinos e nesses, 0s
animais sao alimentados com gréaos e volumosospgaibido o uso de proteina de
origem animal, exceto produtos lacteos (IBGE, 2@IEC, 2009; BRASIL, 2009).

Em 2008, o Brasil foi 0 maior exportador mundialodene bovina. O segmento
de gado de corte apresenta grande heterogeneigadsindo desde pecuaristas
altamente capitalizados até pequenos produtonedéta frigorificos com alto padréo
tecnologico, capazes de atender a exigente demexigana, até abatedouros que
preenchem somente 0s requisitos minimos da legslsgnitaria. Entende-se que, para
transformar a carne brasileira em um produto dadtaacom valor agregado, precisam-
se melhorar as praticas de manejo, a sanidade rgaaizacdo da cadeia produtiva
(ABIEC, 2009).

Quanto a genética, o rebanho brasileiro é compmst@proximadamente 80%
de animais de racas zebuin&og taurus indicyse de 20% de racas taurind®o$

taurus tauruy O nelore € a principal raca zebuina e estaildlistto em todo territério
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nacional. As ragas taurinas estdo concentradaseg@i® Sul do Pais onde o clima é
subtropical. Os taurinos de médio porte apresemenocidade sexual e carne com
excelente acabamento de carcaca. Hereford e Ardqusas principais racas taurinas
britdnicas criadas no Brasil e especialmente noQRfiras importantes racas européias
presentes nas criagfes de gado de corte no pai€hsfiolés, Limousin e Simental
(ABIEC, 2009; EMBRAPA, 2009).

Os zebuinos, em especial o Nelore, apresentantémeses ao calor e a parasitas.
Algumas caracteristicas como a pele com melanosagglos curtos e finos, contribuem
para torna-los altamente eficientes na producaoadee em condi¢des tropicais e/ou
subtropicais. Do cruzamento entre bovinos de rdgasnas e zebuinas resultam
animais com caracteristicas bastante desejaveis poetocidade sexual, acabamento
de carcaca e rusticidade. Os rebanhos comerciails esses animais cruzados
apresentam melhor conversédo alimentar e excelambogde peso. Por outro lado, a
procura pelas ragas zebuinas produzidas no Beasittescido nos ultimos anos porque
as matrizes nelores séo excelentes doadoras da#osvéanuito utilizadas na producao
in vitro de embrides (ABIEC, 2009; RODRIGUES & RODRIGUES)09). Esta
biotécnica de reproducdo vem ganhando espacgo soePain 2007 foram produzidos
211 mil embrides, colocando o Brasil entre os #demundiais no emprego de
transferéncia de embrides. Apesar disso, a prihbip&cnica de reproducao utilizada
nacionalmente continua sendo a inseminacéao aatifiSabe-se que sdo comercializadas
anualmente 7,5 milhdes de doses de sémen bovis@udds 50% correspondem a raca
Holandesa. Estima-se que sejam inseminagasximadamente 15% das vacas leiteiras
e 6% das fémeas de corte brasileiras (RODRIGUE®®RIGUES, 2009).

Segundo o ultimo Censo Agropecuario, 0 RS possuimithdes de cabecas de
bovinos em 327.947 estabelecimentos rurais, das §04.575 também possuiam gado
de leite e produziram 2,7 bilhdes de litros deslaiquele ano (IBGE, 2006).

Vale destacar que a Messoregido Sudoeste Rio-gram@edensamente povoada
por bovinos e possuia mais de 2,5 milhdes de asjrsando a quarta zona de maior
densidade de bovinos do Pais (84,4 animaRlknNela, as criacdes s&o
predominantemente de gado de corte tauriBos aurus taurus Especificamente nas
Microrregides Homogéneas da Campanha Meridional aenganha Central estao
importantes produtores de touros, vacas e tambébenerros para engorda que sao

comercializados e transferidos para outras reglddsstado (IBGE, 2006; 2009b).
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Quanto ao gado de leite, segundo as estimativ&MBRAPA, em 2006 o Pais
possuia 20 milhdes de vacas ordenhadas, incluinoeass de rebanhos leiteiros, de
duplo propdsito e de corte. O Estado de Minas Ge&ra maior produtor, seguido dos
Estados do Rio Grande do Sul e Parana. Existemrienpies diferencas regionais, entre
0s tipos de criacdo e o0s estabelecimentos que pederfamiliares ou industriais. A
principal raga utilizada em cria¢des voltadas gamucdo de leite € a Holandesa. A
analise da distribuicdo espacial da pecuaria taifg@rmitiu identificar diferentes zonas
dentro do pais quando foram consideradas a demsalaichal, a producédo total e a
produtividade (ZOCCAL et al., 2006).

Particularmente no RS, foi possivel identificartqugolos de producao leiteira,
nas diferentes mesorregides expostas na Figura [degorregido do Noroeste Rio-
grandense apresentou a maior densidade de vacashasd(20,5 vacas/Kin Por sua
vez, as Msorregides Centro Oriental e Nordeste Rio-graredapeesentaram densidade
de 14,7 vacas ordenhadas porleras duas, juntas possuiam 113.447 vacas ordenhada
e correspondem a décima zona de maior producaeirdeitio Pais. Essas trés
mesorregides apresentaram produtividade superis0@ litros de leite por vaca por
ano e estdo entre as zonas de maior produtividatierd do paisUm quarto polo
produtor de leite do Estado pode ser observado asoivegido do Sudoeste Rio-
grandense, especificamente na Microrregido da Calnapaeridional, essa zona
apresenta baixa densidade de vacas ordenhadaan{inal/knf) e alta produtividade
(2.386 litros de leite/vaca/ano). Mas, diferente dateriores, essa regiao apresenta alta
densidade de bovinos (>80 animaisfkm as criaces sdo predominantemente de gado
de corte (ZOCCAL et al., 2006).
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Figura 2. Mapa do Estado de Rio Grande do Sul cass sespectivas mesorregioes
conforme a seguinte numeracéao: (1) Mesorregiaor@étidental Rio-grandense, (2)

Centro Oriental Rio-grandense, (3) MetropolitanaPadeto Alegre, (4) Nordeste Rio-

grandense, (5) Noroeste Rio-grandense, (6) Suigtgrandense e (7) Sudoeste Rio-
grandense (WIKIPEDIA, 2009).

Figura 3. Mapa do Estado do Rio Grande do SulJilaggio do municipio de Arroio
do Meio, latitude 2%’ Sul e longitude 5194’ Oeste (IBGE, 2009a).
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2.2 Populacéo alvo

O presente estudo foi realizado na Cooperativauileo8ultores de Encantado
(COSUEL) e na sua industria de leite, denominadéaDacalizada no municipio de
Arroio do Meio, no RS conforme mostra a Figura Jdpulacdo alvodo estudo foram
1.656 rebanhos de gado de leite pertencentes sosiaos da cooperativa, produtores
de leite em atividade nos meses de Marco e Abri2@@9. A unidade de analise do
estudo foram, exclusivamente, os rebanhos, masrouioial de animais dos mesmos
correspondia a 31.504 bovinos, dos quais 16.328 &eras em lactacdo no periodo.
Assim, o total de animais dos rebanhos analisadiwespondeu 14,7% dos bovinos da
microrregido geografica que possuia 213.980 reBesras cooperativas e laticinios
também captam producao de leite na regido (IBGEI20

A &rea de atuacdo da COSUEL-Laticinio Délia abré&&enunicipios e a maior
parte deles pertence a Microrregido Geografica ajeado-Estrela que, por sua vez,
pertence a Mesorregido Centro Oriental Rio-grareleAsarea também é conhecida
como Vale do Taquari, devido ao rio mais importasderegidao. Cabe ressaltar que o
bioma €& Mata Atlantica e o clima é subtropical (mid composicdo étnica da
populacdo dos municipios da regido é teuto-italgrandense e culturalmente também
existe forte influéncia da colonizacdo alema eiata. Os estabelecimentos sé&o
predominantemente pequenos, utilizam mao-de-obrdida, plantam principalmente
soja, milho e fumo e criam aves, suinos e gadeilei{IBGE, 2009b).

A cooperativa realiza um trabalho de fomento q@a @ melhorar a producéo
dos associados e aumentar a captacao de leiteatidagie. Os criadores recebem apoio
de técnicos agricolas funcionarios da cooperativdarabém sao atendidos por
veterinarios autdonomos recomendados pela mesmadiddrizes da associacao
estimulam os criadores a melhorar a genética, acaate a higiene na producdo do
leite. Por exemplo, os associados recebem prénoiogyalidade de leite entregue na
indUstria e sdo estimulados a utilizarem tanqueg®nsao para armazenamento da
producdo. Também existe uma preocupacdo especralcoatrole de mastite e vem
sendo implantadas melhorias nas condi¢cées de kiggeno manejo da ordenha. Os
criadores sao incentivados a reduzir os animaigadytivos nas propriedades e a
utilizar a inseminacao artificial. A reposicao ahuoas criacbes € de 20 a 25% e 0s
associados sao fortemente aconselhados a compraagépara reposicao. A principal

origem destas matrizes € a Messoregiao do Noréestgrandense, especificamente a
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Microrregido de Passo Fundo. Outra importante origas novilhas é a importacdo do
Uruguai, pais vizinho do Estado. Os critérios deokdsm dos animais envolvem

principalmente as caracteristicas de producdo. QQuansanidade dos rebanhos, é
realizado controle de tuberculose e de brucelas® animais sdo vacinados para febre
aftosa e clostridiodes. Os animais importados s&mynidos para prevencgao da tristeza
parasitaria. Quando ocorrem problemas reprodutpogcos deles sao investigados. A
estratégia escolhida pelos técnicos € utilizar naacpolivalente contra doencas

respiratorias e reprodutivas em todo rebanho, @argo vacinal a cada oito meses, na
propriedade com problema. O laticinio exerce untefeontrole quanto a presenca de
residuos de antimicrobianos no leite. Atualmentenatas dentro da cooperativa sdo
especializacdo e aumento da producédo. Os assodanosriacdes mais produtivas sdo
estimulados a aumentar a producdo e os menos paglséio aconselhados a melhorar

ou trocar de atividade (KAPLAN, L.H. comunicacacgeal).

2.3 Virus da diarreia viral bovina

O virus da diarreia viral bovina (“bovine viral diaea virus”, BVDV) pertence
ao génerdPestivirus E um virus RNA de fita simples e orientacdo [asitapresenta
nucleocapsideo com simetria icosaédrica e posstelagre. O virion tem formato
arredondado com cerca de 40 a 60 nm de diametrfaaidente inativado por calor,
solventes organicos e detergentes. O virus apeeggahde diversidade gendmica e
antigénica, e apresenta estreita relacdo com oatemsbros do génerBestivirus As
principais caracteristicas dos virus desse gérdera sua diversidade e a capacidade de
estabelecer dois tipos de infeccao, a transitar@igduz imunidade e a persistente que
€ acompanhada da imunotolerancia especifica (THe#ELal.,, 1996; VILCEK &
NETTLETON, 2006; PETERHANS & SCHWEIZER, 2009).

O géneroPestivirus, juntamente com os génerédavivirus e Hepacivirus
pertencem a familiglaviviridae. O nomepestivem do latimpestis suune refere-se ao
virus da peste suina classica (“classical swinerfeius”, CSFV) responsavel por uma
doenca altamente infecciosa de suinos com grangactm socio-econémico e de
notificacdo obrigatoria pelas normas da “World Qigation for Animal Health” (OIE)
(HORZINEK, 1991; THIEL et al., 1996). Inicialment classificacdo dos pestivirus era
baseada no hospedeiro de origem, mas tornou-seopregggla porque esses virus nao

sdo espécie-especificos. A caracterizacdo ant@éoc anticorpos monoclonais e a
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andlise molecular do genoma comprovaram que o BMWDV virus da doencga da
fronteira (“border disease virusBDV) infectam principalmente bovinos e ovinos,sma
também podem infectar suinos, javalis e outros mantes domésticos e selvagens da
Ordem Artiodactyla O CSFV é um pouco mais restrito porque infectainafthente
suinos e javalis. JA os ruminantes selvagens pagenmfectados por pestivirus de
animais domésticos ou por outros pestivirus quegaan ser melhores adaptados a
esses hospedeiros (EVERMANN, 2005; VILCEK & NETTLEN, 2006).

O termo BVDV abrange duas espécies virais distinrBA@OV-1 e BVDV-2,
anteriormente classificadas como genétipos (RIDPASEHAL., 1994). Novas analises
filogenéticas do genoma viral suportam que o0s yiess bovinos anteriormente
classificados como “atipicos” (SCHIRRMEIER et &Q04; STALDER et al., 2005)

sejam re-classificados como uma nova espécie deadaBVDV-3 (LIU et al., 2009).

2.4 Organizagdo gendmica dos pestivirus

Quatro espécies virais (BVDV-1, BVDV-2, BDV, CSF¥)uma proposta de
espécie de pestivirus de girafa formam o gérgstivirus da familia Flaviviridae
(BECHER et al., 2003). O genoma viral € constituddauma fita simples de RNA com
orientacdo positiva, com 12.500 nucleotideos. Apries duas regifes ndo traduzidas
(“untranslated regions”, UTRs) nas extremidadeg 8’ e uma fase de leitura aberta
(“open reading frame”, ORF). Essa ORF codifica yrolproteina de aproximadamente
3.900 aminoacidos, processada por proteases eiraidulares em 11 ou 12 proteinas
maduras durante e apds a traducdo. Tais genesrol@$nps seguem a esta ordem:
autoprotease N terminal {R®), proteina do capsidio (C), glicoproteinas do Epe
(E”NS E1 e E2) e proteinas ndo estruturais (p7, NSB, MS4A, NS4B, NS5A e
NS5B) (THIEL et al., 1996; LINDENBACH et al., 200 @omo mostra a Figura 4.

Dentre as regides do RNA viral, a 5UTR € mais eovada e tem sido
historicamente usada para genotipagem dos pestiRIDPATH et al., 1994; VILCEK
et al., 2001). A regido codificante de outros dmees também sdo usados na filogenia
de pestivirus, geneR° é exclusivo dos pestivirus e o gene E2 codifigiiamproteina
imunodominante do envelope viral. A utilizacdo ttés regides gendmicas apresentou
melhores resultados na analise filogenética e pierrai classificacdo das diferentes
espécies, tipos e subtipos de pestivirus (BECHE&.eP003; VILCEK et al., 2005;
LIU et al., 2010). Cabe ressaltar que os critédi@slemarcacdo das espécies virais nos
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géneros incluem a sequéncia de nucleotideos, astedsticas antigénicas com suas
respectivas relacdes soroldgicas e o hospedeiginari(VAN REGENMORTEL &
MAHY, 2004; VILCEK & NETTLETON, 2006). Assim, ested sorolégicos tentam
correlacionar caracteristicas genéticas e soragpios pestivirus (YESILBAG et al.,
2008; MINAMI et al., 2009; STAHL et al., 2009; LIex al., 2010).

5'UTR Genoma viral 3J'UTR

#NPRC C E"E1E2 | P7 NS2-3 NS4ANS4B NS5A 535_

Poliproteina precursora

\ J N\ /
Y N

Proteinas estruturais Proteinas nao estruturais

[ ]
Vo

l ERNS E2 l

NPRC NS2-3

Figura 4. Representacdo esquematica da organizgeddmica, da poliprotéina
precursora e das proteinas utilizadas no diagmostic BVDV. UTR é regido nao
traduzida (“untranslated region”), NS é ndo estalty“non structural”’), NR° é
nucleoprotease, C é capsidec™®E ribonuclease sollvel. Figura elaborada pela autor

adaptada da bibliografia consultada.

Quanto as proteinas, RP e E¥N® sdo Unicas dos pestivirus e ndo possuem
equivalentes nos outros géneros da Farfiiiviridae (THIEL et al., 1996). A R?°
apresenta antagonismo ao interferon, comprometandesposta imune adaptativa e
também a resposta imune inata do hospedeiro (RU@GAI., 2005; GIL et al., 2006;
SCHWEIZER et al., 2006). A glicoprotein& compde a particula viral, mas também

€ secretada por células infectadas para o meiacektilar. Com relacéo as suas funcdes
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expressao de interferon (MATZENER et al., 2008)p&imentosn vivo sugerem que
ambas as proteinas desempenham importantes papdgisrsisténcia viral por vias
diferentes (PETERHANS & SCHWEIZER, 2009).

A glicoproteina BY® é importante no diagnéstico do BVDV, porque é bem
conservada entre os virus e pode ser detectadéecid®s ou no soro dos animais
infectados, também induz a producdo de anticorpasigdmente neutralizantes
(HAINES et al., 1992; SALIKI & DUBOVI, 2004; KAMPAet al., 2007). A outra
importante glicoproteina dos pestivirus é denon@n&® e possui uma porcao
transmembrana, estando exposta na superficie tiayparviral, formando complexos
heterodimeros com E1 (E1-E2) e homodimeros (E2-E&nbém é a proteina viral
imunodominante e induz a formacdo dos anticorpagralezantes no hospedeiro.
Ademais, é a proteina mais variavel dos pestiveesdo usada para classificacdo dos
sorotipos virais e para o diagnost{d@IEL et al., 1996; CHASE et al., 2004).

As proteinas nao-estruturais dos pestivirus ocupandois tercos finais da
poliproteina e estéo relacionadas com a replicaigab Todos o0s pestivirus apresentam
NS2-3 e somente nos isolados citopaticos ocorrdivagem parcial da proteina
precursora gerando NS3. A proteina NS3 esta relada ao efeito litico do virus em
cultivos celulares (THIEL et al., 1996; TAUTZ et,al998). Em ambas as formas da
proteina, o dominio NS3 (anteriormente denominaf) p altamente conservado entre
todos os pestivirus e € capaz de induzir a proddedmticorpos no hospedeiro, sendo
amplamente utilizado para diagnéstico (THIEL et 4096; CHASE et al., 2004;
SANDVIK, 2005).

2.5 Diversidade do BVDV

Como outros virus que possuem RNA gendmico, o B\dpvesenta grande
diversidade genética Os principais mecanismos eilad nessa importante
caracteristica sdo as mutacdes pontuais produzidaserros da RNA polimerase
dependente de RNA e as recombinacdes genéticams Hssdem ocorrer por
duplicacdes e inser¢cdes de material genético difeeentes virions ou de RNA celular
As consequéncias genéticas das mutacdes sdo extesmeavariaveis e o surgimento
de um novo virus depende, principalmente, dasagbes entre o virus e o hospedeiro.

Algumas mutac6es podem resultar em modificacdesndigeno viral e auxiliar no
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escape da resposta imune do hospedeiro. Outras¢c@eataporém ocorrem sem
representar vantagens e nem desvantagens. Deste duvdnte a infecgédo do BVDV,
cada multiplicacéo viral potencialmente pode gemwas variantes e o acumulo de
alteracbes gendmicas pode gerar novos tipos vibaisliferentes tipos de infeccéo, com
ou sem pressédo do sistema imune do hospedeiroétarmblaboram para a diversidade
genética do virus (THIEL et al., 1996; HAMERS et 2001; BOLIN & GROOMS,
2004; BACHOFEN et al., 2008; PETERHANS & SCHWEIZER9).

A diversidade genética observada entre os isolddoBVDV em todo mundo
resulta em uma correspondente diversidade antig&aimbém identificada. Assim, 0s
BVDV sé&o diversos entre si, mas ainda mantem gimiddes antigénicas entre eles e
com outros pestivirus, e a forca desta relacaori@weh (HAMERS, 2001; BOLIN &
GROOMS, 2004; PETERHANS & SCHWEIZER, 2009).

2.6 Biotipos virais

Com relacdo ao efeito litico em cultivos celula@s,amostras do BVDV sao
classificadas em dois biotipaséo citopaticose citopaticos Ambos sdo encontrados
em infec¢bes naturais, mas BVDV néo citopaticosrséis prevalentes e considerados
como virus reservatorios. Por outro lado, viruspéticos sdo raros e encontrados em
bovinos com Doencas das Mucosas, uma forma cliaiGa e fatal de infeccdo pelo
BVDV. O virus citopatico € gerado por mutacdes @armanjos geneticos com
duplicacdes e/ou inser¢cdes de genoma viral ouasehd virus original. As alteracdes
ocorrem na regidao do gene NS2-3 e ativam a clivadgmproteina. Ambos os biotipos
possuem a proteina NS2-3, mas somente nos viggatdos esta proteina precursora é
parcialmente clivada e gera a proteina NS3 (THIEh&le 1996; TAUTZ et al., 1998;
BOLIN & GROOMS, 2004).

A caracteristica biolégica mais importante dos BVID&o citopaticos € sua
capacidade de causar infeccao persistente, prdpsipestivirus (PETERHANS et al.,
2003; BOLIN & GROOMS, 2004).

Outra importante repercussdo dos virus ndo citté a dificuldade de
identifica-los in vitro. Como a presenca de virus ndo causa alteracaenspanos
cultivos celulares, é necessario realizar um tespecifico para sua identificacdo, o que
torna o isolamento viral laborioso e as contamieagéuito frequentes. O BVDV € um

importante contaminante de cultivos celulares pois dnotivos, é dificil de ser
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identificado e estd presente no soro de fetos beviraturalmente infectados. O soro
desses animais é usado como suplemento de memstide celular e destinado tanto
para diagnéstico como para producao de vacinasmAsgsiantidades minimas de virus
podem replicar em células de mamiferos e comprarosteesultados ou produtos finais
dos cultivos celulares (FALCONE et al.,, 1999; SALIK DUBOVI, 2004,
SCHIRRMEIER et al., 2004).

2.7 Tipos de infeccbes causadas pelo BVDV

O BVDV é capaz de estabelecer dois tipos de infeceatransitoria e a
persistente. Ainfeccdo transitoria ocorre quando animais imunocompetentes sdo
expostos a virus citopaticos ou nao citopaticossB&aso o curso € de 5 a 10 dias e os
sinais clinicos séo diversos, dependendo principaien da imunidade e idade do
hospedeiro, da amostra viral envolvida e dos oup@®genos associados. O virus
possui afinidade por tecido linforeticular e cau$iafopenia, leucopenia e
imunodepressao. Na infeccdo transitoria existedag&o de uma resposta imune que
normalmente é capaz de debelar a infeccdo. Os Bnitnavalescentes apresentam
imunidade prolongada e protetora contra novas ¢k do mesmo tipo viral. Quanto
aos anticorpos contra BVDV, os bovinos soroconweres inicialmente, apresentam
altos titulos de anticorpos que vao diminuindo aotampo, embora perdurem por toda
a vida do animal (HOUE, 1999; PETERHANS et al.,200

A infeccdo persistenteocorre, quando vacas prenhes ndo imunes se imfecta
com o BVDV no inicio da gestacdo e, durante a \i@ematerna, o virus é capaz de
atravessar a placenta e infectar o feto. Essedgpafeccao ocorre especificamente por
infeccdo de virus nado citopaticos e em fetos coma 420 dias de gestacdo. Nesse
periodo, o concepto ainda néo apresenta seu sisiemae suficientemente
desenvolvido e o virus estabelece nele a infeccéosigbente. Esse bovino,
prematuramente exposto ao BVDW utero, passa a reconhecer o patdgeno como
proprio (“self”) e desenvolve uma imunotolerancispecifica ao virus. O bezerro
persistentemente infectado (Pl) pode nascer fraamoamal, mas excreta virus por toda
a sua vida em suas secrecoes e excrecoes (MCCLURBK®#N, 1984; BROCK et al.,
1998; ARENHART et al., 2009). Geralmente eliminargtes quantidades de virus que
sao facilmente detectados (SALIKI & DUBOVI, 200#)as a presenca de anticorpos

neutralizantes, induzidos por infeccdo de outrpestivirais, pode causar reducédo na
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quantidade de virus (BROCK et al., 1998). Outraagiio em que esses animais
apresentam anticorpos é apds a ingestdo do colostnaca, infectada durante a
gestacdo, apresenta altos titulos de anticorposseuobezerro Pl pode apresentar
anticorpos circulantes e viremia baixa por mais4@e dias apdés seu nascimento
(BROCK et al., 1998; LINDBERG & ALENIUS, 1999; HOU# al., 2006).

Somente poucos animais Pl sdo assintomaticos ecaltaa idade adulta, nesse
caso a progénie de uma vaca Pl sera Pl também @BEWRE & ALENIUS, 1999;
LAUREYNS et al., 2009).

Embora a infeccdo persistente seja menos frequdateque a infeccdo
transitéria, ela € crucial para a persisténcia DB na populagdo de bovinos. A
combinacéo dos dois tipos de infeccdo, transi®parsistente, caracteriza a adaptacéo
do agente viral com sua populacdo de hospedeil6SHRHANS & SCHWEIZER,
2009).

2.8 Formas da doenca

A diarreia viral bovina foi descrita pela primeiwaz por Olafson et al. (1946),
como uma doenca infecciosa e aguda de bovinosnldgmis afetados apresentavam
febre alta, anorexia, gastrenterite severa, uléesagas mucosas oral e nasal, salivacao
intensa e descarga nasal. Apesar da mortalidasa baio fato de que alguns animais
nao tivessem demonstrado sinais clinicos (formaclsuba), as vacas prenhes,
especialmente novilhas, abortavam entre 10 dia&senteses apos o inicio da doenca.
A transmissao experimental confirmou os achadodgaisi e 0os bovinos inoculados
apresentaram tanto leucopenia acentuada, como fagias e erosdes ao longo do
aparelho digestivo (OLAFSON et al.,, 1946). Essaesgmtacdo aguda classica
representa somente uma das formas da infeccaoamante, sabe-se que a doenca
varia muito, desde quadros superagudos até sutmdini

O virus infecta seu hospedeiro por via oronasplicainicialmente nas tonsilas
e apos, causa viremia que dissemina 0 agente p&@s @rgaos internos do animal.
Todos os BVDV nédo citopéticos sdo capazes de mfeot feto. Esta infeccao,
dependendo da fase gestacional, pode causar reabsembrionaria, malformacdes
congénitas como hipoplasia cerebelar, microftalimiaguitismo, artrogripose e abortos
em qualquer idade ou ainda levar a geracdo de @®vii. O patdgeno apresenta

grande tropismo por tecidos epiteliais e linfoidesnbém induzir algum grau de
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imunossupressao nas infeccdes transitorias. A maiwos isolados de ambas as
espécies virais (BVDV-1 e BVDV-2) apresenta baixaléncia e causa a uma doenca
branda e subclinica. Nestes casos, os animais\ae#gem febre moderada, leucopenia
e titulos de anticorpos neutralizantes que podemeseontrados em bovinos nao
vacinados. Estima-se que 70 a 90% das infeccOoesadasi por BVDV ocorram sem

manifestacéo de sinais clinicos (BROCK, 2004; BORIKGROOMS, 2004).

O virus esta presente essencialmente em todasces;@es e excrecdes. Os
sinais, quando encontrados, sdo variaveis e depeddeamunidade do hospedeiro, da
época da infeccdo, da amostra viral envolvida e alasos patdgenos associados.
Animais Pls representam a principal fonte de irfiecpara os outros bovinos do
rebanho (MCCLURKIN et al., 1984; BROCK et al., 1998NDBERG & ALENIUS,
1999; NISKANEN & LINDBERG, 2003).

Uma forma muito comum de apresentacdo € a repwagdutinde ocorre
diminuicdo do desempenho dos rebanhos afetados, msde ser subclinica ou
acompanhada de febre, inapeténcia, retorno tardici@ aborto e malformacdes
congénitas (BAKER, 1995; NISKANEN et al., 1995; HBU1999; ROBERT et al.,
2003; GROOMS, 2006).

A forma respiratéria é outro grande problema cangaal sua acdo direta e
indireta na fase de recria dos bovinos. Novameiriéeacao transitoria e a consequente
imunossupressao, estdo envolvidas na patogeniaodmpléxo Respiratério Bovino,
uma doenca, frequentemente, aguda e severa. O Bapde o grupo de agentes
virais e bacterianos responsaveis por essa enfadenigue leva a perda de peso, retardo
no crescimento e que pode evoluir para pneumomniarée dos bezerros (DIEGUEZ et
al., 2009; FULTON et al., 2009a; VAN CAMPEN, 2009).

O comprometimento da saude dos rebanhos leiteisnsada pela virose
também tem efeito indireto sobre a glandula mandagvacas em lactacdo, assim, a
infeccdo também esta associada ao aumento da rfi@dguie mastite (BEAUDEAU et
al., 2005; BERENDS et al., 2008).

Na forma hemorragica aguda ou superaguda ocormabtratopenia e
hemorragias (CORAPI et al., 1989). Nesse caso agdose manifesta tanto em
bezerros como adultos e é causada por isolados wirailentos posteriormente
identificados como uma nova espécie BVDV, denomarBdDV-2 (RIDPATH et al.,
1994).
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A Doenca das Mucosas € uma forma rara e fatal ds@ptacédo da virose que
acontece em bovinos com até 24 meses de idadéfeEente da forma hemorragica
trombocipénica super-aguda, s6 acomete alguns enflonaebanho, os bovinos PI. Sua
patogenia esté relacionada a super-infeccdo daetesp por dois biotipos do BVDV.
Durante a vida do bovino Pl o virus ndo citopatofre mutacdes e, quando gera uma
variante viral citopética, desencadeia a doengae$s® motivo, a Doenca das Mucosas
€ uma sequela tardia da infeccao persistente éstatzepelo BVDV (BAKER, 1995;
TAUTZ et al., 1998).

Entretanto, ndo é possivel explicar todas as forgasapresentacdo da
enfermidade unicamente pela diversidade genética tiggms virais envolvidos. A
doenca causada pela infeccdo do BVDV é resultadmtdeacdo do virus com seu
hospedeiro. A principal caracteristica do BVDV doun& sendo a diversidade. Novos
tipos e subtipos virais continuam sendo descrito®vas formas de apresentacédo de
infeccdo sdo identificadas, como a dermatite génada (ODEON et al.,, 2003;
FERREIRA et al., 2008). Por outro lado, as car@adedes moleculares tem permitido
identificar que nem todas as doencas agudas sex@éas relacionadas com o BVDV-
2, por exemplo, também podem ser resultado dagafepelo BVDV-1b (LUNARDI
et al., 2008).

2.9 Diagnostico

Em fungcdo da diversidade do agente viral e das difesentes formas de
apresentacdo o diagnostico da infeccdo pelo BVD\edde de confirmacdo
laboratorial que pode ser obtida através da detedgd@nticorpos, antigenos ou genoma
viral (SANDVIK, 2005). Os motivos para realizar umaalise laboratorial para BVDV
podem ser: investigacdo de infeccdo aguda ou dasicoc investigacdo de falhas
reprodutivas, deteccao e eliminacdo de animaigi®lsm rebanho, teste da eficiéncia
de vacinacao, controle de qualidade de produtd$diams ou genotipagem do virus
(SALIKI & DUBOVI, 2004). O diagnéstico adequado dandepende de uma estratégia
de abordagem que associe as diferentes técnicamtatiais disponiveis para alcancar
0 objetivo desejado. Outros fatores que tambémriboeim decisivamente para o
diagndstico sao: identificacdo, amostragem, cotedasporte, conservacao e histéria do
material biolégico necessario para o teste desgf84MNDVIK, 2005; HOUE et al.,
2006; SALIKI & DUBOVI, 2004; LAURYENS et al., 2009)
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Dentre os testes utilizados no diagnostico de BVD\solamento viral é a
prova confirmatéria por exceléncia, porém necesgiia amostras coletadas
assepticamente e conservadas sob refrigeracao.adslémm teste laborioso, demorado
e precisa de cultivos celulares suscetiveis, eegees motivos ndo é indicado para
analise de uma grande quantidade de amostras (SAM\JR2005; HOUE et al., 2006).

A prova deimunoistoquimica € indicada principalmente para identificacdo de
bezerros Pl jovens. E realizada a partir de bidpsipele da orelha e permite identificar
0 virus associado com tecidos e tipos celularescéfsgps (HAINES et al., 1992). E o
teste de eleicdo porque detecta o antigeno viradice é prejudicado por anticorpos
maternos (CORNISH et al., 2005), porém dependeatirente da conservagcdo do
epitopo viral e do tipo de anticorpo monoclondizado (GRIPSHOVER et al., 2007).

A prova deimunofluorescénciasobre corte de tecido congelado é util pela
agilidade na identificagdo de antigenos virais, n@®m como pontos fracos a
necessidade de uma boa conservagdo das amostnas,ocosco de surgimento de
reacdes inespecificas e exige experiéncia pargoretacdo das leituras (GREISER-
WILKE et al., 2007).

A identificacdo de anticorposcontra BVDV €& amplamente utilizada como um
importante parametro para avaliar a resposta inmehézida por infecgcdo natural ou
vacinagdo. Os testes soroldgicos sdo excelentes ydizacdo em levantamentos
epidemioldgicos e monitoria de rebanhos (LINDBERG ALENIUS, 1999). A
sorologia individual € importante para identifica animais suscetiveis a infeccéo e
auxiliar na identificacdo dos animais Pl de rebantmm infeccdo ativa (HOUE et al.,
2006). Os principais antigenos virais capazes dezin resposta imune humoral estéo
presentes nas duas glicoproteina8'tEe E2) e na proteina ndo estrutural NS2-3. A
glicoproteina EN® varia pouco, mas induz uma resposta moderada tieomios
parcialmente neutralizantes. Por outro lado, aophoteina E2 (anteriormente
denominada gp56) € a mais imunogénica (imunodorteéhan sua presenca induz a
formacao de anticorpos neutralizantes da infecg@b ¥ proteina NS2-3 do BVDV é
bem conservada dentro do género e bastante imupag&ua principal utilizacdo &
para diagnoéstico, que, nesse caso, pode ser desmbonin‘panpestivirus”
(BRACKENBURY et al., 2003; GREISER-WILKE et al., @8, CHASE et al., 2004).

Entre os testes soroldgicossaroneutralizacdoé uma prova de referéncia por
ser muito especifica e facilmente adaptavel ao tiposubtipo de BVDV desejado.

Apesar disso, detecta somente anticorpos neutngdiza € demorada, laboriosa e
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envolve obrigatoriamente o cultivo celular e mafapéo de virus (SALIKI &
DUBOVI, 2004; SANDVIK, 2005).

Ja os testes deLISA para deteccdo de anticorposdo amplamente utilizados
por serem provas praticas, rapidas e biossegusasskinda podem ser automatizados
e detectam epitopos ndo neutralizantes, sendo ssam@priados para utilizacdo em
larga escala. Como desvantagens, podem apreseataridade cruzada com outros
pestivirus e sensibilidade variavel, dependendetatinente dos epitopos antigénicos
presentes no teste. Os principais antigenos uldzaestes testes pertencem a proteina
NS2-3 (SALIKI & BUBOVI, 2004; SANDVIK, 2005). Os stes deELISA de captura
de antigenode BVDV permitem identificar partes de virus emoatras de soro ou
tecido de bidpsia de pele de orelha. Sdo aprowipd@ identificar animais PI, porém a
interferéncia de anticorpos maternos pode dimiswer sensibilidade. Por esta razdo nao
séo indicados para bezerros menores de trés meseéade. Os principais antigenos
utilizados neste tipo de testes pertencem a glitepra EN> (CORNISH et al., 2005;
DRISKELL & RIDPATH, 2006; KAMPA et al., 2007).

As técnicas déiologia molecular permitem identificar (VILCEK et al., 1994),
analisar (FLORES et al., 2002), diferenciar (CANéiLal., 1996; VILCEK et al., 2001)

e quantificar pestivirus (UTTENTHAL et al., 20030OHFMANN et al., 2006), bem
como identificar variantes virais (SCHIRRMEIER ¢t 2004; STHAL et al., 2009) e
novos pestivirus (KIRKLAND et al., 2007). Comecararser utilizadas na década
passada para o diagndstico de pestivirus e inierdlen possuiam quatro etapas
separadas: extracdo de RNA, transcricdo reversad®RNA em DNA complementar,
amplificacdo de genoma viral por reagcdo em cadepotimerase (PCR) e deteccao dos
produtos amplificados por eletroforese em gel deresp (RIDPATH et al., 1994;
VILCEK et al., 1994). Esse tipo de teste permitiangles avancos na genotipagem de
amostras virais e podia ser sensivel e relativaem@pido quando comparado ao cultivo
celular. Entretanto apresentava como principaivatgagens, o risco de resultados
falso-positivos por contaminacéo cruzada de anwstrarisco de falsos negativos por
baixa sensibilidade da técnica usada (PATON et 2000; SANDVIK, 2005).
Posteriormente, a RT-PCR com sonda “Taq man”, perraicombinacdo de duas ou
trés etapas e tornou o teste molecular mais aglGRLDRICK et al., 1999). Foram
também desenvolvidos RT-PCR em tempo real paracgldiede BVDV e outros
pestivirus (BHUDEVI & WEINSTOCK, 2001; LETELLIER &ERKHOFS, 2003;
BAXI et al.,, 2006; HOFFMANN et al.,, 2006; YOUNG at., 2006). O formato de
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tempo real permitiu a combinacdo de vérias caratitsas Uteis para rotina diagnoéstica,
como a detecgdo em tubo-fechado, o que minimizaniaminacao horizontal das
amostras, o formato duplex ou “multiplex” para idigtir virus diferentes ou para usar
controles de extracdo de RNA, e, por fim, a quieaiffio da carga viral em amostras
(LA ROCCA & SANDVIK, 2009). Por esses motivos, ditnante essas técnicas
oferecem rapidez e alta sensibilidade, especiabngata testar amostras com pequena
quantidade de virus como, por exemplo, amostradicas de tanque de leite ou grupo
de soros individuais. Nesses casos, as provas utales sdo ferramentas Uteis para o
diagnéstico de rebanho ou lote de animais (HOU&L.e2006; MUNHOZ-ZANZI et
al., 2006; HOFFMANN et al., 2009). O diagnosticordbanho por biologia molecular
ainda € menos utilizado que as provas sorolégmas,vem ganhando espaco (DREW
et al., 1999; MUNHOZ-ZANZI et al., 2000; HILL et.aR009). Os melhores resultados
sdo obtidos na associacdo de testes sorolégicolecutares (MARS & VAN
MAANEN, 2005; DRISKELL & RIDPATH, 2006) ou na elalazdo de uma estratégia
diagndstica que utiliza varios testes para chegar odjetivo final desejado
(LAUREYNS et al., 2009).

Quando o objetivo do teste fordiagnostico de rebanhpde grupo de animais
ou de lote, é preciso usar uma amostragem ade@aadassa finalidade. Inicialmente,
a utilizacao dd'spot test” permitiu a identificacdo de rebanhos infectad@nde uma
pequena amostragem individual de animais. Essa teagem foi altamente
representativa do grupo, desde que o0s bovinosicedelns estivessem sujeitos as
mesmas condi¢des de criacdo (HOUE, 1992). Posteride, amostras danque de
leite demonstraram ser representativas do plantel gx@ta uma forte correlacdo entre
0s niveis de anticorpos identificados na sorolagi@/idual das vacas que contribuiam
para o tanque e na sua amostra coletiva. Assirstaol@ imune do grupo de vacas pode
ser aferido pela analise dessa amostra coletivea B¥DV (NISKANEN et al., 1991;
NISKANEN, 1993). Usando essa abordagem, altootde anticorpos contra BVDV,
detectados por ELISA, puderam ser tomados comoaddres indiretos da presenca de
animais Pl em rebanhos néo vacinados. Os anticéapasém passaram a servir como
indicadores indiretos da infec¢éo ativa de BVDVrabanho (NISKANEN, 1993). O
terceiro tipo de amostragem coletiva descrito piéagnoéstico de rebanho do BVDV foi
o0 “pool” ou conjunto de amostras individuais de @mpo que sdo reunidas e
posteriormente, 0 “pool” ou o0 conjunto € analisdfiste tipo de amostragem tem sido
muito usado em rebanhos gado de corte (MUNHOZ-ZABIZ4l., 2000; PILZ et al.,
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2007; SMITH et al., 2008). A utilizacdo de amosémragde rebanho, por “spot test”,
tanque de leite ou “pool” de soros, associada asid#s sensiveis tem permitido a
monitoria de rebanhos ou de categorias animaisaldetrebanhos, contribuindo para a
identificacdo de rebanhos ou lotes de animais cdet¢ao ativa pelo BVDV (HOUE,
1992; NISKANEN et al., 1993; MUNHOZ-ZANZI et al.,000; LAUREYNS et al.,
2009).

O principal teste utilizado para o diagnostico eleanho ainda € a dosagem de
anticorpos por ELISA e a associacdo do ELISA conosaragem de tanque de leite é
uma importante ferramenta para monitoria de rebmaigiteiros (PATON et al., 1998;
LINDBERG & ALENIUS, 1999; THOBOKWE et al., 2004, MAS & VAN
MAANEN, 2005; BEAUDEAU et al., 2005; DIEGUEZ et al2008). A principal
vantagem da amostragem de tanques de leite € l@lddei de obtencdo de material
biolégico do grupo mais representativo dos rebangitsiros: vacas em lactacdo. Esse
tipo de amostragem reduz em muito as dificuldadegisticas intrinsecas as
amostragens individuais, sendo bem mais simplestec@. Sua principal limitacao é
guando as vacas em lactacdo ndo mantem contatasountras categorias do rebanho e
podem apresentar um perfil distinto como, por eXemgm rebanhos muito grandes ou
criacdes com mais de uma sede. Nesses casos,ras categorias animais devem ser
amostradas por outro método como, por exemplo,t st (PRITCHARD, 1998;
BEAUDEAU et al., 2001; LINDBERG & HOUE, 2005).

Uma vez que um rebanho ou grupo de animais é fabakd como positivo,
surge um novo desafio ainda maior: a identificagéotodos os animais Pl de um
rebanho. Apesar de j& existirem técnicas apropsjadaidentificacdo de todos os
animais Pl ainda é dificil porque esses animaigads, ndo sdo detectados em provas
sorologicas e podem ser assintomaticos. Além diss®@VDV apresenta grande
diversidade e a identificagdo do virus ou partés pede ser prejudicada pela presenca
de anticorpos maternos em animais jovens. De naagernal, para identificar todos os
bovinos Pl de um rebanho, toda a populacdo devdest&mda e isto necessita de
planejamento para ser executado (SANDVIK, 2005; HG al., 2006; LAUREYNS
et al., 2009).

2.10 Epidemiologia
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A diarreia viral bovina é uma enfermidade predomiemente subclinica,
resultado da grande adaptacdo do virus ao seudespeOs diversos tipos de BVDV
produzem uma ampla variedade de quadros clinicespgecisam ser confirmados
laboratorialmente. Todos possuem estreita relagéétga e antigénica e também séo
capazes de atravessar a placenta e infectar cséeidp responséveis por diminuicdo do
desempenho reprodutivo dos rebanhos afetados (HQQHR; BOLIN & GROOMS,
2004; MOENNIG et al., 2005; PETERHANS & SCHWEIZER09).

A transmissdo do BVDV ocorre, principalmente pomteto direto entre
animais, mas o0 virus também pode ser transmitiddiretamente por insetos
hematdéfagos, fomites, embrides, soro fetal bovinosémen (TARRY et al., 1991;
NISKANEN & LINDBERG, 2003; WRATHALL et al., 2006; BHAL et al., 2007,
RIKULA et al., 2008). O animal Pl é sempre a pnatifonte de infeccdo para os
outros animais suscetiveis (HOUE, 1999; LINDBERG ALENIUS, 1999). Eles
apresentam virus no sangue, soro, leite, uringodufetais, sémen, secre¢fes orais,
nasais, genitais e oculares (BROCK et al.,, 1998§0BERG & ALENIUS, 1999;
SALIKI &DUBOVI, 2004; ARENARTH et al.,, 2009). A tmrasmissdo para animais
imunocompetentes causa viremia breve e uma imupmssio transitéria que pode
predispor o hospedeiro a infec¢cdes por outros patigy Quanto & soroconversao,
BVDV induz uma resposta humoral prolongada e poodetPor esse motivo a infecgéo
transitoria causada pelo BVDV pode ser auto-liniéaem rebanhos, desde que esses
nao possuam fémeas nao imunes, prenhes. Por adtspde existirem virus e fémeas
prenhes suscetiveis, a infec¢do persistente podetabelecer. A geracdo de bezerros
Pls garante a permanéncia da virose no rebanhmesempca desses bovinos Pl é o ponto
central na epidemiologia da virose. Diferente dauagdo em animais
imunocompetentes, a infeccdo persistente ndo élimitante, porque estes bovinos
afetados excretam continuamente o virus e saovedédos do patdgeno no rebanho
(HOUE, 1999; LINDBERG & HOUE, 2005).

Novos bezerros Pls podem ser gerados a qualqueentoram rebanhos de cria
gue possuam fémeas prenhes ndo imunes (“naivgsdsis ao BVDV nao citopatico
no terco inicial de sua gestagdo. Outra situacd&mos frequente, envolve a fémea
adulta Pl assintomatica, e nesse caso sua proggmigre sera Pl também (LINDBERG
& ALENIUS, 1999; LINDBERG & HOUE, 2005).

A persisténcia viral € crucial na epidemiologiaiaf@ccdo pelo BVDV e este

tipo de evaséo viral é responsavel pela permané&lacegente no rebanho. Apesar de
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estarem presentes em baixa prevaléncia, inferi@®oada populagdo, bovinos Pls
excretam grandes quantidades de virus e induzewrogosmversdo na maioria dos
outros animais do rebanho (LINDBERG & HOUE, 2005ETERHANS &
SCHWEIZER, 2009). O conhecimento dessas importac#eacteristicas da virose
permitiu definir um método de amostragem para ifleatdo dos rebanhos infectados,
o “spot test” (HOUE, 1992). O principio do testeeqoniza a amostragem de soros
individuais de bovinos da categoria mais jovemeattanho, animais de recria de 6 a 18
meses de idade, onde € possivel observar a soeys@ovpor exposicao viral sem a
interferéncia dos anticorpos maternais adquirideka pngestdo do colostro. Esses
bovinos servem como sentinelas e refletem o statudoégico mais recente do rebanho
desde que ndo sejam vacinados ou recentementdunitios na criacdo. A analise de
cinco ou dez animais é o padrédo-ouro de amostrageetiva para identificacdo da
virose no rebanho. Através do resultado dessaagéalj o status imune deste pequeno
grupo é representativo o suficiente para indicam @lto grau de confianca, o nivel de
exposicao do grupo ao agente viral. A Unica excec@ore pela eliminacdo recente do
bovino Pl. Nesse caso 0s seus contemporaneos elgodat ainda refletirdo o status
imune de uma infeccéo recente (HOUE, 1999).

Como a soroconversdo induzida pelo BVDV permanese tpda vida do
animal, a idade da categoria soropositiva indigeidodo de tempo em que ocorreu a
exposicdo ao virus. Assim, em rebanhos em procdsstmpeza da infeccdo ou
descontaminacdo, o0s animais mais velhos sdo saigpsse 0S mais jovens
soronegativos. Nessa situacdo, o status sorold@giaategoria apresenta uma mudanca
gradual a medida que os animais sdo substituidms.isBo, as vacas de primeira
lactacdo formam a primeira categoria de bovinodt@sl@ apresentar um novo status
imune e também pode ser amostrada por “spot tast’ onitoria de rebanhos de gado
de leite durante o processo de limpeza da infe(icBMDBERG & ALENIUS, 1999;
MARS & VAN MAANEN, 2005).

O fator de risco mais importante para entrada dec@do pelo BVDV em
rebanhos é a compra de animais. Em rebanhos de ioieoducéo de vacas ou novilhas
prenhas representa grande risco porque essas pselerRls ou estarem gestando
bezerros Pls. O ideal é que fémeas compradas teatigem e histdrico conhecidos,
sejam testadas ou fiquem isoladas do resto do mebgrelo menos até a primeira
paricdo. Caso esses cuidados ndo sejam tomadf@neas recentemente adquiridas e

ou seus bezerros poderéo iniciar a contaminacacelanho de cria pela categoria
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animal mais nobre, as vacas recém-paridas (LINDBERGALENIUS, 1999;
MAINAR-JAIME et al., 2001).

2.11 BVDV no Brasil

As enfermidades associadas ao BVDV s&o muito coneamgodo o mundo
(MOENNIG et al., 2005). No Brasil, o primeiro regesfoi de Correa et al. (1968) que
descreveram achados clinicos e patologicos congi@iiem a doenca das mucosas, em
S&o Paulo. O isolamento viral foi realizado, pelenpira vez, a partir de soros de
bezerros coletados em abatedouro no Rio Grande uloM®DOR et al., 1974).
Resultados sorolégicos continuaram indicando aepigs do virus nas criagdes no
Brasil (PITUCO et al.,, 1997; RICHTZENHAIN et al.999; MELO et al., 2000,
NORONHA et al., 2003).

Como em outros paises, a caracterizacdo antigé&hica isolados virais
brasileiros demonstrou a diversidade dos virussadds. Um estudo de 10 isolados de
BVDV, obtidos de cultivos celulares infectados e alemais virémicos no Brasil,
usando um painel de 25 anticorpos monoclonais ecaica de coloracdo por
imunoperoxidase, conseguiu classificar os isolaglnsdois grupos distintos entre si
(OLIVEIRA, 1996). Em estudo similar, mas usandopeamel diferente de monoclonais
e teste de imunofluorescéncia, Botton et al. (12@3)ém encontraram diversidade no
perfil antigénico de 19 isolados virais obtidossdeo de fetos e casos clinicos. Esse
estudo ainda chamou a atencdo para as implicagdedivdrsidade antigénica no
diagnostico, planejamento de medidas de controlengnizacdes para a virose.
Apropriadamente também questionou a validade devasinas importadas (BOTTON
et al., 1998).

Por outro lado, a realizacdo de analises moleailales isolados virais
brasileiros, tem permitido estudos filogenéticosoatinuam demonstrando a grande
variabilidade genética viral presente no Pais (CAN& al., 1998; FLORES et al.,
2000; FLORES et al., 2002; VILCEK et al., 2004; CIHZ et al., 2006; LUNARDI et
al., 2008).

Com relagd@o a sorologia em amostras de leite, 8cle¢ral. (2002) realizaram
uma pesquisa pioneira no Brasil para identificagéanticorpos contra o BVDV por
teste soroneutralizacao rapida, em amostras indiisdle leite e de soro de 12 rebanhos

leiteiros da regido central do Rio Grande do SskeEteste foi capaz de identificar
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anticorpos para BVDV em 76,9% das amostras indaiglde leite. Em outro estudo, a
pesquisa de anticorpos foi realizada por testeld8A-e investigou 10 rebanhos dos
Estados de Minas Gerais e S&o Paulo. A analiseveawamostras individuais de soro e
leite de 376 vacas e também as amostras coletarague de leite) dos seus respectivos
rebanhos. Os resultados individuais demonstrarartapos os rebanhos apresentavam
vacas soropositivas, mas somente quatro deles ipossunais de 80% das amostras
individuais positivas. Essas criacdes, com altavglémcia de vacas soropositivas,
também puderam ser identificadas por analise dasstams coletivas (DIAS &
SAMARA, 2003).

Com relacdo a estudos de prevaléncia de BVDV nailBraxistem quatro
trabalhos relevantes. Todos utilizaram analiseviddal de soros para pesquisa de
anticorpos para BVDV e estimaram prevaléncias iddais para virose de 56%, 29%,
22% e 66% (CANAL et al., 1996; POLETTO et al., 2004{OMPSON et al., 2006;
QUINCOZES et al., 2007). E interessante destacar gpesar de usarem diferentes
metodologias e analisarem diferentes tipos de@mgm regides geograficas distintas,
encontraram resultados similares de prevaléncraltlnho para enfermidade que foram
respectivamente 90%, 68%, 89% e 82% (CANAL et1®96; POLETTO et al., 2004;
THOMPSON et al., 2006; QUINCOZES et al., 2007).

Vale ressaltar que o estudo de Thompson et al.6j2@@alisou somente
rebanhos com mais de 50 animais e também considerdistribuicdo espacial da
virose. Esse trabalho encontrou rebanhos soropusitpara BVDV em todos os
municipios investigados das trés diferentes areafdgicas do Estado da Paraiba,
comprovando a ampla distribuicdo da infec¢cao nagastado.

Ja o estudo de Quincozes et al. (2007) introduzanaise de fatores de risco
associados a enfermidade e identificou correlagdsitipa com exploracdo mista,
criagdo extensiva, ordenha mecénica, inseminagéial com repasse de touro e
assisténcia veterinaria. A populacdo estudadarmste propriedades de gado de corte,
mistas e de leite dos municipios de Santa VitéaaPdlmar e Chui, localizados na
Mesorregido do Sudeste Rio-grandense, no RS. Aaadigtribuicdo do BVDV no cone
sul da América do Sul também foi comprovada emdestealizado no Uruguai, onde
um inquérito sorolégico nacional identificou antjpos por ELISA em amostras
individuais de soro de bovinos em 100% dos rebadbagado de corte (GUARINO et
al., 2008).
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2.12 Controle e erradicacdo

A vacinacdo contra BVDV é praticada rotineiramepéea controlar a doenca
em novilhas e vacas, mas sua utilizacdo, como raetkdcontrole exclusiva, nao foi
capaz de diminuir a prevaléncia da infec¢do no d&reinido, apos 20 anos de intensa
utilizacdo (PATON et al., 1998). E possivel queaainacdo ndo tenha sido aplicada
com rigor suficiente para causar impacto signifieamo nivel de virus circulante nos
paises onde foi usada (FRAY et al, 2000). Suaizatdio € recomendada
principalmente para a imunizacdo de fémeas susteti@ntes da temporada de
cobertura. Essa medida auxiliar € indicada paravepie a transmissdo via
transplacentaria e consequente geracdo de aninaisistpntemente infectados
(MOENNIG et al., 2005). Por outro lado, a vacinagho bezerros é indicada para
prevencdo de doencgas respiratorias e digestivasase\As vacinas podem ser vivas ou
inativadas, sendo que as vacinas vivas conferenin@dade, mas causam viremia e
nao devem ser utilizadas em reprodutores. Ja asagamativadas sao mais seguras,
porém conferem imunidade menos protetora e precameforgco anual. As falhas
vacinais mais importantes estdo relacionadas cdiveasidade antigénica do BVDV e
0 mais indicado € que as vacinas contenham amasitrastigenos virais semelhantes
agueles presentes na regido em que vai ser usdtdla@m et al., 2003; HOUE et al.,
2006; FULTON et al., 2009b). No Brasil, a vacinagdpouco utilizada, e somente as
vacinas inativadas podem ser comercializadas (FLO&EHI., 2005; BRASIL, 2009).

As vantagens econbmicas e a tecnologia necessamaaepradicar 0 virus nas
fazendas, regifes e paises tem sido amplamentendeatas (HEFFERNAN et al.,
2009). Os recentes avancos nas técnicas laboratoaatribuiram positivamente para
as campanhas de controle e erradicacdo de BVDVutrasopaises. A combinagéo de
diferentes técnicas de ELISA, imunoistoquimica @dgia molecular melhoraram o
diagnéstico individual e coletivo da virose (HOUEak, 2006).

O ponto central do exitoso modelo escandinavo derae e erradicacdo do
BVDV consiste em evitar sistematicamente a infeq@@éicistente. Para isto, preconiza
identificar e remover todos os bovinos Pls exigemos rebanhos e prevenir a geracao
de novos PlIs através de medidas de biosseguragicaass ou nacionais (LINDBERG
& ALENIUS, 1999). Esse modelo conseguiu reduzilimiear o virus de criacdes de

bovinos na Dinamarca, Finlandia, Noruega e Sué&em o uso de vacinagdo, e tem
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influenciado as politicas de controle de BVDV enrio® paises. Entretanto, as
caracteristicas dos locais, dos tipos de criac@® edpécies de hospedeiros e dos virus
envolvidos em cada regido devem ser consideradpkanejamento de campanhas para
outras zonas (MOENNIG et al., 2005; MARS & VAN MAAWN, 2005; VAN
CAMPEN, 2009).

A erradicacéo oferece a grande vantagem de melhmatide do rebanho, mas
cria uma populacdo de hospedeiros suscetivel quessita ser protegida por medidas
de biosseguranca (FRAY et al., 2004; MOENNIG et 2005; ROSSMANITH et al.,
2005; KRAMETTER-FROETSCHER et al., 2009).

2.13 Carrapato bovino

Os carrapatos sdo aracnideos encontrados em toslosomtinentes. O
Rhipicephalus (Boophilus) microplugopularmente conhecido como carrapato bovino,
€ um carrapato pertencente a famikadidage que compreende osard-ticks ou
carrapatos duros. Encontra-se distribuido entigacaelos 32° Norte e 35° Sul, ou seja,
nas regides tropicais e subtropicais, zona que mmnde principalmente paises em
desenvolvimento e importantes areas de produc@arde bovina como, por exemplo,
América Latina e Oceania (GUIMARAES et al., 200EEREIRA, 2009; RECK
JUNIOR, 2009).

O R. microplusé considerado o mais importante parasito de asid@neésticos
da América Latina, porque causa danos aos bovimgipalmente pela espoliacdo de
grandes quantidades de sangue, pelo desconforpacada e pela modulagéo local e
sistémica da hemostasia. O carrapato botandém é motivo de preocupacao por ser o
vetor do complexo causador da tristeza parasitamiana, um complexo de doencas
causadas por infec¢des pelos protozo@aisesia boviou B. bigeminae pela bactéria
Anaplasma marginaleA tristeza parasitaria é a principal causa detende bovinos no
RS (GUIMARAES et al., 2001; MARTINS, 2004; RECK JUDR, 20009).

Os virus transmitidos por carrapatos sdo menosdasdhs do que aqueles
transmitidos por insetos e virus pertencentes rafliés Orthomyxoviridae, Reoviridae
e Bunyaviridaeja foram isolados erR. microplus(LABUDA & NUTTALL, 2004).
Mais recentemente, o virus da febre aftosa foitifiesdo e isolado enik. pulchellus

(SANG et al.,, 2006). Insetos hematofagos sdo cermids vetores mecanicos na
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transmissao indireta do BVDV (TARRY et al., 199has o papel de outros artrépodes
hemato6fagos, como o carrapato, ainda ndo haviarsidstigado até o momento.

Como o BVDV e aR. microplusestdao amplamente disseminados nas criacfes de
bovinos do Brasil e ndo existem trabalhos relacosaa transmissao viral por esse
carrapatp existe interesse em investigar a possibilidadeedépo de associacao. Vale
ressaltar que, até hoje, o risco de contagio de\B¥dlacionado a carrapatos resume-se
a utilizacdo de animais Pls como doadores de sadgsBnado a premunicdo de
bovinos sem contato prévio com o carrapato ou atiggpnos a ele associados (BOCK
et al., 1997).

Quase a totalidade dos rebanhos de bovinos nol Brafsenta, em diferentes
graus, problemas devido a infestacdo por carrapssoracas bovinas de origem
européia Bos taurus tauryssdo mais suscetiveis & microplusdo que as racas de
origem asiatica, como 0s zebuindog taurus indicysque apresentam um maior
equilibrio na dindmica populacional do parasito enar efeito em seu organismo
(MARTINS, 2004; PEREIRA & LABRUNA, 2009).

A infestacdo por carrapatos parece adquirir pdaticimportancia, onde a
presenca predominante de gado de racas de origepéa torna o rebanho muito
sensivel a infestacdo por carrapato e aos seueseflgletérios. Este problema também
€ marcante nos rebanhos leiteiros de todo o Brasile ha grande predominéncia de
gadoBos taurus taurusias racas Holandesa e Jersey (GONZALES, 2003; MN&T
2004; IBGE, 2009b).

A principal forma de combatd®. microplusé o controle quimico, baseado no
uso de acaricidas. As praticas de manejo comoquiestratégicos para aplicacdo de
acaricida, rotacdo de pastagens e integracdo pedadoura, tambéem auxiliam o
controle da populacdo de carrapatos, e assim, damemintervalo entre aplicacbes e
previnem o surgimento de resisténcia aos princi@tisos (MARTINS, 2004;
PEREIRA & LABRUNA, 2009).
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Os resultados, bem como os materiais e métodosegagbys para a realizacao
dos experimentos, serdo apresentados a seguirma €te trés artigos cientificos como

segue:

1- Herd-level ELISA prevalence of bovine viral dizga antibodies in bulk tank milk of
dairy herds in Southern Brazil

Almeida, L.L.; Rodenbusch, C.R.; Marks, F.S.; CpEt#.; Kaplan, L.H.; Corbellini,
L.G.; Canal, C.W.

SubmetidoPreventive Veterinary Medicineem Outubro de 2009.

2- Estabelecimento de teste de transcricdo revargaida de reacdo em cadeia da
polimerase (RT-PCR) para deteccdo do virus daeiawiral bovina (BVDV) em
amostras de tanque de leite

Almeida, L.L.; Rodenbusch, C.R.; Marks, F.S.; Cdibe L.G.; Canal, C.W.
SubmetidoCiéncia Rural] em Dezembro de 2009.

3- Deteccédo do virus da diarreia viral bovina emagatosRhipicephalus (Boophilus)

microplusalimentados em bovino persistentemente infectado

Almeida, L.L.; Marks, F.S.; Reck Junior, J.; Sil¥aS.; Gomes, D. C.; Vaz Junior,
|.S.; Driemeier, D.; Canal, C.W.

Acta Scientiae Veterinarige'Short communication”, Pub. 980. No prelo, 2009.
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Abstract:

A survey of bovine virus diarrhea virus (BVDV) frothe 300 dairy herds was
carried out testing for antibodies to BVDV usingammercial indirect ELISA kit. Bulk
tank milk samples were collected in the centraharethe State of Rio Grande do Sul,
Brazil, in 2009. The sample to positive ratio (S¥s calculated by using the optical
density (OD) measured at 450 nm and cut-off was Bighty samples were positive
(apparent prevalence of 26.7%, 95% CI 22.1%-31.2%¢ herd-level prevalence of
BVDV was 25.7% (95% CI 21.2% - 30.1%). This worlemdified the presence of
BVDV infection and estimated a low prevalence ipapulation of small dairy herds
raised in semi-intensive system of milk productiant using specific BVDV control
measures. The number of average milk cow productioow density (ratio
cow/hectare), technological index and suppliereshen presented no association with
BVDV infection, but herd size was positively coatdd with the infection. The low
prevalence present in this population may be aré&ble condition to launch a BVDV

control program in them.

Key words: Bovine viral diarrhea virus; Bulk tanklkn Antibody; Epidemiology
survey, Prevalence; Brazil
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Introduction

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is &estivirusof worldwide occurrence.
Different studies demonstrated that BVDV infection dairy herds can negatively
influence reproductive performance, herd health amiék production (Lindberg and
Alenius, 1999), and its control may represent aisbleconomical benefit (Valle et al.,
2005).

Persistently infected (PI) cattle play a key roléhie epidemiology of the disease
because they are important excretors of the vingsieduce high levels of antibodies in
exposed animals. Serological analysis can easilgctidherds with Pl animals by the
presence antibodies in serum or milk (Houe, 1998k&hen, 1993).

The majority of the studies showed somewhat sinmildividual prevalences of
60% and 85% of antibody positive cattle (Houe, )98fbwever, the seroprevalence in
non-vaccinated herds can vary from 14.6 to 100%ifierent regions (Niskanen et al.,
1995; Houe et al., 1995, Paton et al., 1998, Thaiokt al., 2004). Local factors, as
differences in cattle population structure, housggtems, management practice, cattle
density, herd-to-herd contact, herd size and lodstrade influence in the prevalence
of the disease (Houe, 1999).

Herd diagnosis of BVDV is important to prevent Vicissemination to non-
infected herds and to decide about specific managemeasures to be performed at
herd level such as purchase of animals, vaccinatjaarantine and others (Lindberg
and Houe, 2005). Antibody detection in bulk tankknsamples is representative of the
immune status of the herd to BVDV and is a non&we, inexpensive and easy
approach to obtain samples (Niskanen, 1993). Tdnigping technique has been widely
used as preliminary herd screening test in BVD rabrdnd eradication programs in
dairy herds (Valle et al., 2005; Rossmanith et24lQ5).

Brazil has a population of 204 million cattle, argowhich 20 million are
dairies, and the country is the biggest exporterbeéf meat worldwide. Dairy
production has economic and social importancessemtially directed to the Brazilian
domestic market and its activities involve arounaiion people overall (Zoccal et al.,
2006, IBGE, 2009). When compared to internatiotehdards, average productivity of
Brazilian herds is low. However, modernization afrg production in the last 10 years

has contributed to boost production, reaching 24lion liters in 2007. Presently the
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country is the sixth largest world milk producerdahas a potential for substantial
improvement in productivity, especially regardingahth control (EMBRAPA, 2009).
An adequate planning of BVDV control and epidemgital surveys are seldom
conducted in Brazil, and most of available inforimiatrefers to case or outbreak reports
(Flores et al., 2005). There are few epidemioldgstiadies describing BVDV in Brazil:
individual seroprevalence was 56%, 29.4% and 2228d, herd-level seroprevalence
was higher; 90%, 68% and 89%, respectively (Canal.e1998; Poletto et al., 2004;
Thompson et al., 2006). These results suggestBYWa infection is widespread in
Brazil as much as it is in other endemic zoneswdisee, but there is still a lack of
exploratory epidemiological studies on BVDV in therds of this country.

The objective of the cross-sectional study was etemnine dairy herd-level
prevalence of BVDV in the central area of the Riai@le do Sul State in Brazil, using

an indirect ELISA for detection of antibodies inlbbtank milk samples.

Materials and methods

Target population and data collection

Rio Grande do Sul (RS) is the southernmost stat@ra#il and has a total area
of 28,206,200 hectares, divided into 496 munictdi(IBGE, 2009). Cattle population
is 13,516,426 animals and among them 1,325,35darg cows (IBGE, 2007). With 7
well-defined regions, RS is the second Braziliatestn milk production (Zoccal et al.,
2006).

The present study was carried out in the “Mesoa®dCentro Oriental Rio-
grandense” (the term “mesorregidao” defines a thexak! administration area, an
intermediate between state and micro-region), whschocated in central RS. The
climate is subtropical wet; the biome is classifesdrain forest (Mata Atlantica) and it is
located between 43 to 500 meters above the seh Tvis area has a density of 14.7
bovine/knf and contains 127,572 dairy cows with an averagelymtivity of 2,460
litters/cowl/year raised primary in small-scale fargn(Zoccal et al., 2006; IBGE, 2009).

A preliminary contact with the chief veterinariandaadministrative staff of the
cooperative was carried out, which agreed to tade ip the project. As stipulated in
this agreement, information about management aodugtion of individual farms
would be retrieved from the files of the cooperatiVhe target population comprised a

cooperative of 1,656 dairy herds distributed ac@&snunicipalities within the region.
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The average (xSD) animals per herd is 2134(96), lactating cows per farm is 9.8
(x7.91) with a production of 15.9 liters/cow/dagris have an average of 6.8 (£4.5)
hectare for raising cattle. Revenues obtained froifik production are complemented
by agriculture and rearing of chicken or swine. Blgstem of milk production is semi-
intensive; the animals are fed in pastures andvedeed complement of corn silage,
concentrated diet and mineral salts. Most of th@scbelong to the Friesian breed and
replacement rate varies between 20 to 25% per yeale calves are sold in the first
days of life, and females are reared locally asaogments. Heifers are also bought
from neighbors or breeders from other areas ofsthge. Cattle herds are vaccinated
against foot-and-mouth disease, brucellosis anstraditosis. Tuberculosis is routinely
controlled and veterinarians and other technicaf sif the cooperative give assistance
to the farmers. There is no specific BVDV contrdarp and owners of herds with
abortion outbreaks are advised to use polyvalettinma for important abortifacient and
respiratory diseases, such as bovine viral diarieas, bovine herpesvirus 1,
parainfluenza virus type 3, bovine respiratory syiat virus and Leptospira sp.
Artificial insemination is used at all farms andnomercial semen is obtained from 3
different genetic suppliers. Mechanical milkingcerried out twice a day. The milk is
kept in bulk tanks or cans under refrigeration.dRition is collected each 24 or 48
hours, depending on the amount of production ohdamm, and milk is transported in

tank lorries.

Studied population and sampling

A frame list of farms (N = 1,656) as well as geherdgormation about
management and production of individual farms wawiped by the cooperative and
only non-vaccinated herds were included. Sample sias calculated considering an
absolute precision of 5% and an expected preval@ic60% (Houe, 1999). The
approximate sample size required to estimate peacal in the target population with a
95% level of confidence was 300. A simple random@ang using computer-generated
random numbers (EPINFO6) was employed to select#isy herds. The confidence
interval was adjusted since the sampling fractibfi(i/N) was larger than 10% (i.e.
18%). This adjustment was made multiplying the natoe p.(1-p) of the standard
deviation by 1 — f (Thursfield, 2007).

Aliquots of bulk tank milk (BTM) were obtained frorsamples routinely

collected from milk tanks of every producer andraiited to the laboratory for routine
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guality control analysis in May 2009. During samgliand transportation, raw milk was
kept under refrigeration at 2 t§@ without preservers. Following overnight rest,.2 1

mL of skim milk was collected and kept frozen uatialysis.

ELISA and interpretation

The commercial indirect ELISA kit (IDEXX HerdChBKELISA kit) was used
for detection of antibodies to BVDV in BTM, accondi to the instructions of the
manufacturer. The absorbance at a single wavelefgtb0 nm (Asg) was determined
using a spectrophotometer Asys Expert Plus (AsysdHiGmbH, Austria). The sample
to positive ratio (S/P) was calculated by using dpgical density (OD) from the test
sample and a positive control media, correctedttier OD of negative control media
Ass0. The cut-off recommended by the manufacturer fik samples was that S/P ratio
values under 0.2 should be classified as negatidesamples with S/P values greater
than or equal to 0.2 should be classified as pasfor BVDV antibodies. According to
manufacturer, the sensitivity (SE) of the test@% and the specificity (SP) is 99.5%
(IDEXX, 2009). These test parameters were usedlitutate the true prevalence (TP)

according to the following formula (Thrusfield, ZQ0

AP + SP -1

TP =
—SEFSPI

(1)

Where AP means apparent prevalence.

Statistical analysis

Logistic regression was used to verify the relafop between herd BVDV
serological status and the following variables:dhsize (discrete), average dairy cow
milk production (continuous), cow density per faftoontinuous), supplier of semen
(categorical), and a technological index (dichomwhich was based on the typge
milk storage after production (milk cans or bulkka). Logistic regression was made
using SAS PROC LOGISTIC (SAS Institute Inc). Modalidation was checked by the
Hosmer and Lemeshow Goodness-of-Fit Test. Propodfgpositive herds per classes
of herd size was compared using a chi-square ¢edténd (Epi Info 6) to test if the

prevalence increases with the number of lactatovgsc
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Results

Of the sampled dairy herds, 89.3% had up to 39 alsiifaverage and mode of
21.3 and 18, respectively); frequency distributddrherd size in the studied population
is shown in Figure 1. Bulk tank milk samples frone 300 herds tested resulted in 80
positive samples (apparent prevalence of 26.7%, @522.1%-31.2%); true herd-level
prevalence of BVDV was 25.7% (95% CI 21.2% - 30.1%4p values varied from zero
to 2.02 (Figure 2).

The variable herd size was significantly associated BVDV BMT antibodies
(P = 0.02). Results of logistic regression are shdahle 1. The proportion of infected

herds increased significantly with the incremenheifd size® = 0.01, Table 2).

Discussion

Herd diagnosis of BVDV is important to prevent Vicissemination to non-
infected herds and to decide about specific managemeasures to be performed at
herd level and it helps to estimate the prevalems®dence and identification of risk
factors involved in the infection in different asge@and these and other epidemiological
data are essential to plan systematical contr&d\dDV (Lindberg and Alenius, 1999;
Lindberg and Houe, 2005). In Brazil, BVDV diagnosiseldom performed and the few
data available is related to academic research,wdnich does not meet the needs for
health control in the large dairy herd populatidéthe country.

The present work estimated a herd prevalence af9%26much smaller than
previous results of epidemiological studies in Braz farms, where 68% to 90% of the
herds were classified as positive to BVDV (Canabkkt 1998; Polleto et al., 2004;
Thompson et al., 2006). Probably, specific charaties of these populations such as
production system, herd size, management technigundstype of cattle may have
influenced the prevalence determined. Polleto awiockers (2004) concentrated their
analysis in a single milk producing municipality RS, while the other works studied
larger (>50 animals), non-dairy and extensive heailsed in two different Brazilian
states, Rio Grande do Sul and Paraiba (Canal, dt9818; Thompson et al., 2006).

The present BVDV study is the first carried outaim epidemiologically well-
defined population of dairy cattle in semi-intergssystems in southern Brazil. Different

from previous works that assessed individuallyestiltd cattle sera, this study measured
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BVDV antibodies in collective samples of BTM. Besauthe sampled herds were not
vaccinated and were not under specific BVDV contddtected antibodies may be
attributed to viral infection and the low prevaleniound can be associated with the
small size of the herds in the investigated popatat

Studies carried out in other regions and countbased on the detection of
BVDV antibodies in BTM have detected much higheevalences than the present
study (between 70% and 95%) (Paton et al., 1998h&n et al., 2001; Meléndez and
Donovan, 2003; Garoussi et al., 2008, Stahl et2808). However, all these studies
screened larger herds (>40 animals) reared insitersystems. On the other hand, an
equally high prevalence (73%) was shown in a safd320 smaller herds with 10 to 20
animals in Thailand. The possible origin for trasge prevalence was traced to a high
level of BVDV positivity in animals imported 5 yesabefore the survey on those herds
was conducted (Kampa et al., 2004). Also, a muchllsmprevalence (14.6%) was
found in large intensive cattle herds in New Zed]amhere periodical immunization
was able to decrease BVDV infection in the thregiams analyzed (Thobokwe et al.,
2004).

On the other hand, prevalences similar to thosergbd in the present work
were found in the beginning of BVDV control campaig Sweden and Austria, where
27.2% and 24.4% of the herds were positive, resmgt (Niskanen et al., 1995;
Rossmanith et al., 2005). Other similarities fowith the campaign held in Sweden are
the small size of dairy herds, with average 258scand the relationship of farmers
with the class cooperative they are members ofk@tien et al., 1995).

Other region that carried out a voluntary BVDV a@ohicampaign (Brittany, in
France) displayed only 40% of dairy herds free YD in 1997 (Joly et al., 2005). In
spite of having small herds, with an average o&i#nals, the region revealed elevated
infection pressure, explained by a raised annualdémce (10%) related to a high
animal density (80.9 cows/Kn

Studies in England and Wales showed that regionis kigh cattle densities
(39.9 to 88.5 cattle/kf presented higher antibody titers to BVDV thanioaeg with
smaller populations (11.8 and 26.5), although tifeerénces diminished with the
increase in herd size (Paton et al., 1998). A lugtile density that reached 150-200
animals/kni in Peru was also related to a high BVDV prevalefgtahl et al., 2008).
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In the present study, the small cattle density {1dovine/knd) and semi-
intensive production system suggests that theaelasv infection pressure, as shown in
Sweden, where annual incidence of BVDV was 3.3%Kalen et al., 1995).

Animals from herds infected with BVDV may displayd types of infection:
transient or persistent. The key point to BVDV c¢ohin herds is the prevention of fetal
infections at the beginning of gestation (Lindbangl Houe, 2005). When all Pl animals
are removed and new persistent infections are adpi®VDV infection in herds
behaves as a transient and self-limiting diseaat tdnds to be cleaned of the virus.
Field studies showed that BVDV could be eliminatexn infected herds by adopting
active measures of identification and systematmonal of Pls, or spontaneously —
without undertaking any of such approaches — ihenpmenon called “self-clearance”
(Lindberg and Alenius, 1999). This process has hésn identified in herds with more
than 200 cows; however, small herds have a highanae of cleaning and frequently
eliminate viral infection spontaneously withoutéantention (Lindberg and Alenius,
1999; Lindberg and Houe, 2005, Stahl et al., 2008).

Average size of the herds from the present study24a34 (+14.96) animals and
the results demonstrated a positive correlatiowdet herd size and infection. The low
prevalence found is most probably explained bydekrance, since Pl animals are less
viable, can be aborted, die, be sold or culled tee$tarting a new persistent infection in
the herd (Lindberg and Alenius, 1999). Managemeattres used by producers as
suggested by the cooperative and that were drieesart productivity may also have
contributed to viral elimination in the populationder study. Origin of the semen did
not show association with the infection. Semen usedhe cooperative was from
commercial sources that had high standards of theatinitoring and control. Other
parameters analyzed, such as cow density (ratidhemtare) and technological index
were not associated with BVDV infection. This mag due to type Il error or smaller
herds tend to have higher cow density. Other hudilyaand biosafety measures used in
the studied population may have also influenced pghevalence found and further
studies are necessary to detect them.

In the present study, ELISA was chosen to assalaties because it is simple,
fast, cheap and satisfactory to screen large nurabesamples. Milk sampling was
chosen because the results are representative offdéction of the herd and samples are
easily obtained (Niskanen, 1993; Beaudeau et @012 BTM screening is a low-cost

alternative for serology when compared to the spst (Houe, 1992), which is more
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precise but more laborious and costly, as it demaallection and examination of
individual sera (Valle et al., 2001).

BTM ELISA detected active infection in the testedirgd herds and the low
prevalence present may serve as a stimulus fockaog voluntary programs of BVDV
control in the region. Estimation and reportingtbé detrimental effects of BVDV
infection may be useful to convince farmers of tleed to invest in control measures,
and is also essential to determine the economieflterand costs associated with a

disease-free status.

Conclusion

The present work identified the presence of BVDYedtion and estimated a
prevalence of 26.7% of positive herds (95% CI betw@1.7% and 31.7%) using
ELISA in BTM in a population of small dairy herdaised in a well-defined semi-
intensive system of milk production, not using sfie@VDV control measures. Herd
size presented positive correlation with infectidhe small prevalence present in this

population may be a favorable condition to laun&V®V control program in them.
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Table 1
Results of logistic regression — Herd charactesstissociated with BVDV in 300 dairy
herds in Southern Brazil, 2009.

Variable Estimate P-value OR, 95% CI
Herd sizé 0.02 0.008 1.01-1.04
Average milk cow production 0.03 0.247 0.97 -91.0
Cow density (ratio cow: hectare) -0.11 0.231 0.7467
Supplier of semen

A 0.11 (Avs C) 0.680 0.25-4.24

B -0.17(BvsC)  0.527 0.19-3.24

C - - -
Technological index 0.29 0.258 0.80-2.24

OR, odds ratio; ClI, confidence interval

2Hosmer and Lemeshow Goodness-of-Fit Fest0.43

Table 2
Relationships, expressed as odds ratio (OR) betWwesth class and prevalence in 300
dairy herds in Southern Brazil, 2009.

Class (Herd Size) Class limit No Positive No Total Prevalence OR
1 5-11 6 27 22.2% 1.00
2 12-18 25 105 23.8% 1.09
3 19-25 16 76 21.1% 0.93
4 26-32 12 40 30.0% 1.50
5 33-39 6 20 30.0% 1.50
6 40-46 6 12 50.0% 3.50
7 >46 9 20 45.0% 2.86
Total - 80 300 - -

P=0.01
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Frequency of distribution of herd size in 300 ddieyds in Southern Brazil, 2009.
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Distribution of sample/positive (S/P) in bulk tamkilk as measured in an indirect
ELISA BVDV antibody test (IDEXX Laboratories) cotieed in 300 dairy herds in
Southern Brazil, 2009.
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3.2 Estabelecimento de teste de transcricdo reversa s&gp de reacdo em cadeia
da polimerase (RT-PCR) para deteccdo do virus da alireia viral bovina

(BVDV) em amostras de tanque de leite

Development of a reverse transcription polymerasencreaction (RT-PCR) test for

detection of bovine viral diarrhea virus in bulkikamilk samples

Laura Lopes de AlmeidaCarla Rosane Rodenbuschernanda Simone Markd uis
Gustavo Corbellirfi Claudio Wageck Canall

- NOTA -

RESUMO

Um teste de transcricdo reversa seguida de reag@adeia da polimerase (RT-
PCR) foi estabelecido para deteccdo do virus daethaviral bovina (BVDV) em
amostras de tanque de leite. Para amplificacdondefragmento da regido 5 néo
traduzida do genoma viral, o0 RNA total das amostlasleite foi extraido por
TRIzoI®LS e as reacdes de RT-PCR foram realizadas utilzait comercial. No
ensaio de sensibilidadm vitro, utilizando leite artificialmente contaminado com
BVDV, o teste foi capaz de detectar até 0,001 Egtiz BVDV por mL de leite. Na
analise de amostras de campo, o teste identifidéA Rral em dois rebanhos de 59
suspeitos de infeccdo por BVDV. Esses resultadosodstraram uma sensibilidade
analitica 100 ou 1000 vezes superior aos testaTdBECR convencionais, descritos
anteriormente para leite, e comprovaram sua cap@eidde identificar amostras
naturalmente infectadas. Este teste é uma altean@pida e sensivel para identificacdo
de rebanhos com infec¢cdo por BVDV em amostrasicakee podera ser utilizado na

monitoria de criagdes de gado de leite.

Palavras-chave BVDV, RT-PCR, leite controle, diagnostico, coriéxo

! Laboratério de Virologia, Faculdade de Veterin§RAVET), Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS). Av. Bento Goncalves, 9090, 91540.@afto Alegre, RS, Brasil. E-mail:
claudio.canal@ufrgs.br *Autor para correspondéncia.

Z Laboratério de Epidemiologia (EPILAB), FAVET, UFSGPorto Alegre, RS, Brasil.
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ABSTRACT

A reverse transcription test followed by polymeradain reaction (RT-PCR)
was established for the detection of bovine virarrtiea virus (BVDV) in bulk tank
milk samples. For amplification of one fragmenttioé 5’ non-translated region of the
viral genome, total RNA was extracted with TRI?alS followed by RT-PCR using a
commercial kit. In then vitro sensitivity test using milk spiked with BVDV, ttiest
was able to detect up to 0.001 TGLf BVDV per mL of milk. In the analysis of field
samples, the test detected viral RNA in two hemsrag 59 BVDV antibody positive
herds. These results demonstrated an analyticaitisetly 100 to 1000 times higher
than previously described RT-PCR protocols for naitld showed capacity to identify
naturally infected samples. The present test iash &nd sensitive alternative for the
identification of herds infected with BVDV in cotitve samples and can be used in

BVDV monitoring of dairy cattle.

Key words: BVDV; RT-PCR, milk, diagnosis, control.

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) € um virlRNA de fita simples,
membro do génerBestivirusda familiaFlaviviridae. O ponto central da epidemiologia
de BVDV é a infeccdo persistente que se estabejaaado o feto é infectado via
transplacentaria no inicio da gestacdo. Os animaes nascem persistentemente
infectados (PI) sdo importantes transmissores des\d mantem a infeccdo ativa no
rebanho. A identificacdo de bovinos Pl represemadasafio porque esses animais s&o
raros e muitas vezes sao assintomaticos (LAUREYN&I.e 2009). A andlise de
amostras de tanque de leite pelo método de trgascreversa, seguida de reacdo em
cadeia da polimerase (RT-PCR) para identificacadBU®V, é uma opc¢do répida,
pratica e segura de testar as vacas lactantes lamh@s leiteiros (RADWAN et al.,
1995; RENSHAW et al., 2000; MARS & VAN MAANEN, 2005

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer taste de RT-PCR para
deteccdo de BVDV em amostras de tanque de lei@daos.

Os 1.656 rebanhos que fornecem leite para o Lati@dlia (Encantado, RS)
haviam sido previamente amostrados para deterrair@evaléncia de anticorpos em

tanque de leite. Para isto, haviam sido selecian@@@ rebanhos que nao utilizavam
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vacinacdo para BVDV por uma amostragem ao acagarta de numeros gerados
aleatoriamente pelo programa EPINFOG6. Desses 3fdhhes testados para presenca
de anticorpos contra BVDV, em teste de ELISA comaéidDEXX Laboratories Inc.,
Suica), foram selecionados 59 rebanhos que apaeaenaltos titulos de anticorpos e
um rebanho negativo. As aliquotas de leite destbmnhos foram coletadas no
Laboratério de Andlises Fisico-quimicas da Empragartir das amostras de tanque de
expansdo de cada rebanho, encaminhadas para es tlstrotina de controle de
qualidade.

O leite foi submetido a um processamento iniciabpatirada de gordura e
concentracdo de células conforme descrito por RENSHet al. (2000).
Resumidamente, 45 mL da amostra de leite cru, dentefrigerada e sem
conservantes, foi centrifugada a 1.700 x g por JlButos sob refrigeracdo para
sedimentacdo de células e remocdo de sobrenadanseguir, as células foram
ressuspensas em 40 mL de solucao salina tampoaad#osfato (PBS) 0,01 M pH 7,4
e submetidas a novo ciclo de centrifugacédo nas eesondicdes. Apds a remocéo do
sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em lenB®&, transferido para tubo de
1,5 mL e armazenado a <€D até extracdo do RNA. Esta etapa foi realizadeanido
TRIzol°LS (Invitrogen, Estados Unidos) seguindo as recatagdes do fabricante e o
sedimento de RNA foi ressuspenso enub@le agua ultrapura.

As reacdes de RT-PCR para amplificacdo da regi@d&’traduzida de genoma
viral foram realizadas utilizando os iniciadoreg1 32326 (VILCEK et al., 1994) e kit
comercial “SuperscrifOne Step RT-PCR with Platinfffiag” (Invitrogen, Estados
Unidos). Para tanto, as reacdes foram preparadasinenvolume total de 2%l
contendo UL do RNA total da amostra, 40 pmol de cada iniciaglalemais solucdes
do kit conforme recomendacdes do fabricante. Aesentde DNA complementar foi
realizada a 51 por 30 min. As condi¢des da PCR foram: uma dasagéo inicial de
95°C por 3 min, seguida de 35 ciclos de desnaturad@@ por 1 min, anelamento a
56°C por 1 min e extensédo a’f2por 1 min, em um termociclador modelo “Ve®ifi6-
well” (Applied Biosystems, Estados Unidos).

Na etapa seguinte, os produtos de amplificacadonfa@bmetidos a eletroforese
em gel de agarose 2,0% com 0,1 pg/mL de “Blue gileading dye I” (LGC
Biotecnologia, Brasil), em tampé&o de Tris-acidotiaoéEDTA (SAMBROOK et al.,
1989). A visualizacéao foi realizada sob lampadeauibleta, onde foram comparados os
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produtos de amplificagdo com tamanho esperado 8g@a&s de bases com os padrdes
de peso molecular com escala de 100 pares de (fasaentas Inc., Estados Unidos).

Para determinar a sensibilidade analitica do ®@st®T-PCR, as amostras de
sedimento de células do leite de rebanho negatiegigmente processadas, foram
descongeladas e artificialmente contaminadas, alste=xtragcdo do RNA. Elas foram
contaminadas com diluicdes seriadas de base 10/8&/Bamostra referéncia NADL.
O virus utilizado foi propagado e quantificado emitico celular usando linhagem de
rim de bovino MDBK (ATCC, CCL-22) e 0 método de RER MUENCH (1938).

A RT-PCR descrita neste trabalho foi capaz de twtexté 0,001 TCIE de
BVDV, amostra referéncia NADL (10TCIDs, de BVDV/mL de leite). O teste também
detectou RNA viral em duas amostras de tanque itke de rebanhos positivos para
anticorpos contra BVDV, confirmando seu potenciarap a deteccdo de leite
naturalmente infectado.

No presente protocolo, foram utilizadas células&aras do leite concentradas
por centrifugacdo para extracdo do RNA total (RADMAL al., 1995; DREW et al.,
1999). Foi definido o volume inicial de 45 mL ddéde para concentrar 0 maximo de
material, e ter a praticidade de utilizar um tulawapcentrifugar cada amostra. Este
volume é semelhante ao volume inicial de outrolsatteos (RENSHAW et al., 2000;
MARS & VAN MAANEN, 2005). A regido alvo da RT-PCRomesponde a
extremidade 5 nado traduzida do RNA viral, uma degbem conservada entre 0s
Pestivirus.Os iniciadores usados sdo os mais frequentemeitiadibs em testes de
RT-PCR para BVDV (HOFFMANN et al., 2006). O RT-PGIRo “one step” foi
escolhido por ser mais simples e reduzir o riscocdletaminacdes cruzadas entre
amostras (KIM & DUBOVI, 2003).

O protocolo descrito neste trabalho apresentou semaibilidade 1.000 vezes
superior ao isolamento viral. O teste também fdl @0 1.000 vezes mais sensivel do
gue outros protocolos de RT-PCR (RADWAN et al., 398ENSHAW et al., 2000;
KIM & DUBOVI, 2003), apresentando a mesma senglhtie de um protocolo de RT-
PCR em tempo real para BVDV (LETELLIER & KERKHOF&X)03). Estes resultados
podem ser parcialmente explicados pela grande igaaet de elementos celulares
presentes na amostra de leite (RADWAN et al., 1985ses elementos podem ter
favorecido a extracdo de RNA total por precipitagd@associados a utilizacdo de RT-
PCR tipo “one step” podem ter contribuido para anbdesempenho do teste.

Experimentos de padronizagcdo da RT-PCR com sonisdspreviamente realizados,
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demonstraram que a teste tipo “one step” foi 1\38ks mais sensivel que a RT-PCR
convencional, em duas etapas, para detectar angesge BVDV (dados n&o
mostrados), sugerindo que utilizacdo de reagergesosta geracdo pode melhorar a
sensibilidade do teste.

Testes de detecgao de anticorpos e RT-PCR em asasrtanque de leite sao
amplamente utilizados na monitoria de rebanhos ati gle leite sob campanha de
controle e erradicacdo de BVDV. A amostragem dguarde leite € uma alternativa
pratica e de baixo custo para obtencdo de amadgtiva da principal categoria animal
do rebanho, vacas lactantes (RADWAN et al., 1998R8 & VAN MAANEN,
2005;). Por sua vez, a RT-PCR pode ser um testwrmansivel, mas apresenta alto
custo de analise. A utilizacdo de amostras coketmalhora a relagdo custo beneficio e
torna o teste uma excelente opcéo para monitorieltenhos (RADWAN et al., 1995;
RENSHAW et al., 2000). Vacas lactantes Pl séo yares representam importantes
fontes de infeccdo para o rebanho. Como esses iams@eretam grandes quantidades
de BVDV (aproximadamente 10 TCIDsy de virus por mL de leite) podem ser
identificados em testes de RT-PCR em amostrasrdpi¢ade leite (RADWAN et al.,
1995, KIM & DUBOVI, 2003; MARS & VAN MAANEN, 2005).Andlises de campo
conseguiram detectar uma vaca Pl lactante em tashg)ué2 (DREW et al., 1999) ou
150 vacas (KOZASA et al., 2005). Mais recentemeatandlise de tanque de leite de
800 vacas foi capaz de detectar RNA viral de daasw PI, identificadas em posterior
analise individual (HILL et al., 2009).

O teste de RT-PCR para BVDV, descrito neste trahatlemonstrou 6tima
sensibilidade e foi capaz de detectar amostragalatente infectadas. Este teste € uma
alternativa rapida e sensivel para identificacagetb@anhos com infeccéo por BVDV,

em amostras coletivas, e pode ser utilizado natoramide criacbes de gado de leite.
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3.3 Deteccao do virus da diarreia viral bovina em carrpatos Rhipicephalus
(Boophilus) microplus alimentados em bovino persistentemente infectado
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ABSTRACT

Background: Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is one of theamn agents that cause
economical losses in cattle worldwide. Congenitatifected calves that are born
persistently infected (PI) to BVDV are the main sms of infection to susceptible
cattle. Direct contact is the most important forintransmission, but indirect contact
can also spread BVDV not only inside herds, bub dlstween them. Transmission of
BVDV by haematophagous insects has experimentaky proven, but the role of ticks
in the transmission of BVDV has never been inveséd. Ticks can heavily infest cattle
raised in tropical areas amhipicephalus (Boophilus) microplis the most important
between themThe present experiment was carried out to investiglae role ofR.
microplus ticks in the transmission of BVDV, experimentalhfecting PI calf with

ticks.
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Material, Methods and ResultsThree calves were used in the experiment: onalPl c
was identified from a natural outbreak; a secondhahwas infested with the progeny
of a tick fed on the PI calf and the third was kapta negative control, infested with
negative ticks. Viral RNA investigation was perfath by reverse transcription
followed by polymerase chain reaction (RT-PCR) fritva sera of the calves and from
ticks (adult females, eggs and larvae that were pitogieny of the experimentally
contaminated adult females and from the contranaf)i BVDV RNA was detected in
tick adult females fed on the PI calf, but not e tcontrol animal. Experimental
infestation of a second cattle with larvae derifemm adult females infected with
BVDV was not able to produce infection. These datggest that the virus is able to
pass to ticks during feeding on the infected Pireahj but that there is no transmission
by transovarial route, as viral RNA was also ndedied in eggs and larvae from adult
females infected with BVDV.

Discussion Bovine tick is the most important ectoparasitedomestic animals in
tropical and sub tropical areas. However, its roletransmission of viral agents,
particularly BVDV, has not been previously studidthe results of our experiment
suggested that adult femalesRf micropluswere not able to transmit the infection to
susceptible cattle. However, a macerate of a pbotlk females fed on the Pl calf was
positive to BVDV. A further validation using a lamgnumber of infested bovines would
help to confirm this new findingR. microplusticks are monoxenic, but it must be
considered that the males, different from femalaake a non-continual process of
blood sucking and may move between bovines to dem@ Additionally, in conditions
of close contact between animals, besides tick sndevae may change hosts in the
early stages of development. These facts do nahipeo exclude the risk of direct
spread of viral infection in the herd by a samecspen ofR. microplus On the other
hand, the presence of virus inside females reptesam environmental reservoir of
BVDV, which may infect through epithelial abrasiahsngested. These considerations
may be reinforced by the fact that in field corwhs it has been observed that high
animal density favors the fast spread of BVDV intleaherds. Collectively, these
evidences suggest that ticks would represent ari@ul factor to be allowed for in
BVDV transmission. As a conclusion, the presentigtillemonstrates th&. microplus
can be contaminated with BVDV during blood feedistrengthening the idea that
haematophagous vectors can be involved in the drfethe disease. In spite of the fact

that BVDV was not transmited by the progeny of tilcks, it is not possible to discard
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such form of transmission under natural conditions.

Keywords: bovine viral diarrhea virysRhipicephalus (Boophilusinicroplus, tick,
transmission, vector

Descritores: virus da diarreia viral bovinaRhipicephalus (Boophilusimicroplus

carrapato, transmissao, vetor.
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INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) pertence géneroPestivirus da
familia Flaviviridae e é uma das principais causas de perdas econ6mgas
bovinocultura. A transmissao de BVDV por contatietti € a mais importante, porém a
transmissao indireta também ja foi observada. Rosdnjetaveis contaminados, roupas
e instrumentos veterinarios ou o ser humano podseseminar BVDV ndo somente
dentro do rebanho, mas também entre rebanhos [5bB] condicbes experimentais,
moscas hematofagas ja foram capazes de transnaeitianitamente o virus a bovinos
[16], porém a transmissdo de BVDV por vetores pddes em condicdes naturais
nunca foi descrita.

Por outro lado, as zonas de clima tropical e spltab sdo caracterizadas por
abundancia de artropodes hematdfagos que estdmuamente alimentando-se em
bovinos. No Brasil, 0 mais importante deles é oamtoRhipicephalus (Boophilus)
microplus[11].

Os virus transmitidos por carrapatos sdo menosdasdhs do que aqueles
transmitidos por insetos, mas, ja foram isoladosRemmicroplusvirus pertencentes as
familias Orthomyxoviridae, Reoviridae Bunyaviridae[6]. Mais recentemente, 0 virus
da febre aftosa foi identificado e isolado &npulchellug[15]. Como o BVDV esta
amplamente disseminado nas criagcdes de bovinosraksil B ndo existem trabalhos
relacionados a transmisséo viral pelo carrapatmicroplus,0 objetivo deste trabalho
foi investigar a possibilidade de transmissao ddB\por carrapato®. microplussob

condi¢cbes experimentais.

MATERIAIS E METODOS
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Animais e desenho experimental

No presente trabalho, foram utilizados trés bovifBiss taurus taurgsmachos
clinicamente saudaveis, com 20 meses de idade. rwai@ foram mantidos
estabulados individualmente, com livre acesso aidare agua, tratados conforme
recomendacgdes do Colégio Brasileiro de Experiméotdgimal (COBEA). Um destes
animais era PI e foi utilizado como fonte de BVD¥ste trabalho. O Pl era da raca
Aberdeen Angus e foi previamente identificado reigele triagem de bezerros de um
rebanho de gado de corte com surto de BVDV, noovded2007 e 2008. Este animal
apresentava menor desenvolvimento do que seus ntpoit@neos e as analises
laboratoriais de imunoistoquimica de corte de peleeste de TranscricAo Reversa,
seguida de Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-R&&) positivos para BVDV.
Nova andlise de RT-PCR, realizada 60 dias apos rioseipos testes, identificou
permanéncia de viremia e 0s testes sorolégicoe @esitnal confirmaram auséncia de
anticorpos contra BVDV (dados ndo mostrados). BEdtdoi infestado com 20.000
larvas deR. microplusda cepa Porto Alegre (livre de patégenos) comia® de idade.
Ao fim do ciclo de vida parasitaria (aproximadaneerités semanas), as fémeas
totalmente ingurgitadas (teledginas) que espontaeete se desprenderam do bovino e
cairam no piso da baia foram coletadas, lavada®mda&ionadas em placas de Petry,
sendo mantidas entre 25<28e 80% de umidade relativa até o término da pastas
ovos. Os ovos foram acondicionados em tubos deicgngasados e mantidos nas
mesmas condicdes das fémeas em postura para passabeéclosdo das larvas.

As larvas de 10 dias de idade, oriundas da progéae teledginas que
ingurgitaram no bovino PI foram utilizadas paraestér um segundo bovino (374), raca
Hereford. Um terceiro bovino (373) da mesma ra¢anfestado com larvas da mesma
cepa deR. microplusoriundas de teledginas ingurgitadas em um bovimoRi& foram
utilizadas como controles negativos.

Foram coletadas amostras de sangue dos bovinataidds nos dias zero, seis,
13 e 21 apos infestacdo, os soros foram separads®endos a -8C até as andlises.
Amostras de teledginas ingurgitadas nos bovinawadcitados, além de sua progénie
de ovos e larvas, também foram coletadas e eswaauanitrogénio liquido para

extracdo de RNA.

Extracdo de RNA

A extracdo do RNA total das amostras de soros euatos foi realizada
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utilizando TrizofLS!, seguindo as recomendacdes do fabricante. Pata, f@nam
utilizados 250uL dos soros dos bovinos acima referidos. As am®<steacarrapatos
foram submetidas a uma preparacgao prévia que tardgsmaceracdo em grau e pistilo
do material mantido congelado em nitrogénio liquidona pequena quantidade do
macerado, equivalente ao volume dguhOde amostra, foi colocado em tubo de reacédo
com 750pL de TRIzofLS e foi adicionada &gua ultrapura para completaolame

total de 100QuL. O RNA precipitado foi ressuspendido emid0de agua ultrapura.

Transcricao reversa seguida de reacdo em cadeipalanerase (RT-PCR)

As reacbes de RT-PCR, para amplificacdo da regidadtraduzida de genoma
viral, foram realizadas utilizando os iniciadore243e 326 [18] e kit comercial
“SuperscripfOne Step RT-PCR with Platin(ffiag™. Para tanto, as reacbes foram
preparadas em um volume total de2xontendo 2u1L de RNA total da amostra, 40
pmol de cada iniciador e demais solucdes do kiphfawme recomendacdes do
fabricante. A sintese de DNA complementar foi ezl a 50C por 30 min. As
condicbes da PCR foram uma desnaturagao inici&58e por 3 min, seguida de 35
ciclos de desnaturacdo a°@5por 1 min, anelamento a %& por 1 min e extenséao a
72°C por 1 min, realizadas em um termociclador autmmdanodelo “Veriti®96-well™.

Na etapa seguinte, os produtos de amplificacdonfaebmetidos a eletroforese em gel
de agarose 2,0% com 0,1 pg/mL de “blue green lgadire I, em tamp&o de tris-
acido acético-EDTA [14] para detectar o produtoadeplificacdo com 288 pares de

bases.

RESULTADOS

Infeccé@o experimental de bovino
Nenhum sinal clinico da infec¢do do BVDV foi dessit no bovino 374, apés a
infestacdo com larvas da progénie dos carrapatsses ao bovino Pl, ou no bovino

373, infestado com as larvas da progénie de cdo®pao expostos ao virus.

Deteccéo de RNA viral em soros de bovinos
Os resultados da RT-PCR para amplificacdo de ugmieato do genoma do

BVDV a partir das amostras do bovino 374, infestadm larvas da progénie de
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carrapatos expostos ao BVDV, e do bovino 373, tatEscom carrapatos nao expostos
ao virus, foram negativos. Quando a amostra de BXNwmido do soro obtido do bovino
PI foi submetida a RT-PCR observou-se amplicons @praximadamente 288 pares de

bases, indicativo da presenca de RNA viral.

Deteccao de RNA viral em carrapatos

Foi possivel detectar RNA viral no teste de RT-Pf@Rlizado a partir da
extracdo de RNA total do grupo das fémeas totalngmgurgitadas, desprendidas do
bovino PI (Figura 1). As amostras da progénie, ogofarvas, desses carrapatos
alimentados no bovino Pl foram negativas na angliseRT-PCR para BVDV (Figura
1). Como esperado, as amostras dos grupos dagiteledalimentados em bovino

negativo para BVDV, bem como de seus ovos e lafeean negativas na RT-PCR.

DISCUSSAO

No presente trabalho, a deteccdo de RNA viral dedgeas que completaram
seu ciclo parasitario apds repasto no bovino Pfiroou a possibilidade de infeccao
das fémeas de carrapatos alimentados em animassstpatemente infectados por
BVDV. Os resultados também sugerem que ndo haniias&o transovariana, visto que
a progénie destes carrapatos foi negativa na RT-@@Ro foi capaz de transmitir o
virus a um bovino negativo.

O ponto central da epidemiologia do BVDV é a infecpersistente. O animal
precocemente infectado, via transplacentéaria, aptasima viremia (F@€CIDsymL de
sangue) persistente por longos periodos ou toda eidé a principal fonte de
contaminagcdo para bovinos suscetiveis [3,7]. NosiBr&8VDV esta amplamente
distribuido nas criagBes de bovinos e estudos@al@ncia estimaram uma infeccao de
rebanho de 90% e 82%, respectivamente [12,17].

Os artropodes hematdfagos sdo considerados vet@e&Enicos na transmissao
indireta de BVDV, mas o papel dos carrapatos airétahavia sido investigado [16].
Campanhas de controle e erradicacéo de BVDV eno @mszonas de clima temperado
consideram ndo existir risco de transmissao pargstartropodes e ndo recomendam
nenhuma medida de controle especifica [7]. O catoapovino € o ectoparasito mais
importante de animais domésticos da Ameérica Latih&. micropluscausa grandes

prejuizos a producdo animal, através de danosodjrebmo anemia, e indiretos via
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transmissdo dos agentes do complexo tristeza fErasbovina, Babesia spp.e
Anaplasma marginalg4]. Contudo, seu papel na transmissdo de ageritass,
particularmente do BVDV, nédo havia sido estudadaeVessaltar que, até hoje, o risco
de contagio de BVDV relacionado a carrapatos ressema utilizacdo de animais Pl
como doadores de sangue destinado a premunicémvioeb sencontato prévio com o
carrapato ou aos patdgenos a ele associados [2].

Taxonomicamente, arbovirus (arthropod-borne vijusedio um grupo
heterogéneo de virus de vertebrados unificadosipa@r Unica caracteristica ecologica,
transmissao por artrépodes hematofagos nos quesrgplicam. Esse grande grupo é
formado por virus de varias familias, principalneerdte virus RNA. O género
Flavivirus, da familiaFlaviviridae, € composto por muitos arbovirus responsaveis por
importantes doencas infecciosas em todo mundo, d@ngue, febre amarela e doenca
da febre do Nilo ocidental. Arbovirus transmitigms carrapatos sdo menos estudados
do que aqueles transmitidos por insetos, mas safaesa principal rota de transmisséao
viral por carrapatos infectados é através da sakeaetada durante o repasto sanguineo
[6,9]. Foi interessante um estudo de prospeccaohi®/irus em carrapatos coletados de
bovinos domésticos em abatedouro de Nairobi, Quéniaque foi identificado o virus
da febre aftosa (FMDV). Apesar de nao ser consitetan arbovirus, o FMDV foi
identificado e isolado dR. pulchellusEsse trabalho demonstrou o potencial risco de
transmissao de virus, sejam eles arbovirus oupwdiojarias espécies de carrapatos em
bovinos, inclusive os pertencentes ao gémRdnpicephalugls].

Visto que oR. microplusé um ectoparasito monoxeno, a infeccdo de fémeas
adultas alimentadas em um bovino positivo para B34 representaria risco direto
de transmissdo para outros bovinos. Contudo, atag@o poR. micropluspoderia
estar relacionada a disseminacdo de BVDV no rebamth@avés de transmissao
transovariana dos carrapatos para sua progénidlgh disso, é importante ressaltar
gue o macho dd&k. microplus diferentemente das fémeas, realiza um processo de
hematofagia ndo-continuo e pode transitar, a paodarfémeas nao-fecundadas, entre
diferentes bovinos ao longo de sua vida, parasitatii@rentes individuos [8]. Assim
sendo, este fato n&o permite excluir a presengandeisco direto de transmisséo de
agentes virais no rebanho por um mesmo espécinfie dacroplus[13]. De fato, em
condicOes de contato intimo entre os animais deelranho, além dos machos adultos,
formas larvais d&. micropluspodem trocar de hospedeiro nos estagios inicaised

ciclo de vida [8]. Além disso, a presenca do vimasnterior das teledginas representa
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um reservatorio de presenca BVDV no ambiente, quke monstituir-se em uma fonte
de contaminacao oral dos bovinos, como diversa®®@dmites contaminados. Por sua
vez, experiéncias de campo tem demonstrado qua aesidade animal e condicbes
de criacao intensiva favorecem a rapida dissemindedBVDV em rebanhos bovinos
[1,5]. Também é possivel que a presenca de capsapatsa ser um fator adicional a
ser considerado na transmissédo do BVDV. De fatpemmentos estdo em andamento
para verificar a viabilidade e infectividade do BVDo interior das teledginas, bem

como, para investigar a infecgcdo de machoR.daicroplusexpostos ao BVDV.

CONCLUSAO

O presente trabalho demonstrou a possibilidadafdegéo do carrapato bovino
R. microplus por repasto sanguineo em animais Pl por BVDV, iooahdo a
importancia do estudo de vetores hematéfagos rdemjmlogia de agentes virais de
animais domeésticos. Como a transmissao via transoeanao foi confirmada, o papel

do carrapato bovino na transmissdo do BVDV em giiedi naturais continua incerto.

Notas informativas

TRIZoI°LS Reagent, Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos.

’SuperscriptOne Step RT-PCR with Platindffiaq, Invitrogen, Carlsbad, Estados
Unidos.

3Veriti®96-well Thermal Cycler, Applied Biosystems, FosBéty, Estados Unidos.
“Blue green loading dye I, LGC Biotecnologia, Sdal®aBrasil.
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Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtesngdificacdo da RT-PCR
da regido 5 néo traduzida do genoma viral do BVIRGsicdo M corresponde a
padrées de marcador molecular com escala de 1@ pkr bases. Posicbes 1 a 3
correspondem as amostras de teledginas, ovos aslaly carrapat®. microplus

respectivamente.
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4 DISCUSSAO GERAL

Nesta Tese foram realizados trés estudos, objelivasclarecer determinados
aspectos da epidemiologia e da deteccéo da infeeg@®BVDV.

O primeiro artigo (Item 3.1) trata de um estudagkeersal da infeccdo por
BVDV no RS. A metodologia utilizada diferiu de oodr trabalhos anteriormente
realizados no Brasil, principalmente porque: (&) decolhida e caracterizada uma
populacdo bem definida de criagbes de gado dedegessociados de uma cooperativa
que utilizavam sistemas de criagdo e técnicas deejmasemelhantes entre si; (b) a
unidade da analise foi o rebanho, por isso foraletadas e estudadas exclusivamente
informacfes e amostras coletivas dos rebanhos {€$te laboratorial empregado, um
ELISA comercial, foi utilizado para detectar a gmsa de anticorpos na categoria
animal mais importante destes rebanhos, vacas @atci®. Altos titulos de anticorpos
nas amostras foram tomados como parametro parasaifdacdo dos rebanhos em
positivos ou negativos para a infeccdo recente ativa de BVDV. Por outro lado, a
auséncia de anticorpos foi indicativa de auséneianfeccéo. Esse tipo de estudo
(prevaléncia por amostragem coletiva) € inéditoPads e, por isso, seus resultados
foram comparados a estudos de prevaléncia reasizadi@riormente no Brasil e que
empregaram outras metodologias, como amostragamduadl, dosagem de anticorpos
no soro e testes soroldgicos diferentes (CANALIgt1898; POLLETO et al., 2004;
THOMPSON et al., 2006). O atual estudo permitiucbain que a prevaléncia dos
rebanhos analisados para a infeccdo do agente s baixa do que a prevaléncia
identificada nos estudos anteriores. Pelas difasntanto nas metodologias usadas
como nas populacdes avaliadas, comparacdoes eveetial realizadas entre o0s
resultados desses trabalhos devem ser cautelosas.

A comparagdo do estudo atual com outros executadas metodologias
semelhantes de amostragem de rebanho (tanqueteledeanalise de anticorpos por
ELISA (no leite), mas que foram realizados em augpaises (PATON et al., 1998;
GRAHAM et al., 2001; KAMPA et al.,, 2004; STAHL etl.,a2008) pareceu mais
adequada e foi utilizada na discusséo do primetigoa A comparacdo com os dados
dos outros paises também demonstrou que a preiaatsitnada no artigo 1 (Item 3.1)
foi baixa e muito semelhante a encontrada nos hefsana fase de pré-campanha de
controle e erradicacdo de BVDV na Suécia (NISKANE&Nal., 1995). Esse achado

pode ser associado positivamente ao numero totandeais no rebanho, mas néo



71

apresentou correlagdo com o0s outros parametrossasiad no estudo. A hipétese

proposta para explicar esses achados é uma probawe pressdo de infeccdo, que
pode ser atribuida a baixa densidade de bovingsgi@ao analisada no RS, ao sistema
de criacdo semi-intensivo e as praticas de martgtadas pelos criadores associados
da cooperativa.

Infelizmente, os pardmetros epidemiol6gicos necesspara a comprovacao da
hipotese proposta ainda ndo estao disponiveis nauR® Pais, principalmente, porque
faltam informacdes essenciais sobre as difereegidas e tipos de criacdo nacionais.
Com o objetivo de aprofundar o estudo da diarrgal bovina, atualmente se encontra
em curso a aplicacdo de um questionério epidemad@nexo 1) para levantamento
das caracteristicas das propriedades inicialmeratisadas no artigo 1 (Item 3.1). Com
esse guestionario serdo investigados outros pai@nefio analisados anteriormente
como a movimentacao de animais, 0 contato entegoafds animais, 0 contato entre
rebanhos, a compra de animais de reposicdo, aroggeética de animais e o historico
clinico dos rebanhos. Esta sendo realizada tambéanadacdo dos pontos de
georeferenciamento das propriedades avaliadasne,essas novas informacoes, sera
possivel fazer a andlise da distribuicdo espacal ddenca na area estudada.
Adicionalmente, esta sendo realizado o levantamaatoontagem de células somaticas
dos referidos rebanhos (média anual) e, entdo, gesdivel verificar se existe
correlacdo desse importante indicador de rebarditesrbs com BVDV, como ja foi
proposto em outros trabalhos (NISKANEN et al., 3BAUDEAU et al., 2005).

Em paises em que os parametros epidemiologicosodacd vém sendo
estudados ha mais tempo, existe um significativdheoimento do assunto, embasado
nas experiéncias de campo e nos modelos epidenuogddesenvolvidos para BVDV.
Esses estudos comprovaram que a utilizacdo decggatie manejo voltadas para
producdo, como o descarte dos bezerros machos,scartee dos animais menos
produtivos e a separacdo das categorias animasibeem para a eliminagdo dos
animais persistentemente infectados dos rebanhesimA as praticas de manejo
voltadas para producdo favorecem a limpeza dosnielsa contaminados ou a
erradicacdo da infeccdo nos mesmos, especialmemteriacdes de gado de leite
(LINDBERG & HOUE, 2005; VIET et al., 2007).

No caso especifico de BVDV, dois fenbmenos dissiqtodem contribuir para a
limpeza ou descontaminacdo do rebanho. O primeodenémeno de infeccdo auto-

limitante ou “fade out”, um evento classico daseagbes transitorias e que ocorre
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guando ndo existem mais animais suscetiveis adeagdaccioso. O segundo é o “self
clearance”, ou auto limpeza, um fendmeno propreeolado nas infec¢des pelo BVDV
quando todos os animais Pl sdo eliminados do rehantiependente de sua condicao
viral. Nesse caso, ainda existem animais suscetings a infeccdo dentro do rebanho
se extingue, porque ndo existe mais infeccdo pensess Aparentemente, a infeccdo
transitéria pelo BVDV néo é capaz de manter a g#ecativa nos rebanhos por muito
tempo (LINDBERG & ALENIUS, 1999; LINDBERG & HOUE,@®5). O fenémeno ou
processo de “self clearance”, ou auto limpeza,recem rebanhos grandes e pequenos,
mas o “fade out” esta diretamente associado ao mitotal de animais. A limpeza da
infeccdo de rebanhos de leite menores de 50 anénaie achado frequente e a alta
prevaléncia nesse tipo de rebanho estd mais adaacidensidade de bovinos na regiao,
sugerindo uma alta incidéncia, com frequente rethitdo do BVDV nos rebanhos
(JOLY et al., 2005; STAHL et al., 2008).

A hipotese proposta no primeiro artigo (Item 3.1gu& o reduzido nimero de
animais e a alta taxa de reposicdo utilizada (super 20%) estdo favorecendo a
limpeza (“clearance”) da infeccédo dos rebanhosdestos. E provavel que a limpeza
seja maior do que a reintroducdo da infeccdo eagbeaixa prevaléncia encontrada,
corresponda a um ponto de equilibrio entre a poedséinfeccdo e a limpeza desses
rebanhos. A doutoranda também acredita que é pebgare esse equilibrio seja ténue
porque 0s poucos estudos de prevaléncia indicamoB€DV esta disseminado na
Argentina, Brasil e Uruguai (JONES et al., 20011 BOTO et al., 2004; QUINCOZES
et al., 2007; GUARINO et al., 2008). Desse mod@gente pode estar presente nas
criacOes dessas regides e a presséo de infecc@oapatentar a qualquer momento.
Como varios fatores contribuem para a pressao féeci#o (LINDBERG & HOUE,
2005; VIET et al.,, 2007), novas condicdbes como, eeemplo, intensificacdo do
sistema de criacdo e aumento do numero total eceasipor rebanho, podem resultar
no aumento da pressédo e, consequentemente, notawhagirevaléncia da infeccao.

Vale ressaltar que o teste de ELISA comercialzatild no Artigo 1 (Item 3.1)
nao foi 0 mesmo das publicacdes internacionaislast& nédo existe uma determinacao
cientifica das suas caracteristicas de andlisendiitiga, como sensibilidade e
especificidade para tanque de leite (GREINER e28D0). Por este motivo, é possivel
que exista um viés de analise na correlacdo ditesaresultados com outros ELISAs
previamente avaliados e validados (NISKANEN, 1BAUDEAU et al., 2001). Para
investigar esta possibilidade, as amostras utdigath experimento serdo re-analisadas
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com um teste de ELISA comercial (SVANOVA, Suéciaeamente validado
(NISKANEN, 1993) e amplamente utilizado nos esturkmizados em outros paises.
Por outro lado, para determinar a acuracia da aagmsh por tanque de leite na
populacdo estudada, estdo sendo coletadas amostrasiuais de soro de bovinos
jovens com 6 a 18 meses de idade para a realigac&pot test”, que € o padrdo-ouro
de amostragem de rebanhos para identificacdo decéd ativa para BVDV (HOUE,
1992), de uma sub-amostragem da populacdo anaksgda também serdo avaliados
no ELISA. Esses estudos permitirdo analises maialhdelas e devem gerar novos
conhecimentos sobre o BVDV.

Medidas de biosseguranca para prevencédo de dodecamimais criados em
condicbes confinadas sdo bem conhecidas e utiszdeananeira muito intensiva nas
criacdes de aves e suinos dos associados da Cihapefs criacdes de bovinos vem
progressivamente tentando adaptar e utilizar ctoxesimilares, mas ainda se
encontram num estdgio de biosseguranca bastamgomfos adotados em aves e
suinos. Existem pontos positivos, como a realizalggam projeto-piloto de vigilancia
soroldgica de brucelose e tuberculose em conjuwmo @ Ministério da Agricultura que
envolve a investigacdo de todos os bovinos do rfpinide Arroio do Meio. A difuséo
desse tipo de abordagem, para outras enfermidgubekeria abrir caminho para
mudancas de atitudes em relagdo ao controle do B\MVastreabilidade € outro
conceito recente, o pequeno produtor conhece ber® a@eimais, mas a producéo
moderna necessita de registros mais complexos.ofagio de dados de producdo dos
rebanhos e dos animais, o registro de datas dgiparnumeros de doses de sémen por
prenhez e intervalo de dias entre partos séo ipdes importantes que sao
indispensaveis na monitoria adequada da saudenduais.

O melhoramento genético € uma conquista real denbowtura de leite, para a
inseminacdo artificial existe o aconselhamento denitos para melhorar as
caracteristicas da producdo e o sémen comercial sesrdo usado como rotina. A
melhoria na nutricdo também é outro fator critiacapo incremento da produtividade. E
mais facil para o produtor adotar melhorias neaseas do que na sanidade. Por terem
beneficios menos visiveis, 0s investimentos emdadei precisam ser conquistados e
dependem da atuagdo do veterinario. A diarreial viravina é uma doenca
predominantemente subclinica, somente os surtovisaeis e estdo relacionados a
entrada do novo virus em rebanho ndo imune. Consteegrande diversidade, o virus

pode ser parcialmente novo e o rebanho parcialmeniaizado, o que explicaria a
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ocorréncia comum de quadros clinicos moderadosando de forma branda ou
assintomatica. Quanto aos tipos virais também podemmais virulentos ou nao.
Certos virus parecem determinar aspectos da patodpge como, por exemplo,
parecem existir virus mais patogénicos associadtoeaos (BACHOFEN et al., 2009)
ou a infecgao testicular prolongada (GIVENS et24Q9).

No segundo artigo (Item 3.2), os resultados obtmoe o teste RT-PCR foram
muito favoraveis, demonstrando a potencialidadeusio do teste nas condi¢cdes do
Brasil. O teste também pode ser usado como fertanaerxiliar na deteccédo de vacas
adultas virémicas em amostras coletivas, direcidnas analises dentro dos rebanhos.
Por ser uma prova sensivel permite procurar aniathitos PI, os mais raros de todos
no rebanho (SMITH et al., 2008; HILL et al., 2008p mesmo tempo, a deteccédo de
novas amostras virais vai possibilitar mais estutgpidemiologia molecular no Pais
(CANAL et al., 1998, FLORES et al., 2002; CORTEZaét 2006; LUNARDI et al.,
2008).

O terceiro artigo (Item 3.3) fez uma abordagemiahida questao da transmissao
do BVDV porR. microplus Mosquitos, moscas e tabanideos comprovadamed&npo
transmitir o virus (TARRY et al.,, 1991; HOUE, 1999Jomo estdo presentes em
regides subtropicais, esse insetos e outros ade§pccomo o carrapato bovinB.(
microplug poderiam ter seu papel na transmissdo de BVD\haonehvestigados. Para
iISsO, novamente, 0s parametros epidemioldgicos edgda deveriam ser melhor
conhecidos como a densidade animal, a prevalérmiaiakreia viral bovina e a
distribuicdo espacial da infeccdo. Todos essesremt®sdo importantes para o
estabelecimento de estratégias de vigilancia sasta avaliacdo de risco geografico de
doencas (PATON et al., 1998; ZOCCAL et al., 2006QRINBERG et al., 2008;
ERSBJLL & ERSB@LL, 2009). O papel do carrapatonaasmissdo do BVDV é outro
tema inédito da presente Tese. A detecgcdo de gewmvaham teledginas alimentadas
em bovino Pl € um resultado encorajador para fatygesquisas, jA que BVDV e
carrapatos sdo prevalentes e importantes em csia@dovinos em areas tropicais e
subtropicais. Arbovirus podem ser transmitidosqasrapatos, talvez pelo fato de que o
BVDV néo pertenca a esse grupo, até o momento aidddoram realizados estudos
para avaliar um eventual papel desse vetor nanhiaedo do virus. Como carrapatos e
BVDV coexistem e compartilham hospedeiro em quasd to territdrio nacional,

parece importante e relevante esse tipo de inaestogy
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Outros assuntos que nao foram abordados nestéhtvabaas poderiam receber
mais atencéo sao:

A) Os efeitos causados pelo BVDV e pelo carrapatono (R. microplu$ sobre
a imunidade dos bovinos afetados.

B) O risco de transmissao do BVDV por premunicdaudienais importados de
regides livres de carrapatos, uma pratica usu&s0

C) A investigacdo de outras espécies hospedeiraBW2V como ovinos e
bubalinos.

Vale ressaltar que o inquérito sorolégico naciawmlUruguai identificou 100%
de rebanhos de corte positivos para BVDV (GUARING@Ig 2008) e, adicionalmente,
a regido da fronteira € densamente povoada pont®e uma das principais produtoras
de touros, vacas, novilhas e bezerros para owpSes do RS. A movimentacdo dos
bovinos dentro do Estado também pode ter impliag@eprevaléncia da doencga nas
diferentes regides. Quanto as outras espécies dwisge do BVDV, na regido estudada
no presente trabalho, ha poucas ovelhas, entretam®S existem mais de 4 milhdes de
ovinos (IBGE, 2009b) que compartilham pastagens dmwinos. O papel deste
importante hospedeiro do BVDV e de outros pestivainda é pouco estudado (VAN
CAMPEN, 2009). No Brasil, h4 somente um relato @socde disturbios neuroldgicos
em cordeiros, filhos de uma ovelha importada, cdaimglacom doenca da fronteira ou
infeccdo por pestivirus (PESCADOR et al., 2004). &atro lado, um inquérito em
abatedouro, realizado na Argentina, identificountedcdo pelo agente em ovinos
assintomaticos (JULIA et al., 2009). Na Austriaafetter-Froetscher et al. (2009)
identificaram ovinos e caprinos assintomaticos draéos por pestivirus e também
ressaltaram a importancia desses hospedeirosmeodeicdo do patdgeno em rebanhos
bovinos. Quanto aos bufaldBubalus bubalis resultados sorolégicos ja comprovaram
a exposicdo desses animais ao virus (PITUCO et97). Eles representam uma outra
importante espécie hospedeira de pestivirus queamenais investigacdo. No Brasil
existem 1,15 milh&es de bubalinos e, no RS ha pmais de 70 mil (IBGE, 2009b). A
investigacdo de um surto de diarreia aguda, segldgdibito de 7 bufalos criados no RS
(Pantano Grande), iniciou com a identificacdo deados patolégicos compativeis com
infeccdo por BVDV e foi confirmado por imunofluo&ia. Posteriormente o material
genético foi amplificado, sequenciado e caractddzacomo pestivirus atipico
(STALDER et al., 2005; CANAL, C.W. comunicacdo pza¥ No pais vizinho,

Argentina, foi relatado outro caso de diarreia edfalos associado com BVDV
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gendtipos 1a e 1b (CRAIG et al., 2008), comprovaadmportancia dos bubalinos
como espécies hospedeiras do BVDV.

Por definicdo, diagnostico refere-se a determinal@matureza da doenca. A
analise laboratorial deveria ser considerada apeoa® um método auxiliar para a
deteccdo do agente ou partes dele (antigenos amggnou a resposta imune induzida
por ele. A construcdo do diagndstico depende ddriie, anamnese e epidemiologia
da doenca. Assim, um bom historico do quadro d@inmesente no plantel, o
conhecimento dos fatores predisponentes presergesriacdo, a analise clinica,
patologica, terapéutica e o diagndstico diferenoieth outras doencas semelhantes séo
fatores fundamentais para que se possa alcancdiagmostico especifico.

Sobre a epidemiologia do BVDV, a doutoranda acaeglite existe muito a ser
investigado, uma vez que o Brasil € um pais de mBd®s continentais e apresenta
diferencas socioculturais, econdmicas e climatigas constroem um caleidoscépio de
cenarios de producdo animal (RODRIGUES & RODRIGUEH)9). Por isso, parece
fundamental que estudos epidemiolégicos sejamzeshls considerando as diferencas
regionais presentes. Nos artigos desta Tese fdpandados alguns aspectos que podem
dar inicio a investigacbes mais amplas sobre ol pEp8VDV na pecudria leiteira do
RS. A introducdo de uma abordagem de amostrageetiveolem muito facilitou e
futuramente podera viabilizar estudos similares falena rotineira. A doutoranda
acredita que outro aspecto muito importante, nardytseja uma forma de divulgar
adequadamente os resultados obtidos no experiraehte a prevaléncia da infeccdo e
conseguir, com isso, participar de forma efetiva gumtrole da enfermidade na
cooperativa. Conforme as conclusdes da present, &sscondi¢cdes identificadas na
populacdo de bovinos estudada séo propicias ao técum programa de controle e
erradicacdo do BVDV. Atualmente, o estudo inicisiaesendo ampliado e 0s novos
dados devem auxiliar nas estratégias futuras deaterda virose. Existe um bom grau
de interacdo com o pessoal da cooperativa, 0 gqumitpevisualizar uma insercao do
conhecimento cientifico, gerado pela Universidalgeyma forma mais efetiva junto ao
setor produtivo. Isto podera também permitir uroadrde experiéncias entre o campo e
a area de pesquisa, essencial para o planejamergstados realmente identificados
com os problemas da bovinocultura.

Trabalhos de pesquisa, focando os diversos aspioeccao pelo BVDV sao
abundantes na literatura veterinaria. A importamtéla ao assunto representa o

reconhecimento por parte da comunidade de pesquesaém virologia e doencas de



77

bovinos, sobre a enorme relevancia desse temaigaimente pelo carater de grande
difusdo da infec¢cdo na maioria dos paises produteebovinos. Nos trabalhos que
compdem esta Tese, foram apresentadas algumasatioes e conclusdes novas nesta
area ja bastante investigada. A doutoranda comsgiex algumas linhas de investigacao
foram abertas e merecem ser aprofundadas. Novoallos j& estdo em andamento
para continuar a buscar de novos desenvolvimensotuedes nesta fascinante area de

pesquisa.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Resumidamente pode-se concluir que:

A) O valor da prevaléncia estimada para a infecgdm BVDV em uma
populacdo de gado de leite de proprietérios asdogia uma cooperativa no Estado do
Rio Grande do Sul pela deteccdo de anticorpos pt8Aem amostras de tanque de
leite foi de 26,7% (IC 95% entre 21,7 e 31,7%).eBuitado foi considerado baixo em
comparagao com estimativas de prevaléncia de rebamalizadas por metodologias
semelhantes em outras regides de outros paises;

B) A baixa prevaléncia para BVDV encontrada na pessgde anticorpos em
tanque de leite foi positivamente relacionada amerd de animais dos rebanhos
analisados, mas ndo pode ser relacionada a prodiecBote, a densidade de bovinos
(relacdo vacas/hectare), armazenamento de legsoogem do sémen;

C) A baixa prevaléncia encontrada indica uma c@ulifavoravel para a
realizacdo de um programa de controle da infecadmpulacéo estudada;

D) Um protocolo de RT PCR estabelecido através dadifinacdo de
metodologias previamente descritas na literaturacdosiderado sensivel e eficiente
para deteccdo de RNA viral em amostras de leiteesEgsultados demonstraram uma
sensibilidade analitica 100 ou 1000 vezes supadsrtestes de RT-PCR convencionais
descritos anteriormente para analises de leiteeste tapresentou uma sensibilidade
equivalente aos testes de RT-PCR tempo real desgidira este tipo de amostra;

E) O teste de RT-PCR estabelecido detectou a m@€®#vDV em tanque de
leite de dois rebanhos;

F) O teste RT-PCR estabelecido é uma alternatipgdaae sensivel para
identificacdo de rebanhos com infeccdo por BVDV @mnpstras coletivas e pode ser
utilizado na monitoria de rebanhos de gado leiteiro

G) Existe a possibilidade da infeccdo do carrapaino (. microplu3 por
repasto sanguineo em animais Pl por BVDV. Issoicoafa importancia do estudo de

vetores hematéfagos na epidemiologia de agentais de animais domésticos;
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ANEXO 1

Questionario epidemiolégico para rebanhos de gadeitd da COSUEL

Data da aplicagdo: __ /[ Entrevistador:

Nome do proprietario: RaedGPS:

N° de Matricula: Tel.:( )

Nome do respondente: Figano? ( )sim ( )ndo

Data de nascimento: /[

Estudou quantos anos? () 1. nenhum; 4.8 a 11 anos;

Escolaridade? 2.1a3anos 5.> 11 anos
3.4 a7 anos 6. nao lembra

N°. Questdes

1  Propriedade possui funcionario contratado? ( )gimnao

2  Numero de bovinos totais da propriedade?

3  Compra animais de reposi¢cao? ( )sim ( )ndsdqmao, pule parf.6)

4 Quando foi a ultima compra de animais/novilha?
( )<lano ( )>1ano ( )naolembradgcago lembre, pule pafd.6)

Opcional. Lembra o ano da compra?

5  Sobre a origem dos animais comprados:
De outro associado: )Sim ( )né&o
De outros produtores néo associados: ( )signgo
De outro Estado: ( )sim ( )néo

De outro pais: ( )sim ( )néo

6  Vocé observou no ultimo ano (2009)

6.1 Nascimento de terneiros fracos? ( )simnfo)( )nao lembra

6.2 Aborto (s)? ( )sim ( )ndo ( )né&o lembra
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6.3 Aumento de taxa de retorno ao cio? ( )simnéo ( )né&o lembra

10

11

12

13

6.4 Realizou tratamento para retencao de placéntsim ( )ndo ( )nao lemb

a

6.5 Realizou tratamento para problemas respira®rio )sim ( )ndo ( )n3

lembra

10

6.6 Realizou tratamento para diarreias? ( )simin&o ( )nao lembra

Utiliza quantas doses de sémen por fémea aproxmeda? ( )1-2 ( )3-4 ( )>4

Fez repasse com monta natural no ultimo ano3irh | )nado

8.1 Caso sim, utilizou touro proprio? ( )sim )fao

Seus animais tem contato com os animais dos vigihfio)sim ( ) nédo ( )néo

sabe

Utiliza pastagem em comum com animais de outrgsrigaades? ( )sim ( )nég

Qual dos seguintes animais VOCé possui:

11.1 Suinos? ( )sim ( ) néo

11.2 Aves? ( )sim ( )nao

11.3 Ovinos? ( )sim ( )néao

11.4 Cabras? ( )sim ( )néo

Possui cao na propriedade? () sim ou ( ), @aso sim,

antos?

Qual é a origem da agua fornecida aos animais?

13.1 Rede publica ( ) sim ( ) néo

13.2 Poco artesiano () sim () nédo

13.3 Cursos naturais () sim ( ) ndo

14

A racdo (concentrado) é:

14.1 Produzido na propriedade ( ) sim ( ) ndo

14.2 Industrializada ( ) sim ( ) nao
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15 Tipo de restricdo a entrada de pessoas estranhmepréedade (avaliacdo do
trevistador

15.1 Placa de aviso ( ) sim ( ) nao

15.2 Porteira () sim ( ) nao

15.3 Corrente ( ) sim ( ) ndo

15.4 Outro:

16 Caracteristicas da sala de ordenha (avaliagaotdevestador)

16.1 Piso( )sim ( )nao

16.2 Parede com azulejo ( ) sim ( ) nao

16.3 Organizacéo e limpeza( ) 1-Bom 2dMé 3-Ruim

Espaco para observacoes:




