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RESUMO

CARACTERIZACAO MOLECULAR, CLINICA, PATOLOGICA E ECONOMICA DE
UM SURTO DE MORTALIDADE EM BEZERROS POR “HOBI-LIKE VIRUS?”,
BRASIL
“HoBi-like virus” ou pestivirus atipico ja foi detectado em animais naturamente

infectados em trés continentes, porém a doenca clinica associada a infec¢do por
HoBi-like virus ainda foi pouco estudada. No Brasil, a virose foi associada com
aborto bovino e na lItalia a lesdes respiratorias. Neste trabalho relatam-se os
aspectos epidemioldgicos, clinicos, patolégicos, moleculares e econdmicos de um
surto de infeccdo por HoBi-like pestivirus em bezerros com diarréia em uma
propriedade localizada no municipio de Cuiaba/MT em 2010. Durante o surto
morreram 20 bezerros na propriedade, dos quais foi possivel acompanhar trés
animais. O bezerro 1 foi encaminhado ao Hospital Veterinario da UFMT para a
necropsia. Outros dois bezerros (2 e 3) receberam acompanhamento no
HOVET/UFMT e ap0s a morte foram necropsiados. Quanto a historia clinica, o
bezerro 1 apresentou sinais de apatia, desidratacéo e diarreia amarelada durante 3
dias e na necropsia conteudo amarelado no intestino, onfaloflebite e peritonite. Os
Bezerros 2 e 3 apresentavam alopecia difusa no dorso, hiperqueratose epidermal,
Ulceras e erosdes recobertas por placas de fibrina. A analise microscopica dos
tecidos afetados evidenciou onfaloflebite e peritonite supurativa no Bezerro 1 e
extensas areas de necrose (Ulceras e erosdes) por diversos 6rgaos dos Bezerros 2 e
3. Para diagndstico virologico foram colhidas amostras de sangue e 6rgaos linféides
dos bezerros 2 e 3, que foram, processados e submetidos a RT-PCR para BVDV.
Produtos de amplificacéo da regido 5 UTR e da nucleoprotease viral obtidos foram
purificados e sequenciados. Andlises filogenéticas das sequéncias, agora
denominada amostra LPV-WR/BR11, permitiu sua classificacdo no grupo dos
Pestivirus atipicos. A imuno-histoquimica para BVDV revelou a marcagdo positiva
para proteina viral principalmente em células epiteliais da pele, da cavidade oral e
dos oOrgdos do sistema digestorio. Foi estimado um custo direto da doenca no
rebanho de R$ 22.500,00. Os dados apresentados nesta caracterizacao
demonstram que HoBi-like virus pode causar mortalidade de bezerros por
gastroenterite aguda associada a dermatite em bezerros lactentes.

Palavras-chave: Bovino, surto, Pestivirus atipico, RT-PCR, IHQ.



ABSTRACT

MOLECULAR CHARACTERIZATION, CLINICAL, PATHOLOGICAL AND
MANAGEMENT OF AN OUTBREAK OF MORTALITY IN CALVES FOR-LIKE
VIRUS HOBI-LIKE, BRAZIL.

"Hobi-like virus" or atypical pestivirus has been detected in animals infected
naturamente on three continents, but the clinical disease associated with infection
Hobi-like virus has been little studied. In Brazil, the virus was associated with bovine
abortion and respiratory lesions in Italy. In this paper we report the epidemiological,
clinical, pathological, molecular and economics of an outbreak of infection Hobi-like
pestivirus in calves with diarrhea in a property located in the city of Cuiabd / MT in
2010. During the outbreak killed 20 calves on the property, which was possible to
follow three animals. The first calf was referred to the Veterinary Hospital of UFMT for
necropsy. Two other calves (2:03) were monitored in HOVET / UFMTe were
necropsied after death. Regarding the clinical history, the first calf showed signs of
apathy, dehydration and diarrhea yellow for 3 days and at necropsy yellowish
contents in the intestine, and peritonitis omphalophlebitis. 2:03 calves showed diffuse
alopecia on the back, epidermal hyperkeratosis, ulcers and erosions covered with
plates of fibrin. Microscopic examination of the affected tissues showed
omphalophlebitis and suppurative peritonitis in 1 Calf and extensive areas of necrosis
(ulcers and erosions) by various organs of calves 2:03. For virological diagnosis were
sampled for blood and lymphoid organs of calves 2 and 3, which were processed and
subjected to RT-PCR for BVDV. Products of amplification of the 5 'untranslated
region and viral nucleoprotease obtained were purified and sequenced. Phylogenetic
analyzes of the sequences now denonimada sample LPV-WR/BR11 allowed their
classification in the group of atypical pestivirus. Immunohistochemistry for BVDV
revealed positive staining for viral protein mainly in epithelial cells of the skin, oral
cavity and the organs of the digestive system. We estimated a direct cost of the
disease in the herd of R $ 22,500.00. The data presented demonstrate that this
characterization Hobi-like viruses can cause calf mortality for acute gastroenteritis

associated dermatitis in suckling calves.

Keywords: Cattle, outbreak, atypical pestivirus, RT-PCR, IHC.
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1. Introducao

A Familia Flaviviridae possui trés géneros Pestivirus, Flavivirus e Hepacivirus.
Pestivirus sdo mais importantes na veterinaria porque apresentam distribuicéo
mundial e podem infectar uma ampla variedade de espécies de animais. O maior
impacto econdmico tem sido atribuido a infeccbes em bovinos (GOENS 2002;
RIDPATH 2005; RUMENAPF AND THIEL 2008; PETERHANS et al., 2010a).

Atualmente, quatro espécies virais pertencem oficialmente ao género
Pestivirus, BVDV (“bovine viral diarrea virus” ou virus da diarreia viral bovina) tipo 1,
BVDV tipo 2, virus da peste suina classica (“classical swine fever virus” CSFV) e o
virus da doenca da fronteira (“border disease virus” BDV) (VAN REGENMORTEL
2000; BECHER et al., 2003).

Adicionalmente, alguns isolados como virus H138 de uma girafa no Kénia
(BECHER et al 2003), o virus Pronghorn isolado de um antilope nos Estados Unidos
(VILCEK et al 2005), o virus Bungowannah isolado de um surto de miocardite em
suinos na Australia (KIRKLAND et al., 2007) e os virus chamados HoBi virus, HoBI-
like virus, BVDV tipo 3 ou Pestivirus atipicos (SCHIRRMEIER et al., 2004; LIU et al.,
2009; BAUERMNN et al., 2013) sdo considerados como possiveis novas espécies
pertencentes ao género.

HoBi-like virus foi previamente diagnosticado em soro fetal bovino ou
causando desordens reprodutivas e respiratérias em bovinos, semelhante a BVD
(SCHIRRMEIER et al., 2004; DECARO et al., 2011; DECARO et al.,, 2012a;
BAUERMANN et al., 2012; BAUERMANN et al., 2013).

Desde a primeira descricdo de HoBi-like virus no mundo, diversos isolados
foram caracterizados como sendo de origem brasileira, demonstrando uma ampla
disseminacdo do virus no Brasil (STAHL et al., 2005; BIANCHI et al.; 2010;
BAUERMANN et al., 2013).

O presente trabalho descreve as caracteristicas clinicas, patologicas,
moleculares e econdémicas de um surto de diarreia em bezerros lactentes associado

HoBi-like virus no Estado de Mato Grosso, Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico

Em 1946, OLAFSON e colaboradores descreveram pela primeira vez a
doenca diarreia viral bovina (BVD). Entretanto, foi apenas na década de 60 que a
enfermidade foi associada ao virus, denominado entdo virus da BVD ou BVDV
(JUBB et al., 1963).

Devido a necessidade de prevenir o surgimento de novos casos, ainda na
mesma época, foi desenvolvida uma vacina viva para BVD, porém, isso
proporcionou um aumento na ocorréncia de varios surtos de Doenca das Mucosas
(DM), pois animais infectados por cepas nao-citopaticas, ao serem vacinados com
uma cepa vacinal citopética desenvolviam a doenca (RIDPATH 2005).

A partir da década de 80 houve importantes descobertas relacionadas a
producdo de anticorpos monoclonais e ao sequenciamento do genoma do BVDV. O
desenvolvimento de novos testes proporcionou melhorias no diagndstico,
contribuindo para o estudo da patogenia e da epidemiologia das infec¢cdes por
Pestivirus (RUMENAPF AND THIEL 2008). Na década de 90, surtos de diarreia com
alta mortalidade de bovinos na América do Norte foram associados a cepas de
BVDV altamente virulentas. Posteriormente essas cepas foram classificadas com
subtipo viral e subsequentemente nova espécie viral, BVDV-2 (RIDPATH 2005).

Com a evolucao das técnicas de diagnéstico, diversas cepas foram isoladas e
caracterizadas como Pestivirus. Entretanto, sabe-se que essas cepas sdo genética e
antigenicamente diferentes das espécies de Pestivirus oficialmente aceitas, sendo
entdo classificadas como Hobi-like virus ou Pestivirus atipicos (STAHL et al., 2010;
BAUERMANN et al 2012).

A origem dos HoBi-like virus ainda é pouco conhecida. Pesquisadores
acreditam que o virus seja originario de bovinos da América do Sul e que sua
disseminagdo mundial ocorreu através de soro fetal bovino, vacinas ou outros
produtos bioldgicos contaminados. Outra hipétese € que ele seja um virus originado
de bufalos da América do Sul e que tenha sido transmitido para bovinos, ja que o
primeiro possivel isolado foi obtido de bufalos doentes (BAUERMANN et al., 2013).
Desde o primeira identificagdo do HoBi-like virus, diversos trabalhos foram

realizados, sendo os principais eventos historicos sumarizados na Tabela 1.
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Tabela 1. Principais eventos historicos relacionados com o “HoBi-like virus”.

Ano Contribuicao Referéncia

1990 Primeira deteccao de Pestivirus atipico BAUEMANN et al., 2013
2004 Primeira deteccdo de HoBi (Alemanha) SCHIRRMEIER et al., 2004

2005 Deteccdo em um soro fetal bovino e bufalo STALDER et al., 2005
(Suica)

2006 Deteccéo em dois fetos bovinos abortados CORTEZ et al., 2006
(Brasil)

2007 Deteccdo em um animal naturalmente STAHL et al., 2007

infectado (Suécia)

2009 Deteccdo em soro fetal bovino (Suécia) LIU et al., 20092
2010 Deteccgéo em soro fetal (Itélia) PELETTO et al., 2010
2011 Deteccéo em feto, sémen e soro BIANCHI et al., 2011
2011 Primeiro relato de surto de mortalidade DECARO et al., 2011
(Italia)
2012 Detecgdo em um feto (Italia) DECARO et al., 20122
2012 Deteccédo de bidtipos (Italia) DECARO et al., 2012b
2012 Deteccdo soro fetal bovino Australia XIA et al., 2012
2012 Deteccédo em meio MDBK (China) MAO et al., 2012
2013 Comprovacéo da infecgdo persistente DECARO et al., 2013

2.2 CARACTERIZACAO ETIOLOGICA E MORFOLOGICA

2.2.1 Caracteristicas do género

O género Pestivirus possui RNA de cadeia simples de polaridade positiva. O
genoma de 12,5 kb .Quanto a organizacdo gendmica, possui uma unica fase de
leitura aberta (ORF “open reading frame”) e duas regides nao traduzidas UTRs
(“untranslated regions”). A regido 5’'UTR possui aproximadamente com 360 a 390
bases e a 3'UTR apresenta aproximadamente 240 bases. A regido 5 UTR é a regiao
mais conservada do genoma dos Pestivirus (LINDENBACH et al., 2007; RUMENAPF
and THIEL 2008).

A ORF codifica uma Unica poliproteina de 3988 aminoacidos, esta poliproteina

€ processada por proteases virais e celulares em 11 ou 12 proteinas maduras,
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durante e apés a traducdo. Os produtos destas clivagens sdo: autoprotease N-
terminal (Npro), proteina do capsideo (C), proteinas do envelope (Erns, Ele E2) e
proteinas nao-estruturais (p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B). (RIDPATH
2005; LINDENBACH et al., 2007; RUMENAPF and THIEL 2008; NIELL 2012).

Das proteinas que os Pestivirus codificam duas sé@o especifica ao género; a
Npro que € uma autoproteinase que faz a primeira clivagem do peptideo viral e a
Erns uma glicoproteina sollivel que possui um papel de RNase intrinseca. Os
pestivirus sdo esféricos e variam de 40 a 60 nm possuem um capsideo rodeado por
uma bicamada lipidica que tem trés proteinas estruturais a E1, E2 e a Erns
(RUMENAPF and THIEL 2008).

Virus RNA apresentam de altas taxas de mutacdes e recombinacdes génicas,
isto confere a estes virus alta capacidade de adaptacdo ao hospedeiro e
favorecimento a evasdo do sistema imune do mesmo (RIDPATH et al.,, 2003,
GOENS 2002). A replicacédo do RNA viral ocorre no citoplasma da célula hospedeira,
as particulas virais sdo montadas, envoltas por membrana plasmatica, transportados
em vesiculas citoplasmaticas através de via de secrecdo das células e liberadas por
exocitose (RIDPATH 2005).

Virus do género Pestivirus sdo os Unicos da familia Flaviviridae que séo
estaveis em um pH baixo e a capa lipidica é dissolvida por solventes organicos
(RIDPATH 2005).

2.2.2 Espécies virais

A andlise da regido 5’UTR permite a diferenciagdo entre as principais
espécies de Pestivirus que acometem ruminantes, principalmente bovinos. Existem
duas espécies distintas de BVDV, 1 e 2 (RIDPATH et al., 1994). Dentro da espécie
viral, as cepas virais podem ser divididas em genétipos e subgendtipos e existe
grande variabilidade dos tipos virais prevalentes nas populagdes bovinas (RIDPATH,
2005).

Nos Estados Unidos, h4 uma maior prevaléncia de isolados BVDV-1a, BVDV-
1b e BVDV-2a (FULTON et al.,, 2000; FULTON et al., 2005; TAJIMA & DUBOVI
2005; FULTON et al., 2009b). Na Europa sédo mais prevalentes BVDV-1 e BVDV-2 é
menos frequente ( VILCEK et al., 2001; RIDPATH 2005; Stalder et al., 2005,). No
Brasil, FLORES et al., 2005, demonstraram que a maioria dos isolados
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caracterizados pertenciam ao genétipo BVDV-1, embora isolados de BVDV-2
tenham sido observados. Posteriormente, em um estudo complementar, CORTEZ et
al. (2006) verificaram que a maior parte desses isolados brasileiros se classificava
como BVDV-1a, enquanto a maioria das amostras BVDV-2 foram agrupadas como
BVDV-2b.

A classificacdo de HoBi-like virus ainda ndo foi bem estabelecida, alguns
autores sugerem que ele seja um terceiro genétipo denominado de BVDV tipo 3 (LIU
et al.,, 2009), porém essa classificacdo ndo é bem aceita devido a variabilidade
antigénica entre o HoBi-like e outras espécies de BVDV. STAHL et al., 2010
propdem a divisdo em dois grupos de acordo com a origem do isolado; um grupo de
origem brasileira relacionada a primeira deteccdo por SCHIRRMEIER et al., 2004 e

outro de origem tailandesa identificado por STAHL e colaboradores (2007).

2.2.3 Bi6tipos

Pestivirus também podem ser divididos em dois bidtipos, sendo eles,
citopéticos (CP) e nédo-citopéaticos (NCP) que sédo distinguidos de acordo com seu
efeito em cultura de células. Os virus NCP nao induzem a apoptose celular enquanto
gue os CP induzem. A diferenciacdo entre bibétipos é uma caracteristica viral que
ocorre devida uma mudanca no processamento da proteina ndo-estrutural viral NS2-
3, que sofre uma clivagem dando origem a NS2 e NS3, sendo que cepas CP sao
normalmente originadas de cepas NCP (RIDPATH 2005, RUMENAPF and THIEL
2008).

Os estudos desenvolvidos por LACKNER et al., 2004 e LACKNER et al.,
2005, descrevem que nas primeiras horas apés a de infeccéo da célula hospedeira
pelo virus da BVD ocorre a clivagem quase total da proteina NS2-3 em NS2 e NS3.
Esse processo diminui e fica quase que indetectavel em cepas NCP, diminuindo
moderadamente em cepas CP. A NS2 é uma protease que tem papel fundamental
na geracdo de cepas NCP e CP, também regula as taxas de replicacdo do virus que
estao diretamente ligadas a quantidade de NS3, influenciando a patogenicidade viral
(NEILL et al 2012).

NEILL e colaboradores (2012b) demonstraram que as alteragbes
nucleotidicas virais sdo de 2,3 a 8 vezes maiores em fémeas prenhas infectadas

com BVDV quando comparado com fémeas ndo prenhas com a infeccéo aguda.
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A maioria das cepas de campo isoladas de pestivirus sdo NCP (BECHER et
al., 1996; RIDPATH et al., 2003; RIDPATH 2005, RIDPATH & FLORES 2007;
GALLEI et al., 2008; PETERHANS et al., 2010b). As cepas NCP sao responsaveis
por originar animais persistentemente infectados (PI) ou transitoriamente infectados
(T1).Diferente disso, cepas CP causam somente infec¢des transitorias (PETERHANS
et al., 2010b).

Animais Pl em média representam 1% da populacdo de bovinos (HOUE
1999). DECARO et al., 2013 descreveram pela primeira vez a infeccdo persistente
por HoBi-like virus.

Todavia, cepas NCP altamente virulentas também podem causar infeccbes
agudas em animais adultos (HAMERS et al., 2001; RIDIPATH et al., 2006; FLORES
et al., 2007; LUNARDI et al., 2008; SANTOS et al., 2011; COLLOFF et al., 2012).

Recentemente, foi relatado a presenca de uma cepa citopatica do virus HoBI-
like em um surto de doenca respiratoria (DECARO et al., 2012b). Cepas CP estdo
relacionadas a uma forma aguda e letal denominada Doenca das Mucosas (DM) em
bovinos por BVDV (BECHER et al., 1996; RIDIPATH et al., 2005; RIDIPATH &
FLORES 2007). Porém Cepas citopéticas e nao-citopaticas de HoBi-like virus
também foram isoladas em pulmbes de animais que morreram em um surto de
doenca respiratdria na Italia (DECARO et al., 2012b).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

Pestivirus sdo encontrados em todo mundo e podem infectar diferentes
espécies de animais domésticos (bovinos, bufalos, ovinos, caprinos, suinos) e
animais selvagens ungulados (BECHER et al., 2003) como girafa, antilope e cervo
(POTIGIETER 2004; EVERMANN 2006; VILCEK & NETTLETON 2006; RUMENAPF
& THIEL 2008; PASSLER & WALZ 2009; BYERS et al., 2011).

A doenca pode ser letal dependendo da patogenicidade da cepa viral
responsavel pela infeccdo ou pode ser assintomatica como acontece na maioria das
infeccbes a campo (PETERHANS et al.,, 2010a). Porém infeccbes agudas em
ruminantes sdo menos frequentes que infecgbes transitorias, sendo que a Ultima
gera imunidade a futuras infeccoes (CHASE et al., 2004).

Pestivirus podem causar infeccdo transitoria ou persistente. Os animais

persistemente infectados (PI) tém papel fundamental na manutencdo e
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disseminacgéo do virus dentro do rebanho e entre rebanhos. Bovinos Pls séo raros e
originados de uma infeccéo viral do feto via transplacentaria que ocorre no terco
inicial da gestacdo de uma vaca suscetivel, ndo imune a infeccéo viral (HOUE 1999,
PETERHANS et al., 2010).

2.3.1 Diarreia Viral Bovina (BVD)

A BVD é responsavel por causar expressivo impacto econémico e gerar uma
grande variabilidade de sinais clinicos em ruminantes (gastroentéricos, respiratorios
e reprodutivos) o que dificulta o diagnostico e o consequente tratamento ou
prevencado (HOUE et al., 1999; GOENS et al., 2002; RIDPATH et al.,2005).

A doenga € considerada endémica na maioria das criacdes comerciais de
bovinos, pode ser transmitida verticalmente ou horizontalmente, causando infec¢des
transitorias (Tl) ou infeccdes persistentes (Pl). Os animais Pl excretam
constantemente grande quantidade de particulas virais por secrecfes vaginal, nasal,
oral, placenta, sangue, sémen e leite e em menor propor¢dao por urina e fezes
(HOUE 1999; LINDBERT et al., 2004; POTGIETER 2004; THURMOND 2005;
RIDPATH 2005, RADOSTITS et al., 2007). Portanto facilitando a transmissao entre
rebanhos, principalmente através da movimentacdo desses animais (LINDBERG et
al., 1999), enquanto que o Tl excreta uma baixa quantidade por menor periodo
(HOUE 1999; GOENS 2002; LINDBERG et al., 2006).

A prevaléncia da infeccdo dentro dos rebanhos vai depender principalmente
de medidas de manejo adotadas como compra de animais, manejo reprodutivo e
vacinagao (HOUE 1999). A prevaléncia de Pl pode variar entre rebanhos de 0,1 a
1,5% (TAYLOR et al., 1995; HOUE 1999; GROM et al., 1999).

HOUE (1999) descreve que em confinamentos, um animal Pl pode infectar
mais de 90% do rebanho antes de alcancar 3-4 meses, enquanto que em criagbes
extensivas a taxa de transmissdo € mais lenta. RODINING et al, 2012
demonstraram através de experimento que a introdu¢cdo de um animal Pl em um
rebanho, 50 dias antes da estacdo de monta, ndo traz prejuizos a reproducéo, pois
0s animais adquirem imunidade ativa e desenvolvem protecéo a futuras exposicoes
a campo.

O BVDV pode sobreviver no ambiente por semanas, assim animais

susceptiveis podem ser infectados também quando expostos a alimentos ou
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equipamentos (agulhas ou material cirdrgico contaminado, luvas de palpacéo,
tatuadores e aplicadores de brinco) previamente utilizados por animais Pl e/ou por
animais com infec¢do aguda (THURMOND 2005).

Ha também a probabilidade de transmissédo de particulas virais através de
aerossois, principalmente em casos de bezerros infectados pelo BVDV-1
apresentando a forma respiratdria da doenca (BAULE et al.,, 2001), bem como
através de vacinas vivas modificadas (THURMOND 2005). A transmissao vetorial
por moscas hematoéfagas € possivel, ja que o BVDV foi isolado em moscas como a
Muscae autumnali e a transmisséo foi reproduzida experimentalmente, utilizando-se
as espécies Stomoxys calcitrans, Haematopota pluvialis e Hydrotaea irritans, apés
repasto forcado por 10-15 minutos em um animal Pl (EDWARDS 1991; THURMOND
2005).

2.3.2 HoBi-like virus

HoBi-like virus foi detectado em lotes de soro fetal bovino contaminado
SCHIRRMEIER et al., 2004; LIU et al., 2009a; PELETTO et al.; 2010; XIA et al., 2012),
em animais naturalmente infectados durante levantamentos sorolégicos e
diagnéstico em sangue e sémen no Brasil (STALDER et al.,, 2005; STAHL et al.,
2007, BIANCHI et al., 2011), mas houveram também isolados associados a
apresentacao clinica, como abortos e doenca respiratéria grave (CORTEZ et al.,
2006; DECARO et al.,, 2011; DECARO et al.,, 2012b). Esses isolados foram
encontrados em trés continentes (América do Sul, Europa e Asia).

Posteriormente houve a reproducdo experimental em bovinos, ovinos e suinos
da doenca (DECARO et al., 2012c). Estudos realizados por LARSKAN et al., 2012 a
partir da inoculacdo de cepa altamente virulenta de BVDV e HoBi-like virus
demonstraram que a apresentagéo dos sinais clinicos nos animais inoculados com o
virus foi mais branda quando comparada com as infec¢des naturais.

Acredita-se que a principal forma de disseminagao deste virus ocorra através
da contaminagao de lotes de soro fetal bovino. Segundo MARTIN 2012, acredita-se
gue 30% do soro fetal bovino originarios da América do sul que sao testados na
Europa sdo positivos para o HoBi-like virus (BAUERMANN et al., 2013),
caracterizando um grave problema de biosseguranca em insumos biolégicos como

vacinas e kits diagnosticos, que podem tornar-se vias de transmissdo do virus
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(STALDER et al., 2005, STAHL et al., 2007; LIU et al., 2009a; PELETTO et al., 2010;
XIA et al., 2012). Recentemente, comprovou-se uma infec¢do persistente indicando
gue animais PI por virus HoBi-like (DECARO et al., 2013).

Acredita-se que o Brasil, Itdlia e Tailandia sejam regi6es endémicas de
infeccdo pelo HoBi-Like causando assim, grandes perdas econOomicas devido a
variabilidade de sinais clinicos apresentados (respiratorios, reprodutivos)
comprometendo assim o comércio internacional de animais e produtos de origem
animal destes paises (BAUERMANN et al., 2013).

2.4 PATOGENIA E CARACTERISTICAS CLINICO-PATOLOGICAS

Dependendo da cepa isolada, da espécie animal afetada e da interacéo
agente hospedeiro, as infeccbes por agentes deste género podem ocasionar sinais
clinicos altamente letais e/ou subclinicos (VILCEK et al., 2006; RUMENAPF & THIEL
2008; PETERHANS et al., 2010).

2.4.1. Diarreia Viral Bovina

A principal porta de entrada do BVDV é a oronasal (BAKER 1995; RIDIPATH
et al., 2005; RIDPATH & FLORES 2007; LIEBLER-TENORIO 2005), iniciando com
uma replicagcdo do virus na tonsila palatina, disseminando para linfonodos
adjacentes, timo e placas de Peyer, neste periodo eleva-se a altos titulos de
anticorpos por até 6 dias ap0s a infeccao. Essa replicacdo ocorre principalmente em
linfécitos, mieldcitos, mondcitos, macrofagos e células dendriticas, o que justifica a
marcada imunossupressao (LIEBLER-TENORIO 2004).

Embora a infeccdo por BVDV possa gerar diversos quadros clinicos, as
maiores perdas econdmicas estdo associadas a problemas reprodutivos. (HOUE
1999). A infeccao intra-uterina do BVDV em fetos de fémeas soronegativas pode
resultar em diversos quadros clinicos dependendo do periodo de gestacao
(GROOMS 2004; GROOMS & GIVENS 2005; GROOMS et al., 2006). Dentre os
quadros clinicos ressalta-se a baixa taxa de concepcdo, morte embrionaria e
disfungéo ovariana (GROOMS 2004; LIEBLER-TENORIO 2005).

A infeccdo do feto gera os maiores impactos econdmicos (FLORES &
SCHUCH 2007). N&o se sabe exatamente o mecanismo pelo qual o virus
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ultrapassa a barreira placentdria, mas acredita-se que as lesdes vasculares
ocasionadas permitem a entrada do virus (FREDRIKSEN et al., 1999). As infeccbes
entre os 40 e 120 dias de gestacdo dao origem aos animais Pls, porém podem gerar
morte fetal, aborto, mumificagdo e em menor escala anomalias (GROOMS 2004;
GROOMS & GIVENS 2005; GROOMS et al., 2006).

As malformacdes ocorrem normalmente em infecgcbes entre 100 a 150 dias de
gestacao, devido provavelmente a morte celular e resposta inflamatoria. Dentre as
malformagbes, as mais comuns sao hipoplasia cerebelar, hidrocefalia,
hipomielogénese, hipoplasia pulmonar e artrogripose (GROOMS 2004; GROOMS &
GIVENS 2005; EVERMANN & BARRINGTON 2005).

Os fetos que ndo desenvolvem sinais clinicos apo6s infeccdo por cepas néo-
citopéticas entre 40 e 120 dias de gestacdo tornam-se persistentemente infectados
(PI). Estes animais sdo imunotolerantes aos componentes estruturais do pestivirus
(GROOMS 2004). Na maioria das vezes, os animais Pl nascem clinicamente
saudaveis, eventualmente podem ser fracos ou ter malformacfes (POTIGIETER
2004; LIEBLER-TENORIO 2005), porém morrem nos primeiros meses de vida por
infecgbes secundarias (RIDPATH & FLORES 2007). Os fetos que entram em contato
com o virus entre 128 e 285 dias de gestacdo tém infeccdes transitérias e podem vir
a termo (POTIGIETER 2004).

A forma aguda da infecgao pelo BVYDV em animais n&do-prenhes pode resultar
em diferentes manifestacdes clinicas, dependendo de sua viruléncia e do status
imune do animal. Entretanto, estudos demonstram que 70 — 90% das infeccdes pelo
BVDV séao subclinicas (HAMERS et al., 2001). Infec¢cdes causadas por cepas virais
de baixa viruléncia, afetam principalmente animais de 6 a 12 meses de idade. Na
maioria dos casos sao autolimitantes e apresentam alta morbidade com mortalidade
baixa ou inexistente (HAMERS et al., 2001; FLORES & SCHUCH 2007).

Surtos com alta mortalidade em casos de infeccbes por cepas altamente
virulentas do BVDV tipo 1b e BVDV tipo 2 (HAMERS et al., 2001; RIDPATH et al.,
2006; FLORES et al., 2007; LUNARDI et al., 2008; HESSMAN et al., 2012) podem
ocorrer. Os sinais clinicos apresentados sdo severos e semelhantes aos
apresentados em casos de doenca das mucosas (FLORES et al., 2000; RIDPATH et
al., 2006; FLORES et al., 2007; LUNARDI et al., 2008).

A apresentacdo clinica de Doenca das mucosas (DM) é consequéncia da
infeccdo de um animal Pl por uma cepa CP BVDV, homologa a cepa NCP que gerou
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a infeccéo persistente. Acredita-se que haja uma mutacdo na cepa NCP gerando
uma cepa CP (POTIGIETER 2004). A DM pode ser dividida em aguda e crbnica, a
primeira caracteriza-se pelo aparecimento rapido dos sinais clinicos (2-21) em
animais de 6-24 meses e na cronica o curso da doenca pode chegar a 18 meses
(POTIGIETER, 2004).

Os sinais clinicos sdo semelhantes para as duas apresentacdes sendo
caracterizados por diarreia intermitente, hipertermia, anorexia e taquicardia.
Macroscopicamente séo visualizadas areas de Ulceras e erosdes na mucosa oral e
por todo o sistema digestério caracterizadas por extensas areas de necrose
recobertas por fibrina. Ha também alopecia na pele e hiperqueratose na regido dos
digitos e regido naso-labial.

Microscopicamente observam-se extensas areas de necrose por todo trato
digestério e centros foliculares. Na pele h4 areas de necrose associada a formacgéo
de crostas (POTIGIETER 2004). Estudo desenvolvido por HILBE et al., 2013
demonstrou que a via intrinseca da apoptose celular € um elemento chave na
patogénese da DM, mas ndo se sabe ainda os mecanismos pelos quais isso ocorre
nem qual o papel do virus nesse processo.

Alguns animais podem apresentar também sindrome hemorragica
caracterizada por trombocitopenia normalmente em infec¢cdes por cepas virulentas
de BVDV-2 (LEIBLER-TENORIO et al., 2004), e raramente € relacionada ao BVDV
tipo 1 (COLLOFF et al., 2012).

2.4.2 Infeccdes por HoBi-like virus

A maioria dos isolados de HoBi-like sdo de amostras de soro fetal bovino
(SCHIRRMEIER et al., 2004, STAHL et al., 2007, LIU et al., 2009a, PELETTO et al.,
2010, XIA et al., 2012) porém ha dois isolados de animais naturalmente infectados
(STALDER et al., 2005, STAHL et al., 2007).

Acredita-se que a primeira amostra isolada foi a BRZ buf 9 provinda de um
bdfalo doente em 1990 (STALDER et al.,, 2005; BAUERMANN et al., 2013),
posteriormente houve outros isolados a partir de bovinos abortados no Brasil
(CORTEZ et al., 2006; BIANCHI et al., 2011), BIANCHI et al., 2011 também obteve

isolados de sémen de um bovino em uma propriedade que apresentava o0
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nascimento de bezerros cegos e em sangue de bovinos provenientes de uma
propriedade que onde havia desordens reprodutivas.

Na Italia, DECARO e colaboradores (2011) descreveram um surto grave de
doenca respiratoria em bezerros em uma propriedade com 6 animais clinicamente
doentes diagnosticados por isolado de secre¢des nasais, do pulméao de dois bovinos
gue morreram e em um feto abortado (DECARO et al., 2012a)

Esses quadros clinicos sdo semelhantes aos ja descritos em BVDV (Baker
1995). Porém, no surto de doenca respiratoria foi associado a HoBi-like virus na
Itélia, também foram isoladas cepas CP e NCP do pulmdo de um dos bovinos,
sendo este achado compativel a Doenca das Mucosas. Todavia, ndo foram
observados sinais clinicos e lesionais comuns a este quadro, indicando que a
patogenia e patogenicidade do HoBi-like virus deve ser melhor estudadas (DECARO
et al., 2012b).

2.5 Diagnoéstico Laboratorial

O controle de doencas infecciosas esta diretamente ligado a capacidade dos
testes de diagnosticos em determinar se 0 animal teve contato com o agente. Para
algumas doencas, o controle pode ser feito simplesmente através de teste
laboratorial, sendo baseando no nimero de animais positivos (DUBOVI et al., 2013).

Para caracterizacdo da importancia econdémica de uma doencga, inclusive as
causadas por Pestivirus a investigacdo diagndstica deve envolver aspectos
epidemioldgicos como histérico do rebanho, sinais clinicos e achados de necropsia.
A partir, destes dados, o teste diagnostico pode ser direcionado, sendo confirmado
através da associacdo destes dados com a deteccdo do agente por isolamento e/ou
sorologia.

Atualmente existem diversas técnicas que avaliam a resposta soroldgica do
rebanho frente a infeccdo por Pestivirus. Estes testes possuem variados graus de
sensibilidade e especificidade, diferentes custos e tempo de realizagdo. As principais

vantagens e desvantagens destes testes estdo sumarizadas na Tabela 2.
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Quadro 1. Comparacédo entre os diferentes testes de

diagnostico para BVDV.

Teste Sensibilidade Tempo Custo
Isolamento Alta 2-14 dias Alta
FA Alta 1-2 dias Moderada
IHQ Alta 2-4 dias Alta
ELISA(ag) Baixa 2-6 dias Baixa
RT-PCR Alta 1-2 dias Moderada/Alta
SN Alta 3-5 dias Moderada
Sorol ELISA Moderada 4-6 dias Baixa

Fonte: DUBOVI et al., 2013.

2.5.1 RT-PCR

A medida que o estudo sobre o genoma dos Pestivirus evoluiu, o RT PCR tem
sido utilizado para deteccdo do RNA viral em diferentes manifestacées clinicas
devido a sua alta sensibilidade (>96%) quando comparada com o isolamento viral
para diagnostico de animais Pls (DEREGT et al., 2002; TAJIMA et al., 2005;
DRISKELL et al., 2006; EDMONDSON et al., 2007; Dubovi et al., 2013), permitindo
gue além de tecidos frescos, material embebido em parafina possa ser utilizado. As
principais amostras utilizadas para deteccéo viral sdo: sangue, pools de sangue,
soro, orgaos linféides, figado, pulméo, orelha, leite e sémen (DEREGT et al., 2002;
TAJIMA et al., 2005; DRISKELL et al., 2006; PILZ et al., 2007;EDMONDSON et al.,
2007).

Em rebanhos leiteiros a realizacédo de RT-PCR em amostras de tanque para
BVDV possibilita a investigagdo em um grande numero de animais e serve como
uma triagem inicial (CORBIERE et al., 2012, DUBOVI et al., 2013).

A pesquisa em sangue ou fragmentos de orelha em animais adultos do

rebanho se faz necessario jA que animais Pl podem sobreviver até dois anos ou
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mais (HOUE 1992), incluindo os touros que podem albergar o virus nos testiculos e
eliminar no sémen sem apresentar viremia (DEREGT 2005).

As técnicas mais utilizadas para deteccao de espécies virais deste género sao
descritas para amplificar uma sequéncia das regides mais conservadas dos
Pestivirus; para a codificagdo da regido 5 utiliza-se um par de iniciadores
denominados panpesti 324/326 (VILCEK et al., 1994) e para a regido Npro
BD1/BD2 (VILCEK et al., 2001). E também iniciadores para diferenciacdo de
bi6tipos como os descritos por Ridpath & Bolin 1998 o que é uma grande vantagem
para determinacdo do programa vacinal e medidas de controle da doencga.

Recentemente DECARO et al., 2012c descreveu uma técnica de nested-PCR
para deteccdo dos principais Pestivirus que infectam bovinos, incluindo o HoBi-like
virus, que na maioria dos relatos até o momento néo foi detectado por estas técnicas
convencionais descritas acima (SCHIRRMEIER et al., 2004, PELETTO et al., 2010,
DECARO et al., 2011). Segundo PELETTO 2010 a diferenca utilizando o primer
panpestivirus é de um nucleotideo na sequéncia do primer 324. LIU et al., 2008

desenvolveram uma técnica especifica para deteccdo de Pestivirus atipicos.

2.5.2 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica (IHQ) é uma técnica altamente sensivel e especifica
que detecta o antigeno no tecido por meio de anticorpos especificos. Para
realizacdo da técnica utilizam-se tecidos fixados em formalina e/ou incluidos em
parafina (HAINES et al., 1992; RAMOS-VARA 2011; DUBOQVI et al., 2013).

A IHQ pode ser considerada um teste padrdo para o diagnostico de animais
Pl por BVDV utilizando-se de pele da orelha, entretanto ndo é considerada uma
técnica adequada na deteccdo de BVDV na forma aguda da infeccado (THUR et al.,
1996, NJAA et al., 2000, CORNISH et al., 2005).

Atualmente, a bidpsia de pele da orelha vem sendo largamente utilizada para
deteccdo de animais Pls, devido a facilidade de coleta e transporte podendo ser
estocadas em formol por até 30 dias e no refrigerador por mais de 10 dias antes do
processamento, sem que isso ocasione resultados falsos negativos (MILLER et al.,
2005). CORNISH et al., 2005 diagnosticaram 100% de Pls analisados através da

IHQ.
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Atualmente existem variados tipos de anticorpos anti-BVDV como, por
exemplo, o anticorpo monoclonal 15c5, que reage com a proteina Erns (gp48),
possuindo uma boa capacidade de detectar a maioria dos isolados do BVDV e tem
sido usado com aplicacdes diagnosticas e de pesquisa (HAINES et al.,, 1992,
RADOSTITS et al.,, 2007, SANTOS et al.,, 2011). Adicionalmente, o anticorpo
monoclonal D89 que reage com a glicoproteina E2 (gp55) também tem sido utilizado
(ZHENGET et al., 1998, CRAIG et al.,, 2008). A Unica desvantagem associada a
técnica sdo as varias etapas em sua metodologia que pode propiciar erros
(CORNISH et al., 2005).

2.5.3 Isolamento Viral

O isolamento viral é considerado o padrao ouro para o diagnostico de BVDV.
Porém a metodologia empregada por cada laboratério é variavel, principalmente em
relacdo a sensibilidade da cultura de células utilizadas (DUBOVI et al., 2013).

Para o isolamento viral, o0 conhecimento sobre a patogenia da doenca é

fundamental para coletar e remeter amostras adequadas para o laboratério. BVDV
pode replicar em diferentes cultivos celulares, entretanto os mais sensiveis sdo as
células MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney Cells), BT (Bovine Turbinate) e Btest
(Bovine Testicle) (SANDIKI, 1999; SALIK et al., 2004). Resultado semelhante a
BVDV-1 e BVDV-2 foi observado para HoBi-like virus (DECARO et al.,, 2011;
DECARO et al., 2012a; BAUERMANN et al., 2013).
No animal vivo, o melhor material para isolamento viral € o sangue total, do qual
leucécitos sdo extraidos e utilizados como indculo (SALIK & DUBOVI 2004). Outras
amostras como soro, fezes, sémen e suabes naso-faringeos e orais, também podem
ser utilizadas (RADOSTITIS et al., 2007). Em animais Pls, o virus pode ser isolado
de praticamente todos os 6rgdos (DUBOVI et al., 2013). Das amostras provenientes
de necropsias de animais com infeccdo aguda e/ou fetos, os 6rgdos de eleicdo séo
tecidos linfoides como baco, placas de peyer, linfonodos mesentéricos e timo
(SALIK et al.,, 2004). O importante é isolar de células mononucleares viaveis,
portanto o congelamento e descongelamento sucessivo podem comprometer o
isolamento viral (DUBOVI et al., 2013).
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2.5.4 Sorologia

Os testes sorologicos podem ser utilizados para determinar se o animal ja foi
infectado com o virus; se tem anticorpos colostrais; se € imunizado adequadamente;
se esta com a infec¢do aguda ou se foi infectado no ambiente uterino (LAUREYENS
et al., 2009, DUBOVI et al.,, 2013),. A sorologia para BVDV pode ser realizada
através de técnicas como ELISA e a soroneutralizacdo (SN) (SALIKI & DUBOVI
2004; RIDPATH & FLORES2007).

Porém a interpretagdo dos resultados nem sempre é facil devido as diferentes
formas de apresentacao da infeccdo associada ou ndo a aplicacdo de vacinas que
conferem uma resposta humoral (GOYAL 2005). Os animais receberam via colostro
anticorpos maternais, apresentam anticorpos até 3-8 meses ap0s 0 nascimento, se
houver uma titulacdo significativa ap0s esse periodo isso indica infecgcédo viral
(GOENS 2002).

A escolha do teste utilizado depende do obijetivo, se for apenas para indicar
se existe ou ndo anticorpos, o teste de Elisa é recomendando por ser mais barato e
ter boa eficiéncia. Mas se o objetivo é determinar acao do anticorpo frente a uma
espécie viral, a soroneutralizacdo € a mais recomendada (DUBOVI et al., 2013). Um
estudo foi realizado com o objetivo de comparar a eficiéncia de quatro Kkits
comerciais de ELISA, em diferenciar animais expostos a infec¢édo natural pelo BVDV
de animais vacinados com vacina inativada, nenhum dos testes se mostrou eficaz
(RAUER et al., 2010). Para avaliar a soroprotecdo, a soroneutralizacdo se mostra
mais eficaz (DUBOVI et al., 2013).

Na infeccdo aguda de animais imunocompetentes, anticorpos contra BVDV
podem ser detectados de 10 a 14 dias ap0s a infec¢do (SANDVIK, 1999; RIDPATH,;
FLORES, 2007).

Pls sdo geralmente soronegativos, exceto quando apresentam anticorpos
colostrais nas primeiras semanas ap0s O nascimento ou quando respondem
imunologicamente a exposi¢cdo a virus heterdlogo ao virus infectante (GOENS,
2002). A titulacdo de anticorpos em tanques de leite pode indicar a prevaléncia de
animais soropositivos no rebanho (DIEGUEZ et al., 2009). Os exames sorolégicos
auxiliam na determinacdo da eficiéncia de vacinas, monitoria do status imune do
rebanho e indica possivel infeccdo (SALIKI; DUBOVI, 2004).
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Para o HoBi-like virus emprega-se as técnicas de rotina utilizadas para o
BVDV. Um novo teste denominado de Imunoensaio em microesfera desenvolvido
para detectar a proteina Erns de um isolado de HoBi-like, demonstrou ter mais
eficiéncia quando comparado com os testes de ELISA (XIA et al., 2010; LARSKA et
al.,, 2012; VIJAYARAGHAVAN et al., 2012; LARSKAN et al., 2013). Estes testes
diagnoésticos que utilizam a deteccdo de Erns e NS3 sado testes quantitativos e
permitem diferenciar animais doentes de animais vacinados (ALVAREZ et al., 2012;
RAUE et al., 2011).

Um estudo desenvolvido por BAUERMANN et al., 2012 demonstraram que o
HoBi-like virus foi detectado por 5 anticorpos desenvolvidos a partir da proteina E2
imunodominante e mais variavel proteina de envelope do BVDV. Porém obteve uma
reatividade cruzada maior com BVDV tipo 2 inclusive na soroneutralizacao
indicando que resultados mais confiaveis sdo encontrados quando utilizado uma
cepa homologa ao surto. Esses resultados indicam que mais estudos precisam ser
desenvolvidos para padronizar testes diagnoésticos especificos para HoBi-like virus

diferenciando assim de infec¢des por BVDV.

2.6 Controle e tratamento

Para a implementacédo de medidas de controle e prevencao de BVDV e HoBi-
like virus faz-se necessério a deteccdo e eliminacdo de animais PI; vacinacao para
melhorar a imunidade e prevenir reinfeccdo e medidas de biosseguranca
(LAUREYENS et al., 2009, DUBOVI et al., 2013).

E impossivel implantar um programa de controle sem uma metodologia solida
de detecgdo de animais Pl. Atualmente s&o utilizadas trés técnicas diagnodsticas na
rotina de deteccao de Pl sendo elas: IHQ ou imunofluorescéncia de pele de orelha,
ELISA para captura de antigeno através de amostras de pele ou leite e RT-PCR a
partir de amostras de sangue, leite ou pele. Todos estes testes podem detectar Pls,
entretanto o RT-PCR é considerado o teste padrdo para detectar animais com a
infeccdo aguda (DUBOVI et al., 2013; CORBIERE et al., 2012).

No caso do HoBi-like virus e BVDV, o controle de lotes de soro fetal bovino é
realizado por RT-PCR ou isolamento viral. Sendo fundamental para controlar a
disseminagéo do virus através de vacina e demais produtos bioldgicos (XIA 2011;
STAHL et al., 2010, KOZASA et al., 2010).
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Recentemente NEWCOMER et al., 2012 desenvolveram um composto
aromatico catibnico denominado DB772 demonstrando propriedades antivirais in
vitro contra BVDV-1, e para as demais amostras de Pestivirus como BVDV-2, virus
da doenca da fronteira (BDV), Hobi-like virus, pronghorn virus e Bungowannah virus.
Para todos esses virus, o0 composto demonstrou capacidade em inibir a replicagédo
viral em doses maiores que 0,20 uM (micromolar). Este composto antiviral
demonstrou ser eficaz para uso preventivo ou terapéutico para diversas pestiviroses.

O uso de vacinacao para controlar a infecgbes por BVDV apresenta grandes
desafios, devido a natureza do virus, interacdo do virus com o sistema imune e a
sua capacidade de estabelecer infeccBes persistentes. As vacinas utilizadas
atualmente (vivas modificadas; mortas) sao eficazes em situacbes que a doenca
esta controlada em nivel de rebanho, sendo pouco eficazes em casos isolados,
(RIDPATH 2013).

Existem dois programas de controle para BVDV que séo referéncia para os
Estados Unidos e Europa. No EUA o programa se baseia em medidas direcionadas
para cada Estado com base na incidéncia da doenca, densidade das populagdes de
animais, movimentagc&o dos animais, contato com populacdes de animais selvagens,
nivel de conformidade produtor e a variacdo entre as cepas circulantes do BVDV.
Todos os programas se baseiam em fornecer informacdes aos produtores e fazer o
diagndstico correto da doenca por médicos veterinarios treinados (RIDPATH 2012).

Na Europa os programas de erradicacdo estdo em andamento em diversos
paises e tem como base analisar cada regido, tomando medidas zoo-sanitarias
rigorosas para nao permitir a introducdo de BVDV em rebanhos livres e
principalmente a identificagdo e eliminagdo de animais PIs, tudo isso com 0 uso
limitado de vacinas (STAHL et al., 2012).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos Gerais

Realizou-se a investigacdo em uma propriedade de criacdo extensiva de
bovinos de corte, no municipio de Cuiabad /MT, onde ocorreu um surto de

mortalidade de bezerros nos meses de dezembro de 2010 a junho de 2011.
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Informacbes sobre o histérico do rebanho, quadro clinico e prejuizo econdmico
direto, foram obtidas com a proprietaria e vaqueiros.

Durante a ocorréncia do surto, o responsavel pela propriedade encaminhou
um bezerro (1) morto para Laboratério de Patologia Veterinaria da Universidade
Federal de Mato Grosso, Cuiaba (LPV-UFMT). E dois meses ap0s encaminhou
outros dois bovinos doentes (2 e 3) foram encaminhados ao Hospital Veterinario
(HOVET/UFMT) para acompanhamento clinico.

Estes animais ficaram alojados em baias do HOVET onde receberam
fluidoterapia e leite. Durante o periodo de observacdo houve a afericdo dos
parametros clinicos. Entretanto os dois morreram espontaneamente e foram
necropsiados. Posteriormente, em uma visita a propriedade, amostras de bidpsias
orelha e sangue com e sem EDTA foram coletadas, de fémeas bovinas e bezerros
gue apresentavam que pertenciam ao lote de animais que tiveram transtornos

reprodutivos e ou nasciam fracos.

3.2 Necropsias e avaliacao histolégica

Durante as necropsias dos bezerros as alteracbes macroscopicas obervadas
foram anotadas. Para exame histopatolégico coletou-se fragmentos de pele, lingua,
esbfago, pulmao, coracédo, baco, linfonodos, intestino, figado, rins, ramen, reticulo,
omaso, abomaso e o encéfalo, que foram fixados em formalina tamponada 10% por
48 horas, incluidos em parafina, para a obtencédo de cortes histolégicos e posterior
confeccdo de laminas histoldgicas para a coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) e
lAminas de Poly-I-lysine para imuno-histoquimica (PROPHET et al., 1992).

3.3 Coleta de amostras de orelha e sanque

A biopsia de orelha foi realizada na propriedade pela equipe do LPV-UFMT.
fragmentos de aproximadamente 1 cm de comprimento e 0,5 cm de largura foram
coletadas da ponta do pavilhdo auricular de 42 animais (11 bezerros e 31 vacas).
Essas amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio contendo solucdo de
formalina a 10% por 24 horas. Este material foi desidratado em solu¢cdes crescentes
de alcool etilico, diafanizados em xilol e incluidos em parafina (PROPHET et al.,

1992). Posteriormente, foram realizados cortes de 5 micrometros em laminas de
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Poly-I-lysina, submetidas ao teste imuno-histoquimico. Adicionalmente foram

coletadas amostras de sangue com e sem EDTA.

3.4 Imuno-histoquimica

A técnica foi realizada em amostras de pele, lingua, esbfago, pulmao,
coragao, tireoide, timo, pancreas, baco, linfonodos, intestino delgado e grosso,
figado, rins, ramen, reticulo, omaso, abomaso e encéfalo. A técnica foi realizada
utilizando o anticorpo monoclonal D89 (VRMD), que foi diluido em solucéo salina na

concentracéo de 1:400.

As laminas foram desparafinadas em xilol, hidratadas em solucfes decrescentes
de alcool etilico e lavadas em &gua destilada. A recuperagéo antigénica utilizada foi
calor, as laminas foram armazenadas em cubas com solu¢do de tampéo citrato pH
6.0 e levadas ao microondas por 3 minutos e as marcacdes inespecificas foram
reduzidas a partir aplicacdo de leite desnatado a 5% por 20 minutos a temperatura
ambiente. O anticorpo primario foi aplicado por 14 a 16 horas (overnight) a 4° C, em
camara umida. Posteriormente, utilizou-se anticorpo secundario biotinilado e solucéo
streptavidina conjugada a uma molécula de peroxidase (LSAB + System HRP,
DakoCytomation) por aproximadamente 20 minutos cada, a temperatura ambiente.
As laminas eram entdo lavadas em agua destilada e ap6s houve preparacdo da
solugdo reveladora. Esta consistia do cromégeno Vector® Nova Red™ que era
diluido conforme instru¢des do fabricante em 5ml de agua destilada, era aplicado
sobre as laminas 100 microlitros da solucdo por 15 minutos. Fez-se contracoloracéo
com hematoxilina por 20 segundos, seguida de lavagem em agua e secagem em ar
corrente, para posterior passagem em xilol e montagem com Entellan. Em alguns
casos incluiram-se controles negativos substituindo apenas o anticorpo primario por

solugéo de PBS.

3.5 Isolamento Viral

Amostras de pulmdo, figado, baco, linfonodos, rim, sangue e soro foram
encaminhadas ao Laboratério de Virologia da Universidade Estadual de Londrina
para a realizacdo do isolamento viral e a transcricdo reversa seguida de reacédo da
cadeia da polimerase (RT-PCR) e posteriormente realizou-se o sequenciamento e

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

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

3.6 RT-PCR

O RNA foi extraido utilizando Trizol®LS Reagent (Invitrogen, Carlsbad, EUA)
e seguindo as instrucfes do fabricante. O ensaio de RT-PCR foi realizada utilizando
o conjunto de iniciadores para a forward 324 (5 'ATG CCC WTA GTA GGA CTA
GCA 3'), e 326 reverse (5 " TCA ACT CCA TGT GCC AGT TAC 3') concebido para
amplificar a 288 pb da regido 5'UTR do genoma de BVDV. Também foi utilizado o
par de iniciadores foward BD1 (5'-TCT CTG CTG TAC ATG GCA CAT G-3 "), e BD3
reverse (5'-CCA TCT ATR CAC ACA TAA ATG TGG T-3') concebido para amplificar
um 428 bp amplicon comprimento de parte da regido do genoma de Npro BVDV
(VILCEK et al., 1994, 2001).

O fragmento amplificado da UTR 5 'da amostra de sangue foi clonado
utilizando o kit de clonagem TOPO TA de Sequencing (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, EUA), de acordo com as instru¢es do fabricante.

Para a diferenciacdo dos bi6tipos foi utilizado os primers; NS2-3-Foward —
5-GCA GAT TTT GAA GAA AGA CAC TA- 3’ e NS2-3-Reverse — 5-TTG GTG
TGT GTA AGC CCA- 3’ para amplificar 402 pb em amostras NCP e/ou 650 pb em
amostras CP como descrito por (KARAOGLU et al., 2003).

A RT-PCR foi realizada como se de acordo com LUNARDI et al, 2008, e os
produtos foram submetidos a electroforese em gel de 2% de agarose corado com
brometo de etidio (0,5 mg / ml) em TBE tampé&o pH 8,4 (89 mM Tris-HCI,. 89 mM de
acido borico,b 2 mM de EDTA), em tensdo constante (90 V) durante

aproximadamente 45 min, e visualizados sob luz UV.
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3.7 Sequenciamento e analise filogenética

A sequéncia das amostras amplificadas foram purificadas utilizando GFXTM
PCR DNA e Gel Purification Kit Band (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido),
quantificado em QubitTM Fluorometer (Invitrogen Life Technologies, EUA) e
sequenciados em ABI3500 1000/Automated 96 Capilar Sequéncia de DNA, Thermo
Sequenase ™ DNA polimerase || e o DYEnamic ET Dye Terminator ™ Kit (GE
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Analises filogenéticas foram realizadas
com o software MEGA, versao 5.05 (TAMURA et al., 2007). As analises foram
baseadas em um neighbor-joining método a partir do modelo de Kimura dois
parametros e a inicializacao foi estatisticamente suportado com 1000 repeticdes.

3.8 Soroneutralizacdo

Utilizou-se a cepa citopatica NADL do BVDV 1la que foi multiplicada em
células MDBK cultivadas em meio Eagle-Dulbecco (Invitrogen® Life Techologies,
EUA) suplementado com 7% de soro fetal bovino (SFB) livre de micoplasmas, virus
e de anticorpos contra o BVDV (Invitrogen® Life Techologies, EUA), 55mg/mL de
gentamicina (Sigma Co, EUA) e 2,5mg/mL de anfotericina B (Sigma Co., EUA). A
monitoria da contaminacdo das células e das partidas de SFB com BVDV NCP foi
realizada por meio da RT-PCR (PILZ et al., 2005), utilizando os primers descritos por
WEINSTOCK et al. 2001. O titulo viral da suspensédo celular foi calculado pelo
método REED & MUENCH 1938.

A técnica de virus-neutralizacdo foi utilizada para deteccdo de anticorpos

contra BVDV nas amostras de soro dos animais do rebanho e dos animais que
morreram na propriedade. A técnica utilizou microplacas de acordo com PILZ et al.,
2005. Foram avaliadas diluicdes crescentes dos soros frente a doses constantes da
cepa NADL CP do BVDV 1la 100DICC50 (doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares) e diluicbes seriadas (base 2) dos soros. Todas as analises foram
realizadas em duplicata.
O titulo de anticorpos foi expresso como a reciproca da maior diluicdo do soro que
inibiu a replicacdo viral na monocamada celular induzido pela cepa viral padrao.
Foram consideradas positivas as amostras que, apos 72 h de incubacdo a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,, inibiram o ECP do BVDV a patrtir da diluicao 1:8
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3.9 Avaliacdo econbmica

O impacto econémico gerado pela doenca foi estimado através do célculo do
custo direto da doenca no rebanho através da metodologia descrita por Bennett et

al., 1999, para determinar as perdas direta pela doenca:

C = perdas diretas doenca

L= perda esperada C=L+T+P

T= custo com tratamento

P= custo com prevencao

4. RESULTADOS

4.1 Dados epidemiolégicos

A mortalidade de bezerros ocorreu em uma propriedade de criagdo extensiva,
fase cria, localizada no municipio de Cuiaba/MT, que possuia um rebanho de 346
vacas, 4 touros e aproximadamente 295 bezerros, criados em sistema Voisin, em
uma area de 294 hectares, dividida em piquetes com 1 ha cada contendo 15
represas e 5 bebedouros. A propriedade utilizava inseminacao artificial em tempo
fixo (IATF) com posterior repasse de touros. O sémen utilizado era proveniente de
centrais de inseminagao artificial que faziam testes regularmente para BVDV e a
taxa de concepcdao obtida era em média de 60%.

Os bovinos alimentavam-se exclusivamente de pasto (Fig. 1A e 1B), com
suplementacdo mineral, recebiam vermifugacdo nos meses de maio e novembro e
vacinagao regular para Brucelose, Febre Aftosa, Carbunculo, porém ndo eram
imunizados para BVDV. Em épocas de escassez de pastagens, arrendavam-se
pastos em propriedades vizinhas. Nao foram introduzidos bovinos novos no plantel,
atée 12 meses antes do surto aqui descrito. Nao foram relatadas alteracdes
reprodutivas como aborto, natimorto, retorno ao cio frequentes ou malformacdes no
rebanho nem antes do surto nem apos o inicio da mortalidade. Relatou-se que um

bezerro nasceu subdesenvolvido, deformado e morreu com duas semanas de idade.
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Figura 1 (A) e (B). Bovinos pertencentes a propriedade onde ocorreu o surto de HoBi-Like virus.

4.2 Andlise clinico-patolégica

Bezerros com idade entre 1 e 9 meses foram acometidos e apresentaram
diarreia de amarelada a enegrecida (Fig.2C), febre, desidratacdo profunda, apatia
(Fig.2A), anorexia, lesbes ulcerativas na cavidade oral (Fig.2B e 2D) e lesbes
crostosas nos membros e narina. Todos receberam tratamento, porém ndo houve
resposta terapéutica e morreram com evolucéo clinica de 5 a 20 dias.

No bezerro 1 (N65/11) foi observado pela proprietaria e vaqueiros da
fazenda uma apresentacdo clinica menos severa, que caracterizava-se por uma
diarreia amarelada, liquida e desidratacdo profunda. Na necropsia as principais
alteracdes macroscopicas no Bezerro 1, foi conteddo amarelado e pastoso no
intestino e peritonite fibrinopurulenta associada com infeccdo umbilical.
Microscopicamente o Bezerro 1 apresentou onfaloflebite e peritonite supurativa.
Nos Bezerros 2 (N 201/11) e 3 (N210/11) os achados foram similares, observou-se
areas de alopecia difusa no dorso, hiperqueratose epidermal (Fig. 3B), Ulceras
recobertas por placas de fibrina no plano nasolabial (Fig.3A), na cavidade oral se
estendendo (Fig.3C) da mucosa lingua ao palato duro, além de aplainamento e
hiperemia de papilas orais. Erosbes com tendéncias lineares irregulares foram
observadas na lingua, no esdfago e nos pilares da parede ruminal e linfonodos
mediastinicos tumefeitos (Fig. 3D).

O rumen havia atrofia de papilas e no abomaso e o conteudo era vermelho-

escuro similar a borra-de-café com coagulos de sangue e grumos de fibrina. No
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intestino o contetdo estava liquido, tinha coloracdo avermelhada, continha grumos
de fibrina e as placas de peyer estavam evidentes, necroticas e recobertas por
fibrina. Extensas éareas, multifocais de necrose, ecobertas por camadas de
fibrina,eram observadas em toda extensdo do trato digestivo e ocasionalmente na

pele. Tabele 2.

Figura 2. Infec¢do por Hobi-Like virus. Bezerro 2. (A) Apatia e anorexia. (B). Mucosa oral:

Mudltiplas Ulceras na gengiva recobertas por placas defibrina (C) diarreia profusa liquida de
coloracdo enegrecida. Bezerro 3. (D) Mucosa oral: com Ulcera de aproximadamente 2 cm de

didmetro na gengiva
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Figura 3. Infeccdo por HoBi-Like virus. Bezerro 3: (A) Plano nasal: areas de ulceracdo. (B)
Hiperqueratose na regido palmar. Bezerro 2: (C) Mucosa oral: areas de ulceracdo. (D) Eséfago:

Ulceras lineares na mucosa de coloragéo escura
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Tabela 2. LesGes macroscopicas bezerros infectados com HoBi-like

LOCALIZACAO B1 B2 B3

1. PELE

- Plano nasal

LesOes ulcerativas e crostas - + +++
- Regido palmar, plantar e interdigital

de membros

LesOes crostosas - + +++
2. CAVIDADE ORAL
- Palato, Gengiva e lingua

LesOes ulcerativas e erosivas - +++ ++
3. TRATO DIGESTORIO SUPERIOR
- Esofago
Ulceras lineares - +++ +

4. TRATO DIGESTORIO INFERIOR
- RUmen e abomaso

Ulceras - + +/-
- Intestino delgado
Necrose em placa de peyer, contetdo - +++ +++

liqguido com grumos de fibrina.
- Intestino Grosso
Necrose em placa de peyer, contetdo - + +
liquido com grumos de fibrina

NC (N&o coletado); sem marcacgdo - ; marcacao discreta (+); marcacdo moderada ++; marcagéo

acentuada +++.

Microscopicamente havia principalmente necrose multifocal extensa, no
epitélio da cavidade oral, incluindo lingua,e do es6fago, do rimen e de abomaso
associado infiltrado inflamatoério polimorfonuclear difuso leve e queratinizacdo de
células epiteliais (Fig.4 A e D). Na pele havia hiperqueratose e proliferacdo
acantomatosa difusa acentuada associada difusa acentuada associada a infiltrado
inflamatorio mononuclear na juncdo dermo-epidermal (Fig. 4 C). No intestino
observou-se necrose de enterécitos difusa acentuada com perda de padrdo das
vilosidades além acentuada dilatacdo de criptas com debris celulares em seu interior
(Fig. 4 B).
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No rimen e abomaso havia areas multifocais de necrose associada a
infiltrado inflamat6rio misto moderado. Na pele havia hiperqueratose e proliferacéo
acantomatosa difusa acentuada associada a infiltrado inflamatério mononuclear
difuso moderado. Tabela 3.

Figura 4. Bezerro 2. (A) Eséfago: Area focalmente extensa de hiperqueratose. HE obj. 10x

(B) Intestino: Enterite mononuclear difusa acentuada com dilatacdo de criptas e deposicao
de debris celulares em seu interior. HE obj. 10x. Bezerro 3. (C) Pele: Formacgéo de crosta
focalmente extensa associada a infiltrado inflamatorio mononuclear multifocal leve na derme.
HE obj. 10x. (D): Gengiva: Acantose difusa acentuada associada a queratinizacdo de células

epiteliais. HE obj. 10x.
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Orgaos B1

B2

B3

1. PELE

- Plano nasal

Dermatite necrética

- Regiéo palmar, plantar e interdigital de
membros

Hiperqueratose

2. CAVIDADE ORAL

- Palato, Gengiva

Estomatite mononuclear necrosante
- Lingua

Glossite mononuclear

3. TRATO DIGESTORIO SUPERIOR
- Es6fago

Esofagite necrética mononuclear

4. TRATO DIGESTORIO INFERIOR
- Rimen

Ruminite necrética

- Abomaso

Abomasite necrética

- Intestino delgado

Enterite necrosante e dilatacdo de
criptas.

Serosite fibrino-supurativa

- Intestino Grosso

Enterite necrética

+++

+++

+++

+++

+++

+

+++

+++

++

++

++

+/-

+/-

++

+

NC (N&o coletado); sem marcacgdo - ; marcacdo discreta (+); marcacdo moderada ++; marcacdo

acentuada +++.

4.3 Imuno-histoquimica

No Bezerro 1 (N65/11) observou-se marcacao positiva em células epiteliais

das criptas intestinais e células epiteliais de tubulos renais (Fig 5A). Nos Bezerros 2

e 3 principalmente em células epitelias da pele (Fig 5D), narinas (Fig 5C), gengiva

(Fig 5B), lingua e esofago.Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicdo e quantificacdo da marcacdo imuno-histoquimica
em oOrgéaos coletados de 3 bezerros que morreram no surto de mortalidade
em uma propriedade no Municipio de Cuiaba, MT, no periodo de abril a
maio de 2011.

Orgaos B1 B2 B3

Cortex - - -
Cerebelo - - -
Medula oblonga - - -
Lingua NC +++ +++
Gengiva NC +++ F++
Pele (focinho) NC +++ +++
Pele (MP) NC +++ +++
Coracao - - -
Pele Orelha NC ++ (+)
Pulméao - - -
Tiredide - - -
Linfonodo mediast - - -
Esofago NC +++ +++
Timo - - -
Baco - - -
Pancreas - - -
Figado - - -
Rumen - - -
Reticulo - - -
Omaso - - -
Rim + - -
Abomaso - - -
Intestino Delg ++ - -
Intestino Grosso - (+) -

NC (Nao coletado); sem marcacéo - ; marcacao discreta (+); marcacao

moderada ++; marcacao acentuada +++.



Figura 5. Técnica de imuno-histiquimica com anticorpo D89 (VRMD) ) em amostras de
bezerros da propriedade onde ocorreu mortalidade associada ao HoBi-like virus no
Munciopio de Cuiaba, MT. Bezerro 1. (A) Intestino delgado: citoplasma de enterdcitos
marcadas em vermelho. IHQ, obj. 40x. Bezerro 2. (B) Gengiva: Marcacdo em vermelho no
citoplasma de células epiteliais, IHQ, obj. 40x. Bezerro 3. (C) Pele (narina): Marcagao do
citoplasma de células epiteliais. IHQ, obj. 40x. (D) Pele: Marcacao do citoplasma de células
epiteliais. IHQ, obj. 20x.
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4.4 RT-PCR e andlise filogenética

A analise molecular do material coletado dos bezerros 2 (N201/11) e 3
(210/11), através do RT-PCR revelou amplificacdo de um produto com 288 pb da
regido 5 UTR e de 428 pb da regido NP de todos os tecidos analisados. A amostra
de sangue do animal 3 (N201/11) que foi clonada também amplificou 288 da regido
5 UTR.

As melhores sequéncias obtidas do animal 3 (N201/11) foram a partir de
fragmentos de baco (NP), pulmao (NP) e sangue (5’'UTR) e do animal 4 (210/11)
foram de bago (5’'UTRe da NP®), linfonodo e rim (5’'UTR). A seguir, foi realizado
entdo o sequenciamento dos amplicons do baco (LPV-WR/BR11) das duas regides
do genoma viral (BUTR e Npro). O alinhamento multiplo das sequéncias obtidas,
agora denomidas LPV-WR/BR11, agruparam no cluster HoBi virus. A anélise dos
produtos de amplificacdo da regido NP apresentaram identidade de sequéncia dos
nucleotideos de 94,3% com a estirpe IZSPLV_do isolado de um lote de FCS. Ja a
analise da regidao 5’UTR demonstrou similaridade maior que 98,8% com as estirpes
SVA/cont-08 e Hobi/Brazil/315/2004. Fig. 8 N’ e Fig 9. 5 UTR.

As amostras de soro dos 42 animais do rebanho ndo amplificaram na RT-
PCR para BVDV. Na RT-PCR realizada com o sangue da amostra 3 (N201/11)

obteve-se uma amplificacdo de 450pb o que sugere que a amostra € citopatica.
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Figura. 6. A andlise filogenética da cepa LPV-UFMT/BR um fragmento de 428 pb das seqiiéncias
Npro de representantes selecionados de cada uma das espécies conhecidas do género Pestivirus. A
arvore foi construido utilizando neighbor-joining e Kimura dois parametros como um modelo de
substituicdo de nucleotidos. Sequéncias utilizadas no alinhamento foram adquiridos a partir de

GenBank.
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Fig.7. A analise filogenética da cepa LPV-UFMT/BR um fragmento de 288 pb das sequiéncias 5'UTR
de representantes selecionados de cada uma das espécies conhecidas do género Pestivirus. A
arvore foi construida utilizando neighbor-joining e Kimura dois parametros como um modelo de
substituicdo de nucleotidos. Sequéncias utilizadas no alinhamento foram adquiridos a partir de
GenBank.
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4.5 Soroneutralizacao

Na soroneutralizacdo usando BVDV-1la cepa NADL identitificou a maioria dos
animais com titulos baixos de anticorpos (<4), 23 (7,1%) animais, sendo 10 bezerros
e 13 vacas. Duas vacas foram nao-reagentes, sendo que uma delas era mée do
bezerro 2, porém foram negativas na RT-PCR. As maiores titulacdes foram
observadas em 7 (2,2%) que apresentaram titulo acima de 32 . Os demais animais
apresentaram titulacdo que variou de 4 a 16. Os resultados estdo expostos na
Tabela 5.

Tabela 5: Titulacdo BVDV apresentada por vacas
e bezerros apo6s surto de mortalidade de bezerros
por HoBi-like virus em propriedade no Municipio
de Cuiab4, MT em 2011.

Categoria Anticorpos
animal Sim N&o Total
Bezerro 6 5 11
Vaca 25 6 31
Total 31 11 42

Sim: Titulagad >4

N&o: Titulacdo < 2
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4.6 Analise econdmica

O custo direto da doenca representou, um total de R$22.5547,60 sendo que
R$16.000,00 correspondeu a perda esperada, R$772,00 gastos com medicamento e

R$5.775,60 gastos com prevencdo, detalhes na Tabela 6.

Tabela 6. Custos diretos do Surto de HoBi-like virus no rebanho bovino atendido
pela equipe do LPV-UFMT.

Medicamento Preco (reais) Gasto/Perdas Total de gastos
Antibiotico 1 40,00 3 frascos 120,00
Antibiotico 2 29,00 4 frascos 116,00
Antitoxico 12,00 3 frascos 36,00
Polivitaminico 100,00 4 fracos 400,00
Soro 10,00 10 litros 100,00
Vacina para 120,00 (40 275 doses 825,00
Rotavirus e doses)

E. coli (Bezerros)

Vacina Rotavirus 120,00 (40 728 doses 2.184
vacas (Dose e doses)
reforgo)
Vacina BVDV e IBR 95,00 (25 doses) 728 doses 2.766,60
(Dose e reforco)
Perdas diretas de 800 20 bezerros 16.000
bezerros

TOTAL 22.547,60
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5. DISCUSSAO

Nesse estudo o diagnostico da infeccdo por HoBi-like virus baseou-se no
resultado da técnica de RT-PCR, sequenciamento e andlise filogenética, das
amostras dois bezerros necropsiados associado ao quadro epidemioldgico, clinico e
patoldgico obtidos na propriedade onde ocorreu mortalidade de bezerros.

Amostras de figado, bago, rim, timo, linfonodos, pulmé&o, sangue e soro foram
analisadas por RT-PCR e houve amplificacdo das regides 5’'UTR e NP do genoma
viral. O produto da clonagem também amplificou para a regidao 5’UTR do BVDV. Os
produtos de amplificacdo foram sequenciados, analisados e agrupados como Hobi-
Like virus.

Com grau de similaridade acima de 94% com a amostra IZSPLV_ (PELETTO
et al., 2010) na regidao 5’ UTR e acima de 98% com as amostras com SVA/cont-08
(LIU et al., 2008) e Hobi/Brazil/315/2004 (CORTEZ et al., 2006) na N*°. Todas estas
amostras tem origem brasileira 0 que demonstra que este virus esta amplamente
disseminado no Brasil e que assim como as estirpes Hobi/Brazil/315/2004 (CORTEZ
et al., 2006) e a Italy-83/10 (DECARO et al., 2011) estdo relacionadas com
apresentacao clinica, sendo que as trés pertencem ao grupo de amostras brasileiras
como descrito por STAHL et al., 2010.

Neste estudo, utilizou-se na RT-PCR inicidores panpestivirus 324/326 para
regidao 5’ UTR (VILCEK et al., 1994) e o BD1 e BD3 para a regido Npro (VILCEK et
al., 2001). Segundo diversos estudos iniciadores panpestivrus ndo foram capazes de
amplificar o HoBi-like virus (SCHIRRMEIERET et al., 2004; PELETTO et al, 2010;
DECARO et al, 2011). Segundo PELLETTO et al., 2010, em estudo realizado com a
cepa IZSPLV, para o primer 326/324 existe a diferenca em um nucleotideo do primer
324 que ndo permite a amplificacdo, o que nao foi observado no nosso estudo. Mas
assim como nos estudos desenvolvidos por Cortez et al., 2006 e Bianchi et al,. 2011
houve a amplificacdo de HoBi-like com primers para deteccdo de BVDV e
Pestivirus.

O gquadro clinico e as lesBes macroscépicas e histopatoldgicas encontradas
no surto, foram semelhantes aos ja descritos em infec¢cdes agudas por cepas
hipervirulentas de BVDV-1, BVDV-2 e em casos de doencas das mucosas (BAKER
et al., 1995, HAMERS et al., 2001; ODEON et al., 2003; RIDPATH et al., 2006;
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FLORES et al., 2007; LUNARDI et al., 2008; SANTOS et al., 2011; HESSMAN et al.,
2012).

A dermatite digital acompanhada de formacdo de crostas nas narinas, com
secrecdo nasal e ocular foi descrita na forma crbonica da doenca das mucosas
(POTIGIETER 2004). No presente estudo, esta forma da doenca das mucosas (DM)
nao pode ser descartada uma vez que houve a amplificacdo de um produto de
650pb da regido da proteina NS2-3 sugerindo tratar-se de uma cepa CP
(KARAOGLU et al., 2003). Todavia, devido a auséncia de isolamento viral das
amostras encaminhadas ndo foi possivel confirmar a presenca da cepa NCP,
impossibilitando afirmar que o quadro clinico apresentado tratava-se de doenca das
mucosas (ODEON et al., 2003 e LAUREYNS et al., 2011).

A imuno-histoquimica demonstrou acentuada marcacdo células epitelias e
linfoides em érgaos do sistema digestorio e pele. Segundo BRODERSEN 2004 a
marcacdo de células dendriticas, queratindcitos e células epiteliais de glandulas
sudoriparas e sebaceas € uma caracteristica comum a animais PIl, porém em nosso
estudo ainda néo foi possivel caracterizar tal quadro, pois ndo houve até o momento
o0 isolamento do virus.

Na RT-PCR e IHQ dos animais do rebanho ndo foi possivel confirmar a
presenca de animal Pl, uma vez que os Unicos animais BVDV positivos foram a
Obito. Nem mesmo as méaes de bezerros que morreram no surto, similar ao descrito
por HOUE 1999, que a porcentagem de animais Pl dentro do rebanho é muito baixa.
A sorologia indicou que a maioria dos bezerros apresentou uma titulacdo baixa < 4,
porém foram negativos na RT-PCR o0 que descarta a possibilidade de infeccdo
persistente.

Dos bovinos analisados na soroneutralizagdo, 7 vacas adultas apresentaram
titulacdo acima de 32 o que indica forte reacdo soroldgica, possivelmente devido a
recente exposicao viral.. Os resultados obtidos pela técnica de soroneutralizacdo
indicam a presenca de anticorpos neutralizantes para a cepa BVDV tipo la.
Entretanto, o HoBi-like apresenta baixa reatividade cruzada com o BVDV tipo 1
guando comparado com o BVDV tipo 2 sugerindo que na presenca de um surto o
ideal seria a utilizacdo de uma cepa homologa ao virus conforme o estudos
desenvolvidos por LARSKA et al., 2013 e BAUERMANN et al., 2012.

Acredita-se que as principais fontes de disseminacdo do HoBi sejam soro fetal
bovino (FBS) contaminado utilizado na producdo de vacinas, outros produtos
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biolégicos e técnicas utilizadas para reproducdo animal como a transferéncia de
embrides (TE) (BAUERMANN et al., 2013). No presente estudo, anteriormente ao
surto, o rebanho nédo era imunizado para BVDV e nao utilizava a TE no seu manejo
reprodutivo. Entretanto havia contato com animais de propriedades vizinhas e
realizava reposicdo externa de novilhas, sugerindo que as fémeas poderiam ter
contato com animais Pl através deste manejo. A utilizacdo de IATF e IA também
podem representar um risco adicional aos animais, uma vez que aumentam a
exposicao a visitantes e podem comprometer bissegurancga.

Foi estimado que o custo da doencga, entre mortes de bezerros, medidas
terapéuticas, foi de aproximadamente R$22500,00. Considerando-se que o lucro
liguido médio da venda de um bezerro para engorda esta entre R$200,00, seria
necessario vender 100 bezerros para cobrir os custos gerados pela doenca, levando
em conta que nessa propriedade hd em média o nascimento de 300 bezerros por
ano, o prejuizo gerado no surto representou um terco do lucro anual esperado pela

propriedade.

6. CONCLUSOES

O HoBi-like virus pode causar alta mortalidade de bezerros com quadro
clinico de gastroenterite e dermatite.

O quadro clincio e lesional encontrado nesse surto de mortalidade de
bezerros associado ao HoBi-like é similar ao descrito em infec¢cdes agudas por
cepas altamente virulenta de BVDV ou em casos de Doenca das Mucosas.

A técnica RT-PCR com o primer panpestivirus 324/326 para regiao 5 UTR e o
BD1 e BD3 para a Npro podem amplificar o HoBi-like virus.

A técnica de imuno-histoquimica utilizando o anticorpo D89 (VRMD) pode ser

uma alternativa diagndstica de animais Pl e doentes por HoBi-like virus
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