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RESUMO

Os pestivirus de bovinos sdo importantes patdgenos que produzem perdas produtivas e
reprodutivas em diversas regides do mundo. O género Pestivirus, pertence a familia
Flaviviridae, e abriga trés espécies virais que infectam bovinos sendo: virus da diarreia viral
bovina 1 (BVDV-1) - Pestivirus A, BVDV-2 - Pestivirus B e os virus HoBi-like (HoBiPeV) -
Pestivirus H. Essas espécies sdo identificadas com base na comparagdo da regido 5’ nao-
traduzida do genoma (5’UTR) por ser uma regido conservada, permitindo ainda a segregagéo
em subgenotipos. O genoma RNA do virus contribui para a ocorréncia de regides variaveis, o
que pode ser comprovado pela sua ampla variabilidade genética e antigénica. Atualmente, o
BVDV-1 esta alocado em 21 subgenotipos (1a-u), BVDV-2 em quatro (2a-d) e séo sugeridos
quatro subgenotipos para o HoBiPeV (3a-d). As variabilidades sdo um agravante para o
diagnostico, producdo de vacinas e estratégias de controle. Em um primeiro estudo, descreve-
se a caracterizacao genética e antigénica de pestivirus isolados de soro fetal bovino e de animais
com sinais clinicos. Desses, foram isoladas doze amostras, sendo 83,3% (10/12) identificadas
como BVDV-1, das quais quatro foram classificadas como BVDV-1a e seis como BVDV-1b;
e 16,7% (2/12) compativeis com BVDV-2, sendo um foi classificado como BVDV-2b e um
isolado ndo foi possivel determinar o subgendtipo. A caracteriza¢do antigénica realizada com
um painel de anticorpos monoclonais confirmou variabilidade antigénica entre os isolados e
divergéncia com cepas padrdo. Estes resultados demonstram que existe diversidade genética e
grande variabilidade antigénica entre os isolados que circulam nos rebanhos. O segundo estudo,
avaliou a imunogenicidade de quatro vacinas comerciais uruguaias para alfaherpesvirus
bovinos 1, 5 e pestivirus bovinos, testadas em ovinos. Foram utilizados 38 ovinos, alocados em
quatro grupos (G1, G2, G3 e G4), onde cada grupo recebeu uma vacina. A avaliacdo das vacinas
demonstrou uma resposta soroldgica variavel, onde somente a vacina G4 induziu niveis de
anticorpos neutralizantes para BoHV-1, 5, BVDV-1 e 2 sugestivos de protecdo. A vacina G3
estimulou resposta somente para os alfaherpesvirus, enquanto que a G1 e G2 induziram a
producdo de anticorpos neutralizantes em niveis baixos ou indetectaveis. Assim, os resultados
desse estudo demonstram que as vacinas uruguaias testadas apresentam moderada a nenhuma
eficiéncia na inducéo de anticorpos neutralizantes. Em resumo, o presente estudo apresenta um
panorama de amostras de pestivirus circulantes e a imunogenicidade de vacinas comerciais
uruguaias.

Palavras-chaves: BVDV, variabilidade antigénica, resposta sorolégica, anticorpos



ABSTRACT

Bovine pestiviruses are important pathogens for cattle industry that produce productive and
reproductive losses in several regions of the world. The genus Pestivirus belongs to the
Flaviviridae family, and has three viral species that infect cattle: bovine viral diarrhea virus 1
(BVDV-1) - Pestivirus A, BVDV-2 - Pestivirus B and HoBi-like viruses (HoBiPeV) - Pestivirus
H. These species are segregated into species and subgenotypes by comparing the conserved 5'
untranslated region (5’UTR) of the genome. The virus RNA genome contributes to the
occurrence of diversity, which can be demonstrated by the wide genetic and antigenic
variability. Currently, BVDV-1 is allocated in 21 subgenotypes (1a-u), BVDV-2 has four (2a-
d) and four subgenotypes are suggested for HoBiPeV (3a-d). Variability is a constraint for
diagnosis, vaccine production, and control strategies. In a first study, is described the genetic
and antigenic characterization of pestiviruses isolated from fetal bovine serum and infected
animals. Of these, twelve samples were isolated, 10 out 12 were identified as BVDV-1 (four
BVDV-1aand six BVDV-1b); and 2 out 12 compatibles with BVDV-2 (one BVDV-2b and one
BVDV-2 undetermined subgenotype). The antigenic characterization performed with a panel
of monoclonal antibodies confirmed antigenic variability in the isolates and divergence with
laboratorial strains. These results demonstrate that there is genetic diversity and great antigenic
variability among the isolates circulating in the herds. The second study evaluated the
immunogenicity, in sheep, of four Uruguayan commercial vaccines for bovine alphaherpesvirus
1, 5 and bovine pestiviruses. Vaccine evaluation demonstrated a variable serological response
in which only the G4 vaccine induced considerable levels of neutralizing antibodies to BoHV-
1,5, BVDV-1 and 2. The G3 vaccine stimulated response only to alphaherpesviruses, while G1
and G2 induced the production of neutralizing antibodies at low or undetectable levels. Thus,
the results of this study demonstrate that these Uruguayan vaccines tested have little or no
efficiency in the induction of neutralizing antibodies. In summary, the present study presents
an overview of circulating pestivirus samples and the immunogenicity of Uruguayan

commercial vaccines.

Keywords: BVDV, variability, serological response, antibodies
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1. INTRODUCAO

A diarreia viral bovina (BVD) é uma importante doenca para a bovinocultura, sendo uma
das enfermidades responsaveis por perdas produtivas, reprodutivas e acarretar em prejuizos
econdmicos (FLORES et al., 2005; HOUE, 1995). A infeccdo por pestivirus bovinos possui
distribuicdo mundial, sendo que em paises onde a bovinocultura possui relevancia econdémica
as perdas sdo mais impactantes (FLORES et al., 2005). No Brasil, esta presente desde o final
da década de 1960 e, desde entdo, € descrito rotineiramente em diversos Estados (BOTTON et
al., 1998b; DIAS et al., 2010; FLORES et al., 2005; MONTEIRO et al., 2018a).

Esse virus pertence a familia Flaviviridae, e esta classificado no género Pestivirus, sendo
trés espécies que infectam bovinos: virus da diarreia viral bovina 1 (BVDV-1) ou Pestivirus A,
BVDV-2 ou Pestivirus B e pestivirus HoBi-like ou Pestivirus H (HoBiPeV), juntamente com
outros virus de suinos, ovinos e alguns isolados de animais selvagens (ICTV, 2018). O virion é
composto por um genoma RNA, com uma Unica fase de leitura (ORF) e duas regides ndo
codificadas nas extremidades, denominadas untranslated region (UTR) 5” e 3°(DONIS, 1995).
A regido UTR 5° por ser altamente conservada ¢ comumente utilizada na detecgdo e
caracterizacdo de variagcdes no genoma, e também, na comparacao entre sequéncias, sendo um
dos critérios mais seguros pra a diferenciacdo, permitindo agrupar os isolados de acordo com
seus respectivos genotipos e subgendtipos (PELLERIN et al., 1994; RIDPATH; BOLIN;
DUBOVI, 1994).

Com base no efeito da multiplicacdo em cultivo celular o BVDV pode ser divido em dois
bidtipos, citopaticos (CP) e ndo citopaticos (NCP) (DONIS, 1995). As cepas NCP estéo
relacionadas com diversas manifestacGes clinicas, sendo mais predominantes nos isolados a
campo (FLORES et al., 2005). Os bi6tipos CP originam-se de muta¢6es ou recombinacdes dos
NCP e estdo quase gue exclusivamente associadas a Doenca das Mucosas (SCHWEIZER;
PETERHANS, 2014). A citopatologia esta relacionado a capacidade do virus expressar a
proteina ndo-estrutural NS3/p80 (MEYERS et al., 1991), sendo essa considerada marcador
molecular para BVDV CP (SCHWEIZER; PETERHANS, 2014).

O BVDV possui uma alta variabilidade genética e antigénica, permitindo sua
classificacdo em mais de um genotipo, BVDV-1, BVDV-2 (RIDPATH; BOLIN; DUBOVI,
1994) e HoBiPeV (BAUERMANN et al., 2013; ICTV, 2018). Ainda, por apresentar um
genoma de fita simples, esses virus acabam exibindo altas taxas de mutacdo, podendo levar o
surgimento de novas linhagens de virus (BAUERMANN et al., 2013a; RIDPATH; BOLIN;
DUBOVI, 1994; SCHIRRMEIER et al., 2004b; VILCEK et al., 2005). A variabilidade
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antigénica ocorre devido a regido hipervaridvel na glicoproteina gp53/E2 (DONIS, 1995),
sendo essa encontrada em maior abundancia no envelope do virus. Essa proteina é uma das
responsaveis pela estimulacdo de anticorpos neutralizantes, e portanto, a variabilidade
antigénica é uma estratégia do virus para escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro
(DONIS, 1995). Atualmente, cada genotipo do BVDV ¢ dividido em subgendtipos, onde o
BVDV-1 é subdividido em 21 grupos (BVDV-1a-u), 0o BVDV-2 em quatro subgrupos (BVDV-
2a—d) e 0 HoBiPeV também em quatro subgrupos (3a-d) (GIAMMARIOLI et al., 2015;
GIANGASPERO; HARASAWA, 2011; YESILBAG; ALPAY; BECHER, 2017). Ambos 0s
genotipos apresentam baixa reatividade soroldgica cruzada entre si, acarretando em importantes
implica¢des tanto no diagnostico quanto na eficécia das vacinas (RIDPATH, 2003).

As diversidades genética e antigénica entre os isolados de pestivirus refletem diretamente
na confiabilidade do diagnostico e eficacia das vacinas comerciais disponiveis atualmente no
mercado, uma vez que se tem baixa sorologia cruzada entre os genétipos do BVDV (RIDPATH;
BOLIN; DUBOVI, 1994). Ainda ressaltando que, a maioria das vacinas sao produzidas com
cepas europeias e americanas, sendo essas diferentes daquelas utilizadas no Brasil, além de que
nenhuma vacina contém cepas de HoBiPeV que, segundo estudos, também circula nos rebanhos
brasileiros (BOTTON et al., 1998b; MONTEIRO et al., 2018).

O BVDV apresenta diversos estudos com finalidade de caracterizacdo genética e
antigénica (BECHER et al., 2003; BIANCHI, 2011; BOTTON et al., 1998a; CANAL et al.,
1998; SILVEIRA et al., 2015), porém devido a sua alta variabilidade antigénica (DONIS, 1995)
e estarem sujeitos a mutacdes ou recombinacbes (BAUERMANN et al., 2013; RIDPATH;
BOLIN; DUBOVI, 1994; SCHIRRMEIER et al., 2004a; VILCEK et al., 2005) é importante a
continua caracterizacdo de isolados, afim de monitorar e mapear o perfil dos BVDV circulante.
Considerando os estudos que demonstram que as vacinas brasileiras induzem baixos niveis de
anticorpos neutralizantes (ANZILIERO et al., 2015; VOGEL et al., 2002) torna-se ainda mais
importante que sejam realizados monitoramentos constantes, auxiliando na adequagéo e

atualizagdo das técnicas de diagndstico e formulacdo de vacinas (RIDPATH, 2003).
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2. BREVE REVISAO SOBRE DIARREIA VIRAL BOVINA

2.1  Defini¢do e Importancia da infeccéo

A diarreia viral bovina é uma infec¢do causada por Pestivirus bovino (BVDV) descrita
inicialmente em 1946 por pesquisadores da Universidade de Cornell (BOTTON et al., 1998b).
Os primeiros relatos ocorreram em bovinos na América do Norte, associado com doenca
entérica, caracterizada por surtos de diarreia e lesdes erosivas no trato digestivo (BAKER,
1995). Atualmente sabe-se que além da manifestacdo gastroentérica, os animais podem
apresentar patologias cutdneas, doenca respiratoria em bezerros, sindrome hemorragica e
problemas reprodutivos, estas englobam desde reabsor¢cdo embrionéria, aborto, natimorto,
mumificagcdo, producdo de animal persistentemente infectado (Pl) e até animais
imunotolerantes (FLORES et al., 2005). Os bovinos sdo considerados 0s hospedeiros naturais,
contudo 0 BVDV infecta, de forma natural, tanto animais domésticos quanto silvestres (HOUE,
1995).

O BVDV ¢é considerado um dos principais patégenos em bovinos, principalmente quando
cursa com problemas reprodutivos, onde as consequéncias sdo perdas econémicas
consideraveis para a bovinocultura (FLORES et al., 2005). Por ser um patdgeno que apresenta
ampla distribuicdo, as perdas econdmicas sdo uma realidade mundial (HOUE, 1995; WEBER
et al., 2015).

2.2  Caracteristicas do Agente

O virus da diarreia viral bovina pertence a familia Flaviviridae (ICTV, 2018). Essa
familia é dividida em quatro géneros, e dentre esses 0 Pestevirus agrupa trés espécies que
infectam bovinos: virus da diarreia viral bovina 1 (BVDV-1) ou Pestivirus A, BVDV-2 ou
Pestivirus B e pestivirus HoBi-like ou Pestivirus H (HoBiPeV), juntamente com outras espécies
como os virus da Peste Suina Classica (CSFV), Doenca da Fronteira (BDV), Pestivirus ndo
caracterizados e Pestivirus atipico (ICTV, 2018).

O BVDV é composto por um genoma de RNA fita simples, polaridade positiva com
aproximadamente 12,3kb (DONIS, 1995; SCHWEIZER; PETERHANS, 2014). Possui uma
ORF (Unica fase de leitura) e duas regides ndo codificadas nas extremidades, denominadas UTR

5’ ¢ 3’(DONIS, 1995). O capsideo é icosaédrico e 0 envelope originario de membranas celulares
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que possui glicoproteinas de origem viral. O virion possui tamanho aproximado de 40-60 nm
de diametro (RIDPATH; BOLIN; DUBOVI, 1994). Esses virus sdo sensiveis a acdo de
detergentes e solventes organicos. O genoma do BVDV codifica 12 polipeptidios, classificados
em estrutural e ndo-estrutural (Figura 1). As proteinas estruturais séo C, EO, E1 e E2; e as néo-
estruturais sdo Npro, NS2-3, NS2, NS3, NS4A, NS4A, NS5A e NS5B (DONIS, 1995). As
proteinas estruturais estdo localizadas no envelope, com excec¢do da p14/C que esté localizada
no capsideo (DONIS, 1995).

Nonstructural (NS) [ 3'OH
\J {7* * * * I v vV v v

(E [ I e ] [ ]
Nere  C E™ E1 E2 p7 NS2-3 NS4A NS4B NSS5A NS5B
23 14 44-48 25-33 53-55 7 120-125 7-10 30 54-58 75-78
kDa kDa kDa kDa kDa  kDa kDa kDa kDa kDa kDa

v

[ | [EEEEEEEN
NS2 NS3
38-54 75-80
kDa kDa

1
¥V Nee protease * Signal peptidase \/ Signal peptide peptidase V NS2 protease ¥ NS3 protease

Figura 1-Representacdo esquematica do genoma do BVDV e suas 12 proteinas. Fonte: Norbert Tautz et al. The
Molecular Biology of Pestiviruses Advances in Virus Research, Volume 93. 2015.

A regido UTR 5’ ¢ altamente conservada entre os pestivirus e utilizada de forma segura
para comparacdo de analise filogenética (BAUERMANN et al., 2013; RIDPATH; BOLIN;
DUBOVI, 1994). A comparacdo das sequéncias que codificam as proteinas Npro e E2 também
sdo utilizadas para caracterizacdo e comparacdo dos isolados de pestivirus(DONIS, 1995;
RIDPATH; BOLIN; DUBOVI, 1994). A glicoproteina gp53/E2 apresenta regido hipervariavel,
a qual confere grande variabilidade antigénica ao BVDV (DONIS, 1995). Essa glicoproteina é
a mais abundante encontrada no envelope do virus, e é responsavel pela inducéo de anticorpos
neutralizantes. Portanto, a variabilidade dessa glicoproteina faz parte das estratégias do virus
para escapar dos mecanismos de defesa do hospedeiro (DONIS, 1995).

Assim sendo, o BVDV ¢é dividido em dois gendtipos, sendo BVDV-1 e BVDV-2
(RIDPATH, 2003). Atualmente, esses gendtipos ja foram subdivididos, onde o BVDV-1 é
alocado em 21 subgenoétipo (BVDV- la-u), e 0 BVDV-2 subdividido em pelo menos quatro
(BVDV- 2a-d) (GIAMMARIOLI et al., 2015; GIANGASPERO et al., 2008; YESILBAG;
ALPAY; BECHER, 2017). O HoBiPeV também é dividido em subgendtipos sendo quatro
variantes (3a-d) (GIAMMARIOLI et al., 2015). A reatividade sorologica cruzada entre o0s trés
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genotipos é baixa gerando importantes implicagfes no diagnostico e também na eficécia das
vacinas (RIDPATH, 2003; RIDPATH; BOLIN; DUBOVI, 1994).

O BVDV pode ser classificado em dois biotipos com base no efeito da sua replicacdo em
células de cultivo, sendo amostras citopaticas (CP) e ndo citopaticas (NCP) (SILVA et al.,
2007). A citopatologia em cultivo celular estd correlacionado com a capacidade do virus
expressar a proteina ndo-estrutural NS3/p80 (MEYERS et al., 1991). Segundo estudos
realizados por Botton et al., (1998a) a correlacdo direta entre citopatologia e expressao da
NS3/p80 foi reafirmada por analises das proteinas virais analisadas por Western-immunoblot.
Assim, como o0s bidtipos NCP expressam somente proteina precursora NS23, a NS3 é considera
um marcador molecular para BVDV CP (FLORES et al., 2005).

O biotipo NCP representa a maioria dos isolados de campo, sendo responsaveis também
pelas infeccBes persistentes. Em contrapartida, os CP representam a minoria dos isolados, ndo
promovem infeccdes persistentes e sdo isolados quase que exclusivamente de animais com DM
(SCHWEIZER; PETERHANS, 2014). Os CP sdo gerados em animais Pl a partir de mutacoes,
recombinac6es, rearranjos ou delacdes que ocorrem no virus NCP original, levando a expressao
da proteina NS3 (MEYERS et al., 1991).

2.3 Epidemiologia

O BVDV encontra-se difundido mundialmente, de forma que, virtualmente todos os
paises que possuem bovinos, seja de importancia econdmica ou ndo, ja relataram sua presenca
(FLORES et al., 2005). Paises livres de Febre Aftosa enfrentam o BVDV como o principal
agente impactante da bovinocultura e buscam programas de controle e/ou erradicagéo para a
infeccdo (FLORES et al., 2005). No Brasil ha relatos desde o final da década de 60 (FLORES
et al., 2005). Desde entdo, estudos tem sido realizados comprovando rebanhos positivos em
diversos Estados como Pernambuco, Sergipe, Bahia, Goias, Mato Grosso do Sul, Parand, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais e S&o Paulo (DIAS et al., 2010). No Rio Grande do Sul, o BVDV
foi isolado pela primeira vez no ano de 1974 por Vidor (BOTTON et al., 1998a). Os indices de
prevaléncia variam entre 18 a 80% de sorologia positiva dependendo da caracteristica do
rebanho e do manejo (FLORES et al., 2005).

A transmisséo do virus pode ocorrer tanto de forma horizontal quanto vertical (FLORES
et al., 2005). Na transmissdo horizontal, o virus € disseminado tanto na via direta entre 0s
animais (inalacdo/ingestéo das particulas ou pela via sexual) como também pela indireta, sendo

essas por meio de secrecOes (nasais, oculares, saliva e sémen), excregdes e fomites infectados
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(SCHWEIZER; PETERHANS, 2014). A forma vertical ocorre pela forma direta, da vaca para
o feto, sendo a de maior relevancia a infeccdo do feto via transplacentaria (HOUE, 1995),
podendo ocorrer também via amamentacdo do recem-nascido (FINO et al., 2012).

A perpetuacao do virus no rebanho ocorre principalmente pelo animal persistentemente
infectado (PI), porém animais com infeccdo aguda também podem transmitir o agente
(RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). Essa importancia é evidenciada pois o animal
Pl, ao longo de sua vida, excreta o virus continuamente, mantendo e disseminando o BVDV
entre os animais (ARENHART et al., 2009; BAKER, 1995; RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2017). Ja o animal infectado temporariamente ira transmitir o virus somente na fase

aguda da infecgdo, por menos tempo e geralmente em titulos menores (HOUE, 1995).

2.4  Patogenia

A replicagdo do virus ocorre inicialmente no sitio primario da infeccéo, sendo assim, na
infeccdo oronasal, a replicacdo ocorre no epitélio do trato respiratorio superior, orofaringe e
tecido linfoide regional (BAKER, 1995). A partir desse sitio ocorre disseminacéo via sistémica
(BROWNLIE, 1990). A severidade e as consequéncias da infecgdo aguda dependem de alguns
fatores, dentre esses estdo a imunidade do animal e seu status reprodutivo, a amostra viral e
presenca ou auséncia de infeccbes secundarias (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).
A infeccdo pode acometer qualquer categoria de animal, desde bezerros até animais adultos
(RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). Considerando a epidemiologia e suas
consequéncias clinico-patoldgicas, a infec¢do é dividida em duas categorias, sendo infeccao
aguda de animais ndo prenhes e infec¢do aguda de fémeas prenhes (BAKER, 1995; RIDPATH,;
BAUERMANN; FLORES, 2017).

Em animais ndo prenhes, a infeccdo do BVDV resultard em uma viremia seguida de
producdo de anticorpos (HOUE, 1995), podendo cursar com sinais clinicos ou subclinicos em
animais imunocompetentes (BAKER, 1995). A incubacéo do virus varia entre trés a sete dias,
podendo ser detectado no sangue a partir do 4° dia pos-infeccéo, e persistir por até 15 dias em
alguns animais. A infeccdo é autolimitante, apresentando alta morbidade e baixa ou nula
mortalidade (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

A infeccdo de fémeas prenhes tem uma apresentacdo clinica semelhante a de animais ndo
gestantes, o detalhe é a capacidade do virus em transpassar a barreira placentaria e,
consequentemente, infectar o embrido ou feto (BAKER, 1995). As consequéncias dessa

infeccdo transplacentaria vao depender da idade da gestacdo, podendo haver desde reabsorgédo
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embrionaria, abortos, mumificacédo fetal, natimortos, bezerros fracos e inviaveis ou até animais
livres da infeccdo sendo apenas soropositivos (MCCLURKIN et al., 1984; RIDPATH;
BAUERMANN; FLORES, 2017). Os dois biétipos do BVDV, citopatico e ndo citopatico,
apresentam potencial para a infeccdo do concepto (BAKER, 1995), entretanto, a infeccéo pelo
BVDV NCP entre os 40-120 dias de gestacdo pode resultar na producdo de um animal
persistentemente infectado (P1) (BAKER, 1995; MCCLURKIN et al., 1984). A infecgdo nesse
periodo gestacional estabelece uma imunotolerancia do feto ao virus (DIAS et al., 2017; HOUE,
1995), o organismo ndo consegue eliminar o virus, tornando o animal portador do virus e assim
persistentemente infectado (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). No caso de ocorrer
a infeccé@o no terco final da gestacéo, a partir de 120 dias, o feto pode desenvolver resposta
imunoldgica por ser imunocompetente, e assim erradicar o agente, sendo um animal saudavel
e soropositivo para o virus (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

2.5 Sinais Clinicos

A infeccdo por BVDV pode ocorrer de formas subclinicas, clinicas e até uma forma
altamente fatal como a Doenga das Mucosas (DM) (BAKER, 1995). Em via de regra, apos a
incubacdo viral, os animais apresentam um quadro de hipertermia transitoria e leucopenia
(RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). Clinicamente, os animais com infecgdo aguda
podem apresentar diminuicdo na producdo de leite, manifestacdes respiratorias, digestivas e
reprodutivas e sindrome hemorragica (BAKER, 1995; HOUE, 1995). A sindrome hemorragica
é caracterizada por trombocitopenia, variaveis indices de morbidades e mortalidade elevada
com lesdes similares a doenca das mucosas (DM) (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES,
2017). Ainda, animais Pl podem desenvolver uma forma severa e fatal, a DM, caracterizada
por febre, diarreia, inapeténcia, desidratacdo e morte dentro de poucos dias. Essa forma ocorre
quando o PI é superinfectado com o bi6tipo CP, que normalmente provem do proprio virus
NCP como resultado de mutagcdo (BAKER, 1995; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES,
2017).

Ainda, é descrito a capacidade de imunossupressao desse virus, favorecendo infeccbes
secundarias, podendo ser observado casos de enfermidades respiratorias e entéricas por outros
patogenos virais e bacterianos (BROWNLIE, 1990). Apesar da similaridade, a sindrome
hemorragica e a DM sdo eventos distintos, onde a DM necessita da presenca dos dois biotipos
(NCP e CP) para que ocorra, enquanto que a sindrome ocorre normalmente na presenga do

biotipo NCP. Outro ponto que difere ambos eventos € a taxa de mortalidade e morbidade, onde
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a DM apresenta baixa taxa de morbidade porém 100% de mortalidade (FLORES et al., 2005;
RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

Em suma, a infeccdo por BVDV pode ter diferentes apresentacdes clinico patologicas,
entretanto € importante ressaltar a producdo do animal P1, sendo os principais disseminadores
do virus, e as perdas reprodutivas que acarretam em grandes perdas econémicas (HOUE, 1995;
WEBER et al., 2015).

2.6 Diagnostico

O diagnostico é realizado normalmente quando ha suspeita da circulacdo do virus na
propriedade ou quando ha sinais clinicos compativeis com a infeccdo, ou seja, no rebanho ha
animais que apresentam doencas respiratérias, entéricas, ulceracdes no trato digestivo ou perdas
reprodutivas (FLORES et al., 2005; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

Em infeccdo por BVDV, o teste padrdo para essa enfermidade é o isolamento viral em
cultivo celular seguido por identificacdo por imunofluorescéncia (IFA) ou imunoperoxidase
(IPX) (FLORES; SCHUCH, 2007). Outras técnicas para detec¢do do antigeno podem ser
realizadas, como ELISA e PCR. Para a realizacdo dessas técnicas, pode-se utilizar sangue
coletado com EDTA, fragmentos de tecidos e bidpsia de pele. E importante ressaltar que para
deteccdo viral € necessario que os animais estejam no periodo agudo da infec¢do, no caso de
infecdes transientes, ou sejam animais Pl. Em infeccdes transientes, caso o periodo agudo da
infeccdo tenha passado, recomenda-se 0 uso de técnicas soroldgicas para detec¢do de anticorpos
(FLORES et al., 2005; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

A sorologia é comumente realizada pelo teste de soroneutralizacdo (SN) ou ELISA, sendo
desaconselhavel a realizacdo em animais com menos de 6 meses ou que ainda ndo foram
desmamados, devido a imunidade passiva (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). Os
animais soropositivos demonstram que em algum momento foram sensibilizados, seja por
infeccdo natural ou vacinacdo (FLORES; SCHUCH, 2007). Ainda, pode-se avaliar o animal
duas vezes, coletando as amostras com intervalo de 15-20 dias entre elas e, havendo um
aumento significativo de anticorpos em relacdo a primeira coleta, indica infeccdo recente
(FLORES; SCHUCH, 2007; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). Considerando
propriedades que ndo vacinam seu rebanho, a sorologia é extremamente importante, de forma
que o status soropositivo indica infeccdo pelo agente e, portanto, a sua circulagdo na
propriedade (FLORES et al., 2005).
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A deteccdo do animal P1 pode ser realizada por isolamento viral ou técnicas que detectam
antigenos. O isolamento viral em células de cultivo seguido de imunofluorescéncia (IFA)
também é o teste padrdo (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017), ressaltando que esses
animais sdo portadores do virus e, portanto excretam continuamente (MCCLURKIN et al.,
1984). Assim, permite que o isolamento viral seja feito em qualquer periodo da sua vida
(FLORES; SCHUCH, 2007). O diagnostico de animais Pl é comumente realizado por bidpsia
de pele (coletado da orelha) detectando o antigeno por IPX ou ELISA (RIDPATH;
BAUERMANN; FLORES, 2017). Considerando a patogenia do PI, ou seja, imunotolerantes
ao virus e, consequentemente, desenvolvem resposta imunoldgica ao agente (BAKER, 1995;
MCCLURKIN et al., 1984), ao realizar a sorologia, deve-se suspeitar de animais Pl aqueles que
sdo soronegativos.

Um importante fator que deve ser levado em consideracdo no momento do diagnostico é
a variabilidade genética e antigénica que o virus apresenta (RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2017). Ainda, o surgimento de cepas antigenicamente distintas, sdo obstaculos para
a eficacia do diagndstico. Assim sendo, reafirma-se a importancia de continuos estudos de
caracterizacdo de isolados de campo (DEZEN et al., 2013; MONTEIRO et al., 2018).

2.7 Controle e Profilaxia

A infeccdo pelo BVDV pode acarretar em diferentes quadros clinicos-patolégicos
(HOUE, 1995). O estabelecimento de estratégias para a identificacdo e eliminacéo do Pl é o
ponto central em qualquer programa de controle da infec¢do (FINO et al., 2012; RIDPATH,;
BAUERMANN; FLORES, 2017). Associado com a eliminagdo do Pl e medidas de
biosseguranca pode-se utilizar as vacinas (FLORES; SCHUCH, 2007), isso vai depender do
histérico do rebanho, do risco de introducdo da infeccdo e de fatores epidemioldgicos
(RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

Em rebanhos que ndo ha ingresso frequente de animais, ou seja, rebanho fechado oferece
baixo risco da introducdo do agente, sendo recomendado entdo um controle sem o uso de
vacinas (FLORES; SCHUCH, 2007). Nesses rebanhos onde ndo h& historico da infecgéo, o
controle sem a vacinagdo objetiva manter o status do rebanho soronegativo (RIDPATH,;
BAUERMANN; FLORES, 2017). Para manter o rebanho livre do agente, medidas de
biosseguranca devem ser implementadas nessas propriedades, como o teste para o virus de
todos os animais que ingressarem no local (FLORES et al., 2005). Em situag0es em que se

suspeita de animais positivos ou com sinais clinicos suspeitos, esses devem ser identificados e
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retirados do rebanho (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). O controle com o uso de
vacina é indicado em propriedades que apresentam alta rotatividade de animais, rebanhos com
historicos de doenca clinica ou reprodutiva e sorologia positiva (FLORES; SCHUCH, 2007).
Ressaltando que, com o uso de vacina no rebanho, se perde o indicador sorologico da presenca
da infeccdo (FLORES et al., 2005).

As vacinas devem induzir a protecdo dos animais da forma clinica, e também devem
impedir a infeccéo transplacentaria do feto (BOLIN, 1995). Atualmente, existem dois tipos de
vacinas comerciais, atenuadas e inativadas (RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017). No
Brasil as vacinas comercializadas séo inativadas, com exce¢do de uma com virus atenuado
recentemente lancada, e sdo associadas a outros agentes virais como herpesvirus bovino tipo 1,
parainfluenza bovina e virus sincicial respiratorio bovino (RIDPATH; BAUERMANN;
FLORES, 2017).

A utilizacdo de vacinas inativadas deve ser realizada com duas aplicagdes com intervalos
de 20 - 40 dias, porém existem algumas especificacdes dependendo da categoria do animal
(FLORES; SCHUCH, 2007). Em bezerros, de acordo com o protocolo de vacinacdo, se forem
vacinados entre 4 - 6 meses de idade, devem ser revacinados 30 a 40 dias posteriormente.
Porém, devido a possibilidade de ainda possuir anticorpos maternos, recomenda-se a
revacinagdo entre 8 - 12 meses, e assim a cada 6 ou 12 meses deve ser feito a manutengéo
revacinando-os (FLORES; SCHUCH, 2007). Nas fémeas que irdo participar do manejo
reprodutivo, indica-se a revacinacao em torno de 2 - 3 semanas antes da temporada de monta
(BOLIN, 1995b; RIDPATH; BAUERMANN; FLORES, 2017).

O uso da vacina, apesar de ser uma estratégia, € também um ponto critico quando
questiona-se o0 grau de protecdo conferido ao animal (DEZEN et al., 2013). Espera-se que a
vacina induza ao animal, uma producéo de anticorpos neutralizantes para os antigenos nela
contida, referente ao perfil genético e antigénico apresentado por essas cepas utilizadas
(BOLIN, 1995; CANAL et al., 1998). Devido a baixa reatividade soroldgica cruzada e alta
variabilidade que o virus apresenta, € possivel a ocorréncia da infeccdo e manifestacdes clinicos
patolégicas em animais vacinados (DEZEN et al., 2013; FLORES et al., 2000). Assim sendo,
além do comprometimento do diagndstico, também tem sido frequente falhas na protecéo
vacinal e impactando a protecédo fetal (BOLIN, 1995; DEZEN et al., 2013; FLORES et al.,
2000).
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3. OBJETIVOS

Caracterizar genética e antigenicamente pestivirus isolados de bovinos e avaliar a
resposta soroldgica de vacinas comerciais para alphaherpesvirus bovino e virus da diarreia viral

bovina de origem uruguaia.

3.1  Objetivos especificos
- Avaliar a variabilidade da regido 5"UTR de isolados do BVDV;
- Analisar filogeneticamente os isolados em comparagdo com amostras ja isoladas;
- Determinar a variabilidade antigénica por anticorpos monoclonais e sorologia cruzada;

- Avaliar anticorpos neutralizantes de animais imunizados com vacinas comerciais
uruguaias;
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Resumo

A identificacdo da diversidade dos pestivirus bovinos circulantes ¢ fundamental para a
avaliacdo continua das técnicas de diagndstico e composicdo das vacinas. Neste artigo, foi
realizada a caracterizacdo genética e antigénica de doze pestivirus de bovinos isolados na regido
oeste do Rio Grande do Sul, Brasil. As amostras utilizadas foram isoladas a partir de soro fetal
bovino ou de animais com apresentacao clinica sugestivas de infecgdo viral. A caracterizacdo
genética foi realizada pelo sequenciamento e analise filogenética da regido 5"UTR e permitiu a
identificacdo de amostras classificadas como virus da diarreia viral bovina (BVDV-1a, BVDV-
1b e BVDV-2), ndo sendo identificado nenhum Hobi-like pestivirus (HoBiPeV). A reatividade
dos isolados com um painel de anticorpos monoclonais para as proteinas do envelope
demonstrou alta variabilidade antigénica entre os virus. Assim sendo, confirma-se a presenca
ativa da infeccdo de pestivirus bovinos em rebanhos da fronteira oeste do RS, com alta
variabilidade genética e antigénica. Isto demonstra a importancia da continua caracterizacao
dos pestivirus que circulam nos rebanhos para manter atualizadas as medidas de diagndstico e

controle.

Palavras-chaves: BVDV, variabilidade, filogenia, anticorpos monoclonais.

Abstract

The identification of the bovine pestiviruses diversity present in the field is fundamental for the
continuous evaluation of the techniques of diagnosis and vaccines composition. In this article
we performed the genetic and antigenic characterization of twelve bovine pestiviruses isolated

in the western region of Rio Grande do Sul, Brazil. The viruses were isolated from fetal bovine
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serum or animals with clinical presentation suggestive of viral infection. Genetic
characterization was performed by sequencing and phylogenetic analysis of the 5’UTR region
and allowed the identification of samples classified as bovine viral diarrhea virus (BVDV-1a,
BVDV-1b, BVDV-2). None HoBiPeV were identified. The reactivity of the isolates with a
panel of monoclonal antibodies raised against envelope proteins demonstrated high antigenic
variability among viruses. Thus, the active presence of bovine pestivirus infection, with high
genetic and antigenic variability, in cattle on the western border of RS was confirmed. In
summary, it was demonstrated the importance of continuous characterization of the pestiviruses

circulating in the herds to keep the diagnostic and control measures up to date.

Keyword: BVDV, variability, philogeny, monoclonal antibodies

Introducéo

Os pestivirus bovinos sdo virus associados com manifestacdes clinicas respiratorias,
digestorias, hemorragicas e perdas reprodutivas'?. A infeccdo por estes virus possui
distribuicdo mundial, sendo relacionada com importantes prejuizos econémicos e é alvo de
programas de controle®*. No Brasil, o primeiro relato da presenca deste agente foi no final da
década de 1960 e desde entdo € sistematicamente identificado em diversas apresentacdes

clinicas e epidemioldgicas®>°.

O grupo de pestivirus bovinos é formado pelos virus da diarreia viral bovina 1 e 2
(BVDV-1 e -2) e os Hobi-like Pestivirus (HoBiPeV), que sdo trés espécies distintas e
pertencentes ao género Pestivirus, da familia Flaviviridae'®. O BVDV-1, BVDV-2 e HoBiPeV

foram recentemente classificados como Pestivirus A, B e H, respectivamente®, Estes virus séo
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envelopados e possuem genoma RNA fita simples, polaridade positiva, 12,3 Kb de
comprimento, com uma Unica open reading frame (ORF) que contém duas regifes nédo
traduzidas nas extremidades 5°e 3" (5" e 3'UTR, respectivamente)*'. A regido 5UTR ¢
altamente conservada, e em associacdo com a NPRC e E2, é usada para analise filogenética e
classificagdo dos isolados em espécies e subtipost!. Atualmente, o genétipo BVDV-1 é dividido
em 21 subgendtipos (BVDV-1a - u), 0 BVDV-2 em quatro subgrupos (BVDV-2a — d) e existe

indicativos de pelos menos quatro subgenétipos do HoBiPeV (HoBiPev-3a - d)*?14,

A glicoproteina E2 é a proteina mais abundante do envelope viral e apresenta uma regiao
hipervariavel responsdvel pela variabilidade antigénica observada entre os virus. Esta
caracteristica faz com que os diferentes isolados possuam baixa reatividade soroldgica cruzada,
sendo rotineiramente comprovada em diversos estudos™!°. A consequéncia da variabilidade
genética e antigénica, associado com a possibilidade de surgimento de novas espécies, gera
necessidade da avaliacdo permanente das amostras de pestivirus bovinos circulantes no campo,
bem com atualizacio das técnicas de diagnostico e das formulagOes vacinais®®, Dessa forma,
este estudo avalia doze pestivirus de bovinos isolados na regido oeste do Rio Grande do Sul,

Brasil, com o intuito de investigar sua variabilidade genética e antigénica.

Material e Métodos

Células e Virus: Todos os procedimentos de amplificacdo das cepas e amostras de
pestivirus bovinos isolados foram realizados em células de linhagem de rim bovino (MDBK -
Madin-Darby bovine kidney) livres de pestivirus. As células foram cultivadas em meio
essencial minimo (DMEM - Dulbecco Minimum Essencial Medium) (Vitrocell, Campinas, S&o

Paulo, Brasil), suplementadas com 10% soro equino, antibidtico (gentamicina 50 pg/mL),
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antifagico (anfotericina B 1 pg/mL) e mantidas em estufa com atmosfera de 5% de COza 37

°C.

Amostras de pestivirus bovino: Foram utilizados 12 pestivirus bovinos néo-

citopatogénicos pertencentes ao estoque do laboratdrio de virologia da UNIPAMPA. Dez virus
foram isolados de soro fetal bovino coletado entre os anos de 2011 e 2013 em frigorificos no
oeste do Rio Grande do Sul. As amostras LVV14/15 e LV84/11 foram isoladas do sangue de um
bezerro com crescimento retardado e de um animal com emagrecimento crénico,
respectivamente. As amostras foram isoladas em cultivo celular, identificadas por

imunofluorescéncia indireta e armazenadas em -80 °C.

Extracdo do RNA e RT-PCR: Células MDBK foram infectadas com os isolados,

individualmente, em placas de 24 pocos de polietileno. Apos 72 horas, 0s sobrenadantes foram
coletados e submetidos a extracdo de RNA com o auxilio de TRIzol® Reagent (Life
Technologies, Carlsbad, CA) de acordo com instrucdes do fabricante. A sintese do cDNA foi
realizado com o kit GoScript Reverse Transcription Randon Primers (Promega, Madison,
Wisconsin, EUA) e este utilizado como template para a amplificagdo da regido 5S’UTR pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Para a PCR foi utilizado o set de primers HCVV90-368
(Forw-CATGCCCATAGTAGGAC e Rev-CCATGTGCCATGTACAG)'. As condigBes de
amplificacdo foram: 94 °C - 5 min, seguido de 35 ciclos de 94 °C — 30s, 50 °C — 30s, 72 °C —

30s e extenséo final a 72 °C (7 min).

Sequenciamento e andlise filogenética: Os produtos da PCR foram purificados com o

QIlAquick PCR Purification Kit (GiAgen, Hilden, Alemanha) e enviados para ACTGene
Analises Moleculares Ltda (Alvorada, Rio Grande do Sul, Brasil) para o sequenciamento. As
sequéncias foram avaliadas, utilizando forward e reverse de cada isolado, e editadas utilizando

0 programa BioEdit Sequence Alignment Editor Software suite, versdo 7.0.5.3
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(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)*® para obtencéo da sequéncia consenso. Estas

foram  submetidas ao Basic Local Alignment Search  Tool (BLAST;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)'® para comparagdo com sequéncias disponiveis no

GenBank e classificacdo dos isolados quanto aos trés genotipos dos pestivirus de bovinos, com
base na regido 5S’UTR. O alinhamento das 12 sequéncias consenso e 35 sequéncias padrao foi
realizado utilizando-se o programa Clustal W?° contido no BioEdit. A analise filogenética dos
isolados e cepas padrdo foi realizada utilizando o programa Molecular Evolutionary Genetics
Analysis (MEGA) versio X% pelo método de Neighbor-Joining, modelo X ,com valores de
bootstrap calculados usando 1000 réplicas. Os numeros de acesso das sequéncias referéncia

utilizadas na reconstrucdo filogenética estdo na Figura 1.

Reatividade com anticorpos monoclonais: A variabilidade antigénica dos isolados foi

determinada pela reatividade com 13 MAbs (anticorpos monoclonais) para as glicoproteinas
EO, E1, E2, identificadas como as mais imunogénicas do BVDV??2%, Para isso, células MDBK
infectadas com cada isolado foram tripsinizadas, ressuspendidas e depositadas em laminas
multispot, e apds a adeséao das células, estas foram fixadas com acetona. A reatividade de cada
MAb em reconhecer os isolados foi realizada pela técnica de IFA (imunofluorescéncia
indireta)?*. Os MAbs foram utilizados como anticorpos primarios, e como anticorpo secundario
um anti-1gG conjugado com fluoresceina da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, USA). Como
controle positivo e negativo utilizou-se as cepas padrdo (BVDV-1 Singer, BVDV-2 VS253 e

HoBiPeV SV757/15) e células ndo infectadas, respectivamente.

Resultados

A caracterizagdo genética e antigénica demonstrou que os doze isolados sdo classificados no

género Pestivirus, especie virus da diarreia viral bovina (BVDV) e que possuem ampla


http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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variabilidade antigénica (Figura 1 e Tabela 1). A analise filogenética identificou dez amostras
como BVDV-1 (83,3%) e dois virus como BVDV-2 (16,7%). Entre os virus classificados como
BVDV-1, quatro pertencem ao subgenétipo BVDV-1a (4/12 — 33,3%) e seis sdo BVDV-1b
(6/12 — 50%). Quanto as amostras compativeis com BVDV-2, o isolado 17.02 foi agrupado ao
subgendtipo 2b, enquanto que o 15.5 néo foi possivel classificar quanto ao seu genotipo (Figura

1).

A reatividade dos MAbs com os isolados permitiu confirmar a ampla variabilidade
antigénica entre os BVDVs (Tabela 1). Nenhum MAD utilizado reconheceu 100% dos isolados.
O nivel de reatividade dos isolados com os MAbs variou entre 30,7 e 84,6%, reafirmando a
ampla variabilidade entre os isolados. A variabilidade pode ser observada entre os isolados e as

cepas padrdo, bem como entre os diferentes genotipos.

Discussao

Os virus isolados de soro fetal bovino e de animais com sinais clinicos foram
classificados como pestivirus bovinos (BVDV-1 e BVDV-2) e confirmaram a existéncia da
variabilidade genética e antigénica. Entre as amostras analisadas observa-se predominancia da
presenca do BVDV-1 (10/12) em relacdo ao BVDV-2 (2/12). Apesar do nimero limitado de
virus avaliados, os achados sdo compativeis com estudos que avaliaram a distribuicdo dos
pestivirus bovinos de forma mais ampla e demonstram maior circulagio do BVDV-1482, Os
subgendtipos BVDV-1a (4/10) e BVDV-1b (6/10) foram os dois identificados no presente
estudo e refletem o que ja foi demonstrado em outras regides do pais*®26. A representatividade
de genoOtipos de pestivirus bovinos circulantes em uma determinada regido pode ser
determinada quando sdo analisadas pelo menos 50 amostras de virus*. O reduzido nimero de

amostras avaliadas ndo pode ser considerado como representativo da regido do oeste do Rio
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Grande do Sul, porém sugerem a predominancia destes dois genétipos e demonstram existéncia

da infeccéo ativa de animais.

No presente estudo, foi possivel determinar que o isolado 15.5 (SV817/12) pertence a
espécie BVDV-2, sem que houvesse a classificagdo em subgenotipo. A dificuldade na
determinacdo do subgenotipo também aconteceu com isolados do subgenétipo BVDV-2 em
outros estudos®48:26_ Para alguns isolados, somente a analise da regido 5"UTR pode n&o ser
suficiente para determinar o subgenotipo. Nestas situacdes, € necessario o sequenciamento de
outras regides do genoma, como as regides NP e E2891117 Entre as amostras analisadas néo
identificado nenhum HoBiPeV, que compdem uma nova espécie de pestivirus bovino
emergente e representam a menor parcela (< 20%) entre os trés genotipos identificados no

Brasil*%25,

A andlise do perfil antigénico realizado com os MAbs permitiu confirmar a
variabilidade entre os isolados. As glicoproteinas do envelope E1 e E2 sdo responsaveis pela
ligacdo do virus aos receptores celulares, associadas com viruléncia, imunogénicas e induzem
a producdo de anticorpos neutralizantes. A variabilidade observada nestas proteinas interfere
com a reatividade soroldgica entre diferentes amostras virais, sendo associada com baixa
reatividade e possiveis falhas vacinais?’-?. Portanto, o constante monitoramento das amostras
circulantes no campo, associado com a atualizacdo das amostras vacinais, sdo algumas das

alternativas necessarias para garantir a eficacia vacinal e programas de controle?®=°,

A utilizacdo de um Unico anticorpo monoclonal em testes de identificacdo e/ou no
diagndstico de pestivirus bovinos néo é aconselhavel, pois existe a possibilidade de resultado
falso-negativo. Para estes casos, é aconselhavel usar um pool de anticorpos monoclonais ou
entdo anticorpos especificos para as regides conservadas, como o0 caso da proteina nao estrutural

NS2/3, ou entdo anticorpos policlonais®*3!. Ainda, esta diversidade de origem genética também
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possui reflexos no diagndstico por PCR. Para esta situacao, deve-se optar por um set de primer
com capacidade de detectar o maior nimero de variantes em pequenas concentracfes de

material genético®32,

A presenca de mais de um subtipo viral infectando um mesmo rebanho é uma
possibilidade bastante reconhecida>?’. A explicagdo para esse fendmeno sdo as constantes
mutacOes e recombinagBes caracteristicas dos pestivirus®3* ou entdo pela introdugio na
propriedade de animais portando diferentes gendtipos®. A diversidade genética é acompanhada
da variabilidade antigénica das amostras. Em termos praticos, a diversidade genética e
antigénica contribui para falhas vacinais, onde a sorologia cruzada entre amostras de genétipos
distintos n&o é eficiente®l:%, Esta situacéo reforca que programas de controle e prevencgdo da
infeccdo de pestivirus bovino devam seguir o principio de identificacdo e remocdo dos animais

persistentemente infectados e utilizando vacinas eficazes.

Os pestivirus de bovinos sdo conhecidos pelas perdas produtivas e principalmente
reprodutivas que geram prejuizos econdmicos®3. Ao menos 1,3% (10/754) de amostras de soro
fetal bovino analisadas estavam infectadas com o virus. Ndo foi possivel determinar a
consequéncia desta infeccdo para o feto, no entanto, existe a possibilidade da ocorréncia de ma
formacdo fetal, aborto ou nascimento de animais persistentes infectados?. Outro aspecto
importante é a utilizacdo do soro fetal bovino contaminado na industria de bioldgicos, inclusive
vacinas. Também néo pode ser descartada a possibilidade do virus ser disseminado para outros

paises®34,

Conclusao

Os resultados permitem concluir que a infeccdo por pestivirus ocorre no rebanho da regido

oeste do Estado do Rio Grande do Sul. Existe tanto variabilidade genética quanto antigénica
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entre os pestivirus isolados, sendo possivel detectar duas espécies dos pestivirus de bovinos,
ndo sendo nenhum compativel com HoBiPeV. Néao foi possivel classificar quanto ao seu
subgendtipo um isolado classificado como BVDV-2. O numero de amostras avaliadas é
pequeno, porém corrobora com estudos mais amplos que analisam um maior nimero de amostra
dos virus circulantes. Além de reforcar a necessidade do monitoramento continuo das amostras
de campo auxiliando na adequacdo das vacinas comerciais e maior confiabilidade nos testes de

diagnostico.
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Tabela 1 - Perfil da reatividade soroldgica dos isolados frente a um painel de MADbs especificos
para glicoproteinas do envelope de pestivirus bovinos.

Anticorpos monoclonais

Isolados

[oe]
" o < N~ < < = o ™
17.01 (SV815/12) + 4+ o+ -+ -+ - - .o+ +
10.7 (SV308/14) + -+ -+ -+ o+ -+ -+ -
SV 556/14 - + - - + o+ - + o+ - - - +
LV 84/11 (SV822/12) -+ - -+ o+ - -+ - - -t
55.5 (SV815/12) + + + + + o+ - 4+ o+ o+ - 4+ 4
27.60 (SV847/14) -+ o+ - - -+ o+ o+ o+ - -
LV 014/15 + + o+ - - - + -+ - -+ -
30.10 (SVv847/14) + -+ - -+ o+ O+ o+ o+ -+ -
35.00 (SVv847/14) + 4+ + - -+ 4+ o+ o+ - -+ -
27.69 (SV847/14) + 4+ o+ + o+ o+ o+ o+ o+ - -+ -
15.5 (SVv817/12) + + + -+ o+ -+ o+ - - -

17.02 (SV815/12) P - o oo x oo
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Figura 1 — Analise filogenética construida pelo método de Neighbor-Joining, Kimura 2
parameter, com base na regido 5"UTR de 12 sequéncias de nucleotideos de isolados de
pestivirus bovinos (¢; 411 posi¢des). Somente valores de bootstrap (1000 réplicas) acima de

50% estdo demonstrados
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Resumo
A resposta soroldgica induzida por quatro vacinas comerciais uruguaias inativadas contra os
alfaherpesvirus bovinos (BoHV-1 e -5) e pestivirus de bovinos (BVDV-1, BVDV-2 e
HoBiPeV) foi avaliada em ovinos. Os animais foram imunizados duas vezes (dia O e dia 25) e
0 soro testado em diferentes intervalos (dias 0, 25, 40, 60 e 90) apds a vacinacdo (PV). Dentre
as quatro vacinas testadas, apenas uma (G4) apresentou titulos de anticorpos neutralizantes
moderados para os BoHV-1 e -5, BVDV-1 e 2. A vacina G3 apresentou resposta somente para
alfaherpesvirus bovinos. As vacinas G1 e G2 estimularam resposta somente em alguns animais
vacinados. Para a vacina G4, observou-se que a resposta imunologica frente ao BoHV-1 e 5 foi
semelhante e pelo menos 70% dos animais apresentaram niveis protetivos de anticorpos
neutralizantes. Para os pestivirus bovinos, a vacina G4 estimulou resposta para 0 BVDV-2 mais
elevada quando comparada com o BVDV-1, e quase que indetectavel para HoBiPeV. O pico
de anticorpos neutralizantes para 0 BoHV-1 foi observado no dia 40 PV e no dia 60 PV para o
BVDV-1. Apds isso, observou-se um decréscimo consideravel na resposta de anticorpos
neutralizantes. Os resultados demonstraram que vacinas comerciais uruguaias testadas nao
induziram resposta sorologica de magnitude e duracdo adequadas. Assim, ressalva-se a
importancia de rever periodicamente a formulagdo e composi¢do das vacinas comerciais para

alfaherpesvirus e pestivirus bovinos.

Palavras-chave: Sorologia, anticorpos neutralizantes, resposta vicinal, doengas reprodutivas.

Abstract
The serological response induced by four Uruguayan commercial inactivated vaccines against
bovine alphaherpesvirus (BoHV-1 and -5) and bovine pestivirus (BVDV-1, BVDV-2 and

HoBiPeV) was evaluated in sheep. The animals were immunized twice (day 0 and 25) and the
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serum tested at different intervals (days 0, 25, 40, 60 and 90) pos-vaccination (PV). Among the
four vaccines tested, only one (G4) had moderate neutralizing antibody titers for BoHV-1 and
-5, BVDV-1 and 2. The G3 vaccine showed a neutralizing serological response only to bovine
alphaherpesvirus. G1 and G2 vaccines produced a low and inconsistent response in only a few
vaccinated animals. For the G4 vaccine, the immunological response to BoHV-1 and 5 was
found to be similar and at least 70% of the animals had acceptable levels of neutralizing
antibodies. For bovine pestiviruses, the G4 vaccine stimulated response to BVDV-2 higher
when compared to BVDV-1 and baseline levels to HoBiPeV. The peak of neutralizing
antibodies to BoHV-1 was observed on day 40 PV and day 60 PV for BVDV-1. Thereafter, a
significant decrease in the neutralizing antibody response was observed. The results
demonstrated that Uruguayan commercial vaccines tested did not induce a serological response
of adequate magnitude and duration. Thus, it is important to periodically review the formulation

and composition of the commercial vaccines for bovine alphaherpesvirus and pestivirus.

Keywords: Serology, neutralizing antibodies, vaccine response, reproductive disease

Introducéo

A bovinocultura possui importancia econémica em paises do sul da América do Sul,
especialmente para o Uruguai. O rebanho desta regido é constituido por um nimero elevado de
animais, diferentes racas, aptiddes e formas de criagdo (GUARINO et al., 2008; MAYA et al.,
2016). Os alfaherpesvirus bovino 1 e 5 (BoHV-1 e -5) e os pestivirus bovino (BVDVS) séo
agentes virais associados principalmente com perdas reprodutivas e respiratério (BAKER,
1995; SILVA et al 2007). Os BoHV-1 e BoHV-5 séo duas espécies virais, classificados na
familia Herpesviridae, com similaridade genética e antigénica (DELHON et al., 2003),

caracterizada por reatividade sorologica heteréloga in vitro e in vivo (BRATANICH et al.,
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1991; SILVA; BRUM; LORETO; et al., 2007). Os pestivirus bovinos (BVDV 1, BVDV 2 e
HoBiPeV) pertencem a familia Flaviridae, com genoma RNA e caracterizados pela diversidade
genética, antigénica e variavel reatividade soroldgica (BAUERMANN et al., 2013). No inicio
dos anos 2000, um pestivirus atipico foi identificado e denominado de Hobi-like virus
(SCHIRRMEIER et al., 2004). Posteriormente, diversos outros virus foram recuperados de
amostras clinicas e concluiu-se que formavam um grupo emergente de pestivirus bovino,
identificado como HoBiPev (BAUERMANN et al., 2013).

Os BoHVs e os pestivirus bovinos estdo disseminados no rebanho bovino uruguaio e
produzem perdas significativas na producéo de leite e carne (GUARINO et al., 2008; MAYA
et al., 2016; SILVA; BRUM; WEIBLEN, R; et al., 2007). As formas de controle e prevencéo
destes virus tem como base a identificacdo da presenca do agente na propriedade, eliminacao
dos reservatorios e adocao de medidas que reduzam a disseminacdo no rebanho. A vacinacao é
utilizada pelos produtores com o objetivo de protecéo clinica, controle das perdas reprodutivas
e para reduzir a circulagéo viral no rebanho (ACKERMANN; ENGELS, 2006; FULTON, 2015;
NEWCOMER; CHAMORRO; WALZ, 2017).

A producdo das vacinas para BoHV-1 e BoHV-5 e pestivirus bovinos ndo é padronizada,
0 que possibilita a elaboracdo de imundgenos com diferencas na composicdo de cepas e
adjuvantes (SILVA; DIEL; CILENTO,; et al., 2007). A avaliacdo de vacinas comerciais ja
demonstrou diferencas de imunogenicidade, inclusive com a indica¢do de que algumas nao
induzem reposta imune adequada (ANZILIERO et al., 2015; FULTON; BURGE, 2000;
SILVA; DIEL; CILENTO; et al., 2007; VOGEL,; FLORES; WEIBLEN; KUNRATH, 2002).
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a resposta sorolégica de quatro vacinas
comerciais uruguaias frente aos virus BoHV-1, BoHV-5, BVDV-1 e BVDV-2 e HoBiPeV,

utilizando ovelhas como modelo experimental.
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Material e Métodos
Imunizagdo dos animais

A imunogenicidade de quatro vacinas comerciais uruguaias (G1, G2, G3 e G4) para a
prevencdo de doencas reprodutivas em bovinos foi avaliada. Para isso, foram utilizados 38
ovinos da raca Ideal, fémeas, adultas, livres de anticorpos para alfaherpesvirus bovino 1 e 5 e
para pestivirus bovinos. Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em quatro grupos e
permaneceram em pastagens naturais. Todos os procedimentos de vacinagéo e coleta de soro
seguiram as recomendacBes do Comité de Estudo e Uso de Animais, Universidade Federal do
Pampa (CEUA/UNIPAMPA, registro #008/2017). As ovelhas foram imunizadas de acordo
com as recomendacdes dos fabricantes. O momento da primeira imunizacao foi considerado
como sendo dia 0 e o reforgo vacinal administrado no dia 25 pés-vacinacdo (PV). Nos dias 0,
25, 40, 60 e 90 PV coletou-se soro para a avaliacdo da resposta soroldgica.
Virus Neutralizacao

As amostras de soro foram inativadas em banho-maria a 56 °C por 30 minutos e
posteriormente submetidas a técnica de virus neutralizacdo em microplacas de 96 cavidades.
Brevemente, as amostras de soro coletadas em cada time-point foram diluidas e testadas frente
a 100 — 200 doses infectantes para 50% do cultivo celular (TCIDso) da amostra BoHV-1 Cooper
(1:2 até 1:256) e do BVDV 1 Singer (1:5 até 1:320), segundo descrito por Anziliero et al.
(2015). Apos isso, células da linhagem MDBK (Madin Darby bovine kidney), livres de
pestivirus e mantidas com soro equino, foram adicionadas e as placas incubadas por 96 horas
até a realizacdo da leitura final. O titulo de anticorpos neutralizantes foi considerado como
sendo a reciproca da maior diluicdo capaz de inibir a replicacdo do virus evidenciada pela
auséncia da formacéo do efeito citopatico. Os titulos médios de anticorpos foram transformados
em titulo médios geométricos (GMT) (THRUSFIELD, Michael, 2004). A reatividade cruzada

do soro das ovelhas vacinadas foi testada frente ao BoHV-5 (SV 507/99), BVDV-2 (VS253) e
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HoBiPeV (SV757/15). Para isso foram selecionadas as amostras dos dias pos vacinagdo com
0S maiores niveis de anticorpos para 0 BoHV-1 e BVDV-1. As cepas virais utilizadas foram

gentilmente cedidas pelo Setor de Virologia, Universidade Federal de Santa Maria (SV/UFSM).

Resultados

Os resultados da avaliacdo da imunogenicidade de quatros vacinas comerciais estao
resumidos na Figura 1 e Tabela 1. A Figura 1 demonstra a curva da resposta imune observada
para 0 BoHV-1 (cepa Cooper) e para 0 BVDV-1 (cepa Singer). A reatividade cruzada foi
avaliada com as amostras de soro do dia 40 PV para 0 BoHV-5 (cepa SV 507/99) e do dia 60
PV para 0 BVDV-2 (VS 253) e HoBiPeV (SV 757/15), pois nestes dias foi detectado o nivel
méaximo de neutralizacdo para os BoHV-1 e BVDV-1, respectivamente (Tabela 1). Entre as
quatro vacinas testadas, a G4 foi a mais imunogénica frente ao BoHV-1 e ao BVDV-1. A vacina
G3 produziu resposta consistente somente para os alfaherpesvirus bovinos. As vacinas G1 e G2
estimularam resposta imune baixa, inconsistente e perceptivel somente em alguns animais
vacinados.

Para 0 BoHV-1, no dia 25 PV todos os animais vacinados com a vacina G4 possuiam
anticorpos neutralizantes e estes niveis aumentaram apés a administracdo da segunda dose. O
mesmo padrdo de resposta foi observado para a vacina G3, porém em niveis inferiores. O pico
de anticorpos foi detectado no dia 40 PV e ap0s isso se observou um decréscimo até a Gltima
avaliagdo no dia 90 PV. No dia 40 PV as vacinas G1 e G2 estimularam resposta em apenas 50%
dos animais, porém os anticorpos reduziram a niveis minimos nas outras duas avaliaces
(Figura 1). A avaliagdo soroldgica frente ao BoHV-5 demonstrou um padrdo de reatividade
semelhante ao observado para o BoHV-1 (Tabela 1).

Quando avaliada a imunogenicidade das vacinas frente ao BVDV-1, novamente somente

a vacina G4 produziu resposta soroldgica detectavel de forma consistente (Figura 1). Para a
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vacina G4, no dia 25 PV, cinco animais possuiam anticorpos neutralizantes. Apos a segunda
dose, todos os animais desenvolveram uma resposta secundaria que atingiu o nivel maximo no
dia 60 PV, e um decréscimo marcante nos niveis de anticorpos no dia 90 PV. As vacinas G1,
G2 e G3 ndo produziram resposta imune consistente nos animais para 0 BVDV-1 e somente em
cinco animais foi possivel detectar a presenca de anticorpos neutralizantes em titulos baixos (=
5) para 0 BVDV-2 e HoBiPeV. O soro dos animais vacinados com a vacina G4 e coletados no
dia 60 PV demonstraram maior reatividade frente ao BVDV-2 (Tabela 1) e somente dois

animais reagiram frente a amostra de HoBiPeV porém com baixos titulos (= 5).

Discussao

A avaliacdo sorologica dos animais imunizados com quatro vacinas comerciais
uruguaias (G1, G2, G3 e G4) demonstraram ampla variacdo entre as respostas imunes
induzidas. Todos os soros coletados foram testados para 0 BoHV-1 (cepa Cooper) e BVDV-1
(cepa Singer) (Figura 1). Para avaliar a neutralizagdo cruzada frente aos virus BoHV-5, BVDV-
2 e HoBiPeV foi selecionado o dia pds-vacinacdo que 0s animais apresentaram os niveis mais
elevados de anticorpos neutralizantes. A vacina G4 estimulou niveis de anticorpos
neutralizantes para 0o BoHV-1, BoHV-5 e BVDV-1 e BVDV-2 em 100% dos animais vacinados
e com maior intensidade em comparacdo com as outras trés vacinas. A vacina G3 induziu
anticorpos neutralizantes somente para BoHV-1 e BoHV-5. As vacinas G1 e G2 estimularam
resposta soroldgica fraca e inconsistente em poucos animais somente para os alfaherpesvirus
bovinos. Estas duas vacinas estimularam anticorpos neutralizantes somente em alguns animais
e em titulos minimos (5) para os pestivirus bovinos testados. O comportamento das vacinas
avaliadas € similar ao observado em outros estudos, que também detectaram niveis mais
elevados de resposta imune para os alfaherpesvirus bovino, quando comparado com o0s

pestivirus bovinos (ANZILIERO et al, 2015; SILVA et al, 2007; VOGEL et al 2002).
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A variacdo observada entre os imundgenos pode estar associada com a falta de
parametros objetivos para producéo de vacina, deficiéncia no controle da qualidade e/ou uso de
adjuvantes ineficientes (SILVA; DIEL; CILENTO; et al., 2007). Outro fator que afeta
negativamente a imunogenicidade é a conservacdo inadequada. As vacinas foram adquiridas de
revendedores locais, mantidas sob refrigeracéo (2 a 8 °C) até o momento da administracao,
porém ndo se pode excluir problemas de conservacdo anteriores a aquisicdao. Com relacdo ao
modelo experimental utilizado, ovinos podem néo refletir o comportamento exato que a vacina
teria em bovinos. No entanto, os ovinos tem sido usados para esta finalidade e os resultados
refletem um padrdo aproximado da resposta que ocorrera em bovinos, inclusive em relacdo a
testes de protecdo vacinal (VOGEL et al., 2001). Outro ponto a ser considerado € que ap6s 0
dia 60 PV houve uma marcada reducéo dos niveis de anticorpos neutralizantes (Figura 1). Desta
forma, o declinio na resposta imune observado sugere a necessidade de reducdo do intervalo de
aplicacdo do reforco.

Os animais vacinados com G3 e G4 desenvolveram resposta soroldgica em maior
magnitude para os alfaherpesvirus bovinos quando comparado com pestivirus bovinos. Para as
outras duas vacinas (G1 e G2) a resposta foi de baixa magnitude e em pouco animais, 0 que
prejudica a realizacdo de analise mais detalhada. Niveis de anticorpos neutralizantes > 8 para
0s BoHVs sdo associados com protecdo (ANZILIERO et al., 2015). A vacina G4 produziu
anticorpos neutralizantes para o0 BoHV-1 com titulos entre 4 e 16 (GMT 3,48) em 70% dos
animais apo6s a aplicacdo da primeira dose. Apos o reforco, 100% dos animais soroconverteram
com niveis entre 8 e 128 (GMT 32) no dia 40 PV, seguido de reducdo até GMT 11,3 no dia 90
PV. Para a vacina G3, somente foi possivel detectar resposta nos dias 40 e 60 PV em 100% dos
animais, porém com titulos variando entre 4 e 16. Avaliacbes prévias de vacinas
comercializadas no Brasil, Argentina e Uruguai ja demonstraram variagdes na imunogenicidade

(ANZILIERO et al., 2015; SILVA; WEIBLEN; FLORES, 2007; VOGEL; FLORES;
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WEIBLEN; KUNRATH, 2002). Isto sugere a necessidade constante da avaliacdo periddica e
revisao do processo de producdo por parte dos laboratdrios.

A resposta anti-BoHV-5 induzida pelas quatro vacinas seguiu padrdo similar ao
observado para 0 BoHV-1, porém com GMT inferior.r O BoHV-5 e BoHV-1 séo
antigenicamente semelhantes e isto confere reatividade soroldgica cruzada in vitro e in vivo,
inclusive com protecédo cruzada (ANZILIERO et al., 2011; BRATANICH et al., 1991; SILVA;
BRUM; LORETO; et al., 2007; TRAESEL et al., 2015). Os BoHV-1 e BoHV-5 estdo presentes
no rebanho do Uruguai e pelo menos trés vacinas (G1, G2 e G4) possuem ambos 0s virus na
sua composicdo. Assim como para 0 BoHV-1, a vacina G4 foi a que estimulou niveis mais
elevados de anticorpos anti-BoHV-5.

Com relacdo a resposta frente aos pestivirus bovinos os resultados sdo mais
desanimadores. Somente a vacina G4 induziu resposta imune detectavel de forma consistente e
de magnitude moderada para 0 BVDV-1 e BVDV-2. O nivel maximo da resposta de anticorpos
neutralizantes foi observado no dia 60 PV e posteriormente houve um declinio acentuado (dia
90 PV). Esta caracteristica demonstra que houve estimulo imunogénico vacinal de pouca
intensidade (Figura 1). A avaliagdo da reatividade cruzada no dia 60 PV demonstrou maior
resposta anti-BVDV-2 quando comparado com o BVDV-1 e HoBiPeV. A reatividade para o
HoBiPeV observada em dois animais pode ser considerada como sorologia cruzada, pelo fato
da vacina G4 possuir somente cepas de BVDV-1 e BVDV-2. As vacinas G1, G2 e G3
estimularam anticorpos neutralizantes em poucos animais vacinados e com titulos minimos. A
baixa imunogenicidade das vacinas comerciais para 0 BVDV é um fato alarmante e ja
demonstrado anteriormente (ANZILIERO et al., 2015; VOGEL et al., 2001; VOGEL;
FLORES; WEIBLEN; MAYER; et al., 2002). A causa disto pode estar associada com a
variabilidade dos imundgenos, concentracdo de antigeno e tipo de adjuvante presente na vacina

(FULTON, 2015).
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A protecdo clinica para o BVDV esta relacionada com titulos de anticorpos neutralizantes
acima de 80 e 160 (FULTON; BURGE, 2000). Niveis de anticorpos neutralizantes iguais ou
superiores a 80 foram observados somente em uma parcela de animais vacinados com G4 entre
os dias 40 e 60 PV, frente ao BVDV-1 e BVDV-2 (Figura 1 e Tabela 1). Esses dados sugerem
gue somente uma porcentagem dos animais estaria protegida em casos de desafio ao virus de
campo. A associacdo da baixa imunogenicidade com a variabilidade antigénica marcada do
pestivirus bovinos sdo situacdes que contribuem com falhas vacinais (NEWCOMER,;
CHAMORRO; WALZ, 2017; VOGEL et al., 2001).
O controle das perdas reprodutivas e produtivas causadas pelos alfaherpesvirus e pestivirus
bovinos € um objetivo de produtores e técnicos. A maior demanda por vacinas deve ser
acompanhada pela introducdo de programas periddicos para avaliar a imunogenicidade das
cepas vacinais, deteccdo de variantes virais circulantes nos rebanhos e adequacdo dos
adjuvantes utilizados (FULTON, 2015; NEWCOMER; CHAMORRO; WALZ, 2017). A
utilizacdo de vacinas replicativas (vivas) também é um aspecto que deve ser considerado, pois
estimulam o sistema imune de forma mais ampla e prolongada quando comparada com as
vacinas nao replicativas (inativadas). No entanto, a utilizacdo de vacinas replicativas deve ser
mais criteriosa, pois podem produzir imunossupressdo ou perdas gestacionais (FULTON;

BURGE, 2000).

Concluséo

Os resultados permitem concluir que as vacinas comerciais uruguaias testadas produziram
resposta soroldgica variavel. Somente uma vacina (G4) induziu titulos moderados de anticorpos
neutralizantes para BoHV-1, BoHV-5, BVDV-1 e BVDV-2. A vacina G3 estimulou resposta
somente para os alfaherpesvirus. As vacinas G1 e G2 estimularam anticorpos neutralizantes em
niveis baixos ou indetectaveis. Nenhuma das quatros vacinas estimulou resposta para o

HoBiPeV, considerado um pestivirus emergente na América do Sul. Toda a resposta imune
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produzida nos animais vacinados foi de curta duragdo. Assim sendo, nenhuma vacina testada é
indicada para a utilizacdo em programas de controle em rebanhos. Ainda, existe a necessidade
urgente da reavaliacdo da formulacdo e composicdo das vacinas comerciais, bem como a

repeticdo destes testes de forma periodica e continuada.
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Tabela 1 — Reatividade soroldgica para o alfaherpesvirus bovino (BoHV) 1 e 5 (40 DPV) e

virus da diarreia viral bovina (BVDV) 1, 2 e HoBiPev (60 DPV) de ovinos imunizados com

quatro vacinas comerciais uruguaias.

Sorologia cruzada anti-BoHV dia 40 PV

BoHV-1 BoHV-5
Grupo  Imunizados
Reagentes GMT Reagentes GMT

G1 8 4 2,2 1 1,3

G2 10 5 2,1 7 3,7

G3 9 9 8 5 2,7

G4 10 10 32 10 9,2

Sorologia cruzada anti-BVDV dia 60 PV
BVDV 1 BVDV 2 HoBiPev
Grupo  Imunizados
Reagentes GMT Reagentes GMT Reagentes GMT

G1 8 0 0 0 0 2 1,4

G2 10 0 0 1 1,2 0 0

G3 9 0 0 0 0 2 1,4

G4 10 10 31,6 10 120,2 2 1,4
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Figura 1 — Resposta soroldgica de ovinos imunizados com quatro diferentes vacinas comerciais
para o herpesvirus bovino 1 (BoHV-1, cepa Cooper) (A) e virus da diarreia viral bovina 1

(BVDV-1, cepa Singer) (B) de origem uruguaia, entre os dias 0 e 90 pds vacinacao.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os pestivirus de bovinos sdo um dos agentes infecciosos responsaveis por produzir perdas
produtivas e reprodutivas em bovinos e acarretam grandes prejuizos econdmicos. Estes virus
sdo reconhecidos por apresentar grande variabilidade genética e antigénica. Assim, esta
situacdo demonstra a importancia de estudos periddicos para monitorar o cenario da infecgdo
no rebanho bovino, como feito pelo presente estudo.

Os pestivirus sdo virus com genoma RNA que sdo passiveis de mutacdes e
recombinagfes, favorecendo o surgimento de novas variantes. A variabilidade antigénica é
diretamente relacionada com a hipervariabilidade da glicoproteina E2. Esta proteina é
encontrada em abundancia no envelope viral e estimula a producao de anticorpos neutralizantes
no hospedeiro. Assim, a variabilidade antigénica é uma estratégia do virus para escapar dos
mecanismos de defesa do hospedeiro. A realizacdo do estudo da caracterizagdo dos pestivirus
isolados em bovinos possibilitou demonstrar que as variabilidades genéticas e antigénicas estdo
presentes nos virus.

Atualmente a vacinacao contra os pestivirus bovinos néo é obrigatéria, no Brasil dados
indicam que < 5% do rebanho nacional é vacinado, enquanto que no Uruguai estima-se que
cerca de 3% do rebanho € vacinado. Cabe ressaltar que estudos com vacinas comerciais que
avaliaram a resposta soroldgica de animais imunizados demonstram baixa eficiéncia, inclusive
sugerindo falha de protecdo em casos de exposicdo ao virus. Ainda tem sido demonstrado a
circulacdo de BVDV tipo 1 e 2, além do HoBiPeV, sendo esse considerado emergente em varias
regides do mundo. Embora os estudos comprovem a circulacéo das trés espécies de pestivirus
de bovinos em diversos paises, as vacinas comercializadas apresentam em sua composi¢ao
apenas as variantes BVDV-1 e BVDV-2. Considerando que esses virus apresentam baixa
reatividade cruzada, a maioria das vacinas utilizam cepas americanas e europeias, ndo sendo
representativo dos virus que circulam no rebanho, além do que os animais mesmo que
vacinados ndo apresentardo resposta soroldgica frente ao HoBiPeV. O estudo realizado
avaliando a imunogenicidade de quatro vacinas comerciais uruguaias comprova a baixa
imunogenicidade das vacinas testadas e sugerem possiveis falhas vacinais.

Assim sendo, o presente estudo juntamente dos estudos ja realizados sobre caracterizacéo
e avaliagdo de vacinas comerciais exibem a importancia de trabalhos continuos de
caracterizagdo genética e antigénica. Estes ttm como objetivo monitorar os virus que circulam
no rebanho, e assim adequar as técnicas de diagndstico tornando-as mais eficientes e confiaveis.

Além de auxiliar os laboratérios a reformular e atualizar as vacinas comerciais afim de oferecer
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maior cobertura vacinal, melhorar a resposta soroldgicas dos animais e atuar com maior

eficiéncia no controle da infeccdo.
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