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RODRIGUES, W.B. Perfil da infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina em uma
unidade de criacdo de bezerras leiteiras. 2014. 55 f. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

RESUMO

O perfil da infecgdo pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) foi avaliado em uma unidade
de criagdo de bezerras leiteiras localizada na regido Oeste do estado do Parana, Brasil. A
unidade de criagdo recebia bezerras, sem raga definida, provenientes de pequenos rebanhos
leiteiros em sistema de produgdo familiar. As bezerras chegavam a unidade com 2 a 5 dias de
idade e eram mantidas em baias coletivas com capacidade para até 25 animais. Excetuando-se
o controle compulsorio de brucelose e tuberculose 0 manejo sanitdrio em cada rebanho de
origem ndo era monitorado. Como a infec¢do pelo BVDV pode ocasionar o nascimento de
animais persistentemente infectados (PI) e nenhum dos rebanhos empregava qualquer medida
sanitaria para o controle dessa infeccdo o BVDV foi selecionado como modelo de estudo.
Com o objetivo de avaliar a frequéncia da infecgdo pelo BVDV nos animais mantidos na
unidade foram conduzidos dois experimentos independentes sendo um longitudinal e outro
transversal. Em ambos os estudos a identificagdo de viremia pelo BVDV foi realizada pela
técnica de RT-PCR a partir da amplificacdo da regido ndo traduzida (5’UTR) do genoma viral
em amostras de sangue. No estudo longitudinal, um grupo de 59 bezerras foi monitorado nos
dias 1, 26 e 74 com o objetivo de identificar bezerras PI. Na primeira avaliacdo todos os
animais (n=59) foram amostrados e nas avaliacdes subsequentes apenas 0s animais positivos,
ou transitoriamente infectados (TI), nos exames anteriores. No estudo transversal, realizado
44 dias apds a conclusdo do estudo longitudinal, a infeccdo pelo BVDV foi monitorada por
meio da avaliagdo de 82 bezerras que ingressaram na unidade de criagdo apo6s o inicio do
estudo anterior. No estudo longitudinal o RNA do BVDYV foi identificado no sangue de 22
(37,3 %), 11 (18,6 %) e 3 (5,1 %) bezerras na primeira, segunda ¢ terceira coletas,
respectivamente. Das 82 bezerras incluidas no estudo transversal a viremia pelo BVDV foi
identificada em 39 (47,6%) amostras de sangue. O sequenciamento e analise filogenética dos
produtos da RT-PCR identificaram os subgenotipos BVDV-1a e 1b nos animais PI e TI. Os
resultados tanto do estudo longitudinal quanto do transversal demonstram que a introdugdo e
permanéncia de animais PI com o BVDV em unidades de criagdo de bezerras ¢ responsavel
pela manutencdo da alta propor¢do de animais virémicos (TIs) e disseminag@o da infeccao.
Paralelamente, os resultados desse estudo sugerem ainda que, assim como a pecudria leiteira
de alta produgdo, também a pequena producdo familiar pode ser impactada com essa
importante infec¢ao viral.

Palavras-chave: BVDV. Bovinos. RT-PCR. PI. Subgenotipos.



RODRIGUES, W.B. Infection profile of bovine viral diarrhea virus in a dairy calf
rearing unit. 2014. 55 p. Dissertation (Master’s Degree in Animal Science) - Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2014.

ABSTRACT

The profile of bovine viral diarrhea virus (BVDYV) infection was evaluated in a dairy calf
rearing unit located in the West region of Parana state, Brazil. The rearing unit received mixed
breed female calves from 45 small dairy herds of household production. Calves arrived at the
unit with 2-5 days of age and were kept a collective barn with up to 25 animals. Except for the
compulsory control of brucellosis and tuberculosis the health management in each herd was
not monitored. Since the BVDV infection might cause the birth of persistently infected (PI)
calves and no of the dairy herds has been vaccinated for the control and prevention of this
virus, the BVDV infection was chosen as a study model. In order to assess the frequency of
BVDV infection in the animals kept in the unit, two independent experiments, one
longitudinal and other cross-sectional were conducted. In both surveys, a RT-PCR assay was
performed that targeted untranslated region (5’UTR) of BVDV genome in blood samples of
calves to identify BVDV viremia. In the longitudinal study a group of 59 calves was
monitored on day 1, 26, and 74 in order to identify PI calves. In the first evaluation all calves
(n=59) were sampled. In the subsequent evaluations only positive or transiently infected
animals identified during previous examinations were surveyed. In the cross-sectional study,
performed 44 days after the conclusion of the longitudinal study, BVDV infection was
assessed through evaluation of new calves (n=82) arrived at the rearing unit during the
previous study. In the longitudinal study the BVDV RNA was identified in the blood samples
of 22 (37.3%) 11 (18.6%), and 3 (5.1%) calves in the first, second, and third collections,
respectively. The BVDV RNA was detected by RT-PCR in blood samples of 39 (47.6%)
calves included in the cross-sectional study. Nucleotide sequencing and phylogenetic analysis
of the amplicons identified the BVDV-1a and -1b subgenotypes in PI and TI calves. The
results of both longitudinal and cross-sectional study demonstrate that the introduction and
retention of PI animals with BVDV in a calf rearing unit is responsible for maintaining the
high proportion of viremic animals and the spread of infection. Additionally, the results of
this study show that as in high Brazilian producing dairy herds the BVDV infection also can
be a health concern in household production dairy herds.

Keywords: BVDV. Cattle. RT-PCR. PI. Subgenotypes.
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1 INTRODUCAO

Estudos sorologicos demonstram que a infec¢do pelo virus da diarreia viral
bovina (BVDV) esta amplamente disseminada nos rebanhos bovinos leiteiros e de corte em
todo o territério brasileiro. Com frequéncia, a infec¢ao tem sido relacionada com distarbios da
reproducgao tais como mortalidades embrionarias e fetais, natimortalidade, defeitos congénitos
e nascimento de animais fracos e com peso corporal abaixo da média da raga. Porém, outras
formas classicas de manifestagdo clinica como a forma aguda, caracterizada por ulceras e
erosdes em mucosas, as formas respiratoria, hemorragica e a Doenga das Mucosas também ja
foi descrita no Brasil.

O BVDV constitui duas espécies (BVDV-1 e BVDV-2) do género
Pestivirus, familia Flaviviridae. Por possuir genoma RNA de fita simples, mutacdes sdo
relativamente frequentes em cepas de BVDV. Até o momento ja foram descritos 18
subgenotipos em cepas de BVDV-1 e dois subgenotipos em cepas de BVDV-2. Ambas as
espécies de BVDV ja foram descritas nos rebanhos brasileiros, assim como os subgenotipos
la, 1b, 1d, 2a e 2b.

O BVDYV, em circunstancias especificas relativas ao status imunologico e
periodo gestacional da vaca e na dependéncia da cepa viral, ap6s a infec¢ao fetal pode
ocasionar o nascimento de animais persistentemente infectados (PI). Animais PI constituem o
evento epidemioldgico mais importante na infeccdo pelo BVDV uma vez que sdo o elo
principal da cadeia epidemiolédgica da infeccdo. Animais PI eliminam o BVDYV por todas as
secrecdes e excregdes por toda a vida e sdo os principais responsaveis pela disseminacao e
manuten¢do da infeccdo no rebanho. Nos programas de controle e profilaxia da infec¢do uma
das principais condutas ¢ a identificacdo e elimina¢ao de animais PI dos rebanhos.

Rebanhos bovinos leiteiros e os de cria na pecuaria de corte, quando
considerados abertos, a aquisicdo de fémeas para reposicao de animais para a reproducao ¢
um fato relativamente frequente. Rebanhos abertos sdo mais susceptiveis a infec¢do pelo
BVDYV, principalmente pelo fluxo de animais e a possibilidade de aquisi¢ao de animais PI, ou
até mesmo em periodo de infec¢do aguda. Com isso, além de facilitar a entrada do virus no
rebanho, hé ainda a possibilidade de que diferentes espécies de BVDV e mesmo que cepas
virais de diferentes subgenotipos circulem simultaneamente no mesmo rebanho.

Mais recentemente, com o objetivo de melhorar a genética de rebanhos
bovinos leiteiros, varias cooperativas de produtores t€ém implantado unidades de criagdo de

bezerras e novilhas. Bezerras provenientes de varios rebanhos sdo recebidas na unidade de
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criagdo com 2 a 5 dias de idade onde sdao criadas e devolvidas aos seus respectivos
proprietarios como novilhas prenhes. Quando um manejo sanitario rigido ¢ implantado tanto
nas unidades de criagdo quanto nos rebanhos fornecedores de bezerras o conceito ¢ valido,
pois proporciona incrementos quantitativos e qualitativos (genética) de rebanhos de pequenos
produtores.

Porém, o médico veterinario sanitarista deve considerar que o perfil ¢ a
realidade sanitaria de cada rebanho podem divergir consideravelmente na dependéncia do
manejo instituido em cada um deles. Sem davida o risco sanitario em unidades de criacdo de
bezerras ¢ grande.

No presente estudo o BVDV foi utilizado como modelo para avaliar o risco
de introducdo e de dissemina¢dao de infec¢dao viral em uma unidade de criacdo de bezerras

localizada na regido oeste do estado do Parana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

O virus da diarreia viral bovina (bovine viral diarrhea virus — BVDV) é um
membro do género Pestivirus, familia Flaviviridae, cuja infec¢do pode se apresentar tanto de
forma subclinica quanto clinica. Na dependéncia da cepa viral infectante, idade e condig¢do
fisioldgica os animais infectados podem apresentar sinais clinicos variados incluindo doenga
entérica, respiratoria, falhas reprodutivas e Doenga das Mucosas em bezerros PI (BAKER,
1995).

Atualmente héa duas espécies de BVDV reconhecidas (BVDV-1 e BVDV-2)
que juntamente com o virus da peste suina classica (classical swine fever virus - CSFV) e o
virus da Doenca da Fronteira (border disease virus - BDV) de ovinos constituem as quatro
espécies reconhecidas no género Pestivirus (BECHER; THIEL, 2011).

Além das espécies de Pestivirus reconhecidas pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV), novos pestivirus denominados “atipicos” tém sido descritos no
mundo e estes isolados incluem um pestivirus atipico isolado de girafa no Quénia (BECHER
et al., 2003), um virus isolado de antilope nos Estados Unidos da América (VILCEK et al.,
2005) e outro isolado em um surto de miocardite em suinos na Australia denominado virus
Bungowannah (KIRKLAND et al., 2007) (Quadro 1).

Um novo pestivirus atipico, inicialmente denominado virus HoBi-like tem
sido identificado no Brasil, Italia e Tailandia (BAUERMANN et al 2013). Este pestivirus,
atualmente considerado emergente, foi inicialmente identificado a partir de um lote de soro
fetal bovino importado do Brasil (SCHIRRMEIER et al., 2004). Analises antigénicas e
moleculares mostraram que o virus HoBi-like apresenta estreita relagdo com o BVDV-1 ¢

BVDV-2 (BAUERMANN et al., 2012), sendo proposto
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Espécie Status Hospedeiro-Alvo Distribuicdo Esforcos de erradicagdo Vacina disponivel
Virus da peste suina Reconhecido Suinos Todos os continentes Erradicado no Canada e Sim
classica (CSFV) pelo ICTV nos Estados Unidos

Virus da diarreia viral ~ Reconhecido Todos os Todos os continentes Erradicacdo em fase de Sim

bovina 1 (BVDV-1) pelo ICTV biungulados conclusdo na Escandinévia,

em processo em varias
outras regioes da Europa

Virus da diarreia viral ~ Reconhecido Todos os Todos os continentes Erradicagao em fase de Sim

bovina 2 (BVDV-2) pelo ICTV biungulados conclusdo na Escandinavia,

em processo em varias
outras regioes da Europa
O virus da doengada  Reconhecido Principalmente Todos os continentes Nenhum Nao
fronteira de (BDV) pelo ICTV pequenos ruminantes
Pestivirus de girafa Proposto Girafas Africa Nenhum Nao
Pestivirus de Proposto Pronghorn antilope América do Norte Nenhum Nao
Pronghorn
Pestivirus Proposto Suinos Australia Nenhum Nao
Bungowannah
Virus HoBi-like Proposto Bovinos e bubalinos América do Sul, Nenhum Nao
Sudeste da Asia,
Europa

Adaptado de BAUERMANN et al., 2013, ICTV= Comité Internacional de Taxonomia de Virus
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como prototipo de uma nova espécie de pestivirus, denominada por alguns pesquisadores
como BVDV-3 (LIU et al., 2009).

Além disso, os sinais clinicos ocasionados pela infeccdo com esse novo
virus assemelham-se as formas de apresentacdes clinicas historicamente associadas com
infecgdoes por BVDV, que incluem doenga respiratéria, abortos, baixo desempenho
reprodutivo, aumento da taxa de mortalidade em bezerros e o estabelecimento de infecg¢ao
persistente (DECARO et al., 2011; DECARO et al., 2012a; DECARO et al., 2013). Apos a
primeira detec¢@o do virus HoBi-like, novos isolados tem sido identificados em lotes de soro
fetal bovino contaminado na Australia, Brasil, Estados Unidos, Canada ¢ México (XIA et al.,
2011, 2013). No entanto, infeccdes naturais e surtos clinicos ja tém sido relatados no Brasil
(CORTEZ et al., 2006), Tailandia (STALDER et al., 2005) e na Italia (DECARO et al.,
2012b).

A organizagao do genoma dos pestivirus consiste em uma molécula de virus
RNA fita simples, polaridade positiva, com aproximadamente 12.3 mil pares de base (pb). O
genoma apresenta uma unica fase aberta de leitura (Open Reading Frame — ORF) que
codifica todas as proteinas virais, flanqueada por duas regides ndo-traduzidas 5’ ¢ 3’ (UTRs)
com 360 a 390 e 200 a 240 nucleotideos (nt), respectivamente (RIDPATH, 2010a). A ORF ¢
traduzida em uma longa poliproteina, que € clivada em 12 proteinas individuais a medida que
¢ traduzida na seguinte ordem: N uma autoprotease ndo-estrutural N-terminal, uma proteina
que forma um componente estrutural do capsideo (C), trés glicoproteinas do envelope (E™,
El e E2) e as proteinas ndo-estruturais NS2/NS3, NS4A, NS4B, NS5A ¢ NS5B (MEYERS;
THIEL, 1996) (Figura 1).
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Figura 1 — Organizagdo das proteinas estruturais e ndo-estruturais no genoma do BVDV
reconstituida por NEILL, 2013.
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O virion ¢ esférico e mede em torno de 40 a 60 nm de didmetro. O
nucleocapsideo icosaédrico é revestido externamente por um envelope derivado das
membranas da célula hospedeira, o que torna o virus suscetivel a inativagdo por solventes
organicos e detergentes. Além disso, o virion ¢ resistente a variagdes de pH 5,7 a 9,3 e pode
manter a infectividade no meio ambiente por até duas semanas. Porém, as particulas virais sao
rapidamente inativadas pelo calor, solventes organicos, detergentes e desinfetantes comuns,
como fendis e clorexidine (RIDPATH, 2005).

Como o BVDV ¢ um virus RNA, mutac¢des ocorrem facilmente, o que leva
a variagdes moleculares, antigénicas e de patogenicidade da cepa viral infectante. Por causa
das frequentes mutagdes no RNA viral durante a replicacdo, o BVDV pode existir como
quasi-species, que sdo diferentes, mas, estreitamente relacionados entre si (TAJIMA et al
2004).

As diferencas entre as espécies de BVDV podem ser encontradas por todo
genoma viral e ndo estdo restritas a uma unica regiao (LIU et al., 2010). Entretanto, o
segmento 5’UTR ¢ mais comumente utilizado para a detecgdo e caracterizacao molecular do
BVDYV porque possui areas altamente conservadas que sdo alvo para amplificagao pela reagdo
da polimerase em cadeia precedida de transcri¢ao reversa (RT-PCR) (BOOTH et al., 2013). A
proteina nio-estrutural N*°, exclusiva do género Pestivirus, também tem sido utilizada para

caracterizagdo de provaveis novos pestivirus (KUTA et al., 2013).
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As duas espécies reconhecidas do BVDV (BVDV-1 e BVDV-2) foram
inicialmente diferenciadas com base em estudos filogenéticos (RIPATH et al., 1994).
Posteriormente estudos com o objetivo de caracterizar antigenicamente cepas virais de ambas
as espécies também demonstraram diferenga (PELLERIN et al., 1994). O BVDV-1 representa
a maioria dos virus protdtipos vacinais e das cepas de referéncia, enquanto o BVDV-2 foi
identificado h4 duas décadas em surtos de BVDV agudo grave associado a sindrome
hemorragica na América do Norte ( RIDPATH et al., 2000).

Embora ndo reconhecidos pelo ICTV, andlises filogenéticas revelaram
subgenotipos nas duas espécies de BVDV, com ao menos 18 subgenotipos para BVDV-1 (la-
Ir) (GAO et al., 2013; YESILBAG et al., 2014) e dois subgenotipos em BVDV-2 (2a-2b)
(FLORES et al., 2002). A importancia clinica da classificacdo das cepas de BVDV-1 ¢
BVDV-2 em subgenotipos ainda ¢ uma questdo em discussdo. Diferentes subgenotipos
predominam em paises como Inglaterra ¢ Pais de Gales (STRONG et al., 2013), Argentina
(PECORA et al., 2014), Austria (ROSSMANITH et al., 2014), Estados Unidos ¢ Australia
(RIDPATH et al., 2010b) e estudos tem demonstrado diferengas antigéncias entre
subgenotipos utilizando painéis de anticorpos monoclonais (BOLIN; RIDPATH, 1998;
BACHOFEN et al., 2008).

No Brasil estudos t€ém demonstrado que a infeccdo pelo BVDV esta
amplamente difundida nos rebanhos bovinos e que as cepas brasileiras do virus apresentam
variabilidade antigénica marcante (BOTTON et al., 1998a; BOTTON et al., 1998b; CANAL
et al., 1998, FLORES et al., 2000). Analises filogenéticas indicam a presenga do virus das
duas espécies no rebanho brasileiro com predominio para os subgenotipos BVDV-1a, 1be 1d
(VILCEK et al., 2004; OTONEL et al., 2014) além da presenga também dos subgenotipos
BVDV-2a, 2b (FLORES et al., 2002; BIANCHI et al., 2011) (Quadro 2).
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Quadro 2 — Subgenotipos do virus da diarreia viral bovina identificados no Brasil

. Genotipos

Referéncia Estado =16 1d  Za o5
Vilcek et al. (2004) NI *

Cortez et al. (2006) RS, MG, MT, PR, SP  * * * *
Lunardi et al. (2008) PR *

Bianchi et al. (2011) RS * * *
Dias et al. (2012) MG *

Flores et al. (2012) RS *
Otonel et al. (2014) PR * * *

) pR (Parand); RS (Rio Grande do Sul); MG (Minas Gerais); MT (Mato Grosso) SP (S3ao Paulo); NI (Nao
informado)

De acordo com a capacidade de produzir efeito citopatico em cultivo
celular, os isolados de BVDV podem ser classificados em biotipos citopaticos (cp) e nao-
citopaticos (ncp). A grande maioria dos virus de campo s3o ncp; amostras cp sdo isoladas,
quase que exclusivamente, de animais acometidos por Doenca das Mucosas (BROWNLIE,
1990; BAKER, 1995).

A Doenca das Mucosas ¢ uma forma grave do BVDYV invariavelmente fatal,
estabelecida quando um animal PI, infectado com uma cepa de BVDV ncp, ¢ superinfectado
com uma cepa de BVDV cp antigenicamente semelhante (PETERHANS et al., 2010). O
BVDV cp que determina a Doenga das Mucosas geralmente se origina do BVDV ncp do
proprio animal PI devido a um evento de mutacdo que resulta na clivagem da proteina viral
NS2/3 gerando as proteinas NS2 e NS3 (LATTWEIN et al., 2012).

A recombina¢do com o RNA mensageiro da célula hospedeira, mutagdes
pontuais, translocag¢do e duplicacdo de genes sdo frequentemente observadas em eventos que
resultam na mudanca dos biotipos (BECKER, 2000). Analise genética de uma grande
variedade de cepas cp demonstra que o aumento da produgdo da proteina ndo-estrutural NS3 ¢
a caracteristica comum mais importante de todas as cepas de BVDV cp caracterizadas até o
momento (MEYERS; THIEL, 1996).

No entanto, os biotipos se comportam diferentemente in vivo. As cepas ncp
apresentam tropismo por leucocitos, orgdos linfoides e pelo trato respiratorio, enquanto as
cepas cp possuem predilegdo pelo trato digestorio (HAMERS et al., 2001). Citopatologia in

vitro ndo tem correlagdo com a viruléncia in vivo. A forma clinicamente grave da infecgao
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aguda pelo BVDV esta associada as cepas ncp (CARMAN et al., 1998; RIDPATH et al.,
2006).

A diferenca entre os biotipos cp e ncp € evidente na resposta imune inata
contra infeccdo viral que ¢ ativa desde o inicio da gestacdo. O interferon tipo 1 (IFN-1) ¢
fundamental na defesa antiviral do sistema imune inato que esté ativo antes do sistema imune
adaptativo atuar por meio do disparo de uma defesa antigeno especifica. O biotipo ncp de
BVDYV nio induz a produgdo de IFN-lem vérios tipos de cultura de células ao passo que
infeccdes com biotipo cp facilmente induzem a produg¢do de IFN-1 (PETERHANS et al.,
2003).

Uma vez que o IFN-1 ¢ um antiviral presente no inicio do desenvolvimento
fetal, o bloqueio da resposta imune inata, provocada por uma cepa de BVDV ncp pode
contribuir para o estabelecimento de infecgdo persistente (CHARLESTON et al., 2001).

A infeccdo de animais soronegativos com BVDV de ambos os biotipos
induz infecg¢do transitoria (aguda) subclinica ou com sintomas clinicos brandos (LANYON et
al., 2014). O virus pode ser eliminado pela resposta imune humoral e celular que ird proteger
o animal de novas infec¢des. Enquanto a infeccdo de animais imunocompetentes geralmente
leva a soro-conversdo e eliminagdo da infecc¢do viral, a infecgdo apenas com o BVDV ncp de
fémeas prenhes entre 40 e 120 dias de gestacdao pode levar a infec¢ao persistente do feto. O
sistema imune do feto nesse periodo gestacional ainda ¢ imaturo e ndo consegue estabelecer
uma resposta imune adaptativa contra o virus (KELLING et al., 2013).

A figura 2 apresenta os principais eventos resultantes da infec¢do por ambos
os bidtipos de BVDV cp/ncp em vacas gestantes e ndo-gestantes.

A maioria dos animais PIs sdo assintoméaticos e desempenham um papel
importante na epidemiologia da infeccdo, pois ndo sdo facilmente detectaveis e eliminam o
virus ao longo de suas vidas continuamente em grandes quantidades em secre¢des e excregoes
0 que garante a dissemina¢do permanente do virus nos rebanhos bovinos e dificulta os
esfor¢os no controle da infec¢do ( HOUE, 1995).

Embora animais PIs sejam imunotolerantes ao BVDV, sdo
imunocompetentes a outros antigenos (BROCK, 1995) e desenvolvem resposta imunologica
contra cepas virais heterologas do BVDV (BAKER, 1995). Essa caracteristica tem grande
importancia em programas de controle e, por esta razdo, a maioria das vacinas com virus
atenuado de BVDV utiliza cepas virais cp. Entretanto, infec¢cdes no final da gestacdo podem
levar ao aborto, malformagao fetal, nascimento de bezerros normais € imunocompetentes

(RIDPATH, 2010a).
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Figura 2 — Dinamica da infec¢do pelo BVDV ncp/cp em vacas gestantes e ndo-gestantes
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2.2 SINAIS CLINICOS

A variedade de sinais clinicos na infec¢do pelo BVDV depende do tipo de
cepa viral, idade, status imune e reprodutivo dos animais, além de infec¢des secundarias com
outros agentes. Embora o termo “diarreia” seja proeminente no nome, enfermidade entérica,
doenca respiratéria em bezerros, sindrome hemorragica, patologias cutineas,
imunossupressdo, perdas reprodutivas como infertilidade temporaria, mortalidade
embrionaria, aborto ou mumificagao fetal, malformacoes, natimortalidade ou nascimento de
bezerros fracos e invidveis sdo comumente relatados na infeccdo pelo BVDV (BAKER,
1995). Malformacgdes congénitas sdo produzidas pela infec¢do por BVDV entre 100 e 150
dias de gestagdo e incluem: hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, bragnatismo, hipotricose,

microcefalia entre outras (GROOMS, 2004).
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O BVDV ¢ linfotropico e infeccoes agudas podem resultar em
imunossupressao predispondo ao aumento da infeccdo por outros agentes infecciosos
(RIDPATH et al., 2010c). As células do sistema imune inato ¢ adaptativo sdo afetadas pelo
BVDV e leucopenia ocorre na maioria dos animais infectados de forma aguda (MULLER-
DOBLIES et al.,, 2004). De forma geral, cepas virais mais virulentas induzem maiores
declinios na contagem de leucdcitos do que cepas de baixa viruléncia. Linfopenia e
neutropenia sdo as principais anormalidades hematologicas encontradas (KELLING et al.,

2002).

2.3 DIAGNOSTICO

O isolamento viral em cultura de células tem sido a prova padrio no
diagnoéstico da doenga, porém ¢ uma técnica laboriosa que requer grande tempo para a
conclusao dos resultados. A detec¢do de antigenos por ELISA de captura (ACE) e imuno-
histoquimica (IHC) e a rea¢do da polimerase em cadeia precedida de transcri¢do reversa (RT-
PCR) tem ganhado destaque em contraste com o isolamento viral. Os testes de IHC e ACE
realizados em biopsia de pele tornaram-se amplamente utilizados e podem ser aplicados para
a detecgdo de animais PIs como métodos de triagem (ZIMMER et al., 2004, FULTON et al.,
2009). As biopsias de pele podem ser realizadas em animais jovens que foram negativos para
o isolamento viral e/ou que foram negativos para os testes de ELISA onde ocorre
neutralizagdo viral pelos anticorpos maternos (RIDPATH et al., 2002).

As técnicas moleculares ganharam uso generalizado como método de
diagnostico de rotina na infeccdo pelo BVDV. A RT-PCR ¢ especifica e sensivel e pode
detectar baixas concentragdes do virus em pool de tecidos, amostras de sangue, soro ou leite,
tornando esta uma forma economica de detectar a infecgdo viral em estratégias de triagem em
rebanhos (DRISKELL; RIDPATH, 2006). Porém, nenhum destes testes pode diferenciar a
infeccdo aguda da infeccdo persistente. Por isso, dois testes positivos de amostras bioldgicas
obtidas com intervalo de trés semanas, sdo necessarios para o diagnéstico de um animal PI
(RIDPATH, 2010a).

Testes soroldgicos podem ser utilizados para demonstrar a infeccao pelo
BVDYV, porém ndo sdo capazes de diferenciar anticorpos induzidos por vacinas daqueles de
infec¢do natural ou como resultado da transferéncia de anticorpos maternos (DEZEN et al.,
2013). O teste soroldgico pode ser utilizado para avaliar a eficicia de uma vacina e pode ser

utilizado em animais sentinelas para determinar se houve exposi¢do do rebanho ao BVDV
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(DIAS et al., 2010). O teste de virus-neutralizagdo é o ensaio sorologico geralmente utilizado
para determinar os titulos de anticorpos neutralizantes especificos contra o BVDV (SALIKI;

DUBOVI, 2004).

2.4 CONTROLE E VACINACAO

As principais medidas para o controle da infec¢do pelo BVDV consistem na
eliminagdo das fontes da infeccdo e, com isso limitam a transmissdo viral de individuos
infectados para animais susceptiveis. O animal PI é o principal reservatério do BVDV,
embora animais transitoriamente infectados (TI) possam, em menor propor¢do, serem fontes
de infec¢do. O desenvolvimento e a implantacdo de programas sanitarios que identificam os
animais PI s3o importantes para o sucesso de medidas de controle. Durante o
desenvolvimento de um programa de prevencao e controle de BVDYV, trés aspectos devem ser
considerados: 1) identificacdo e eliminacdo de animais PIs; ii) aumento da imunidade por meio
da vacinagdo; e ii1) implantagdo de medidas de biosseguranga (BROCK, 2003; LINDBERG,
2003).

A vacinagdo ¢ efetiva em reduzir os sinais clinicos da infec¢do causada pelo
BVDV, no entanto, ndo elimina o virus da populacdo bovina. O controle pela vacinacao ¢
comprometido pela heterogeneidade observada nas cepas do BVDV e mais importante, a
dificil remogao dos animais PIs dos rebanhos bovinos (FULTON, 2003).

A protecdo contra a infeccdo fetal varia apds a vacinagdo e pode ser
influenciada pelo uso de vacinas inativadas ou vacinas com virus atenuado, pelo momento do
desafio e pelo grau de homologia entre as cepas virais vacinais e as cepas de desafio, de
campo ¢/ou selvagens (GROOMS et al., 2007). As primeiras vacinas produzidas continham
apenas cepas de BVDV-1. Porém com o melhor conhecimento da diversidade antigénica,
vacinas com virus atenuado e vacinas inativadas contendo ambas as cepas de BVDV-1 e -2
estdo disponiveis (RIDPATH et al., 2013).

Tanto a resposta imune humoral quanto a celular sdo efetivas contra a
infeccdo com o BVDV. A resposta imune humoral ¢ facil de mensurar e a virus-neutralizagao
¢ o teste comumente utilizado para avaliar os titulos de anticorpos e a imunidade do rebanho.
Em infec¢des naturais os titulos de anticorpos sdo detectaveis de 2 a 3 semanas apds a
infeccdo e podem persistir entre 10 a 12 semanas apds a exposi¢do. Nos casos de uso de
vacinas com virus atenuado, a resposta imune humoral ¢ direcionada principalmente contra as

proteinas virais E2 e NS2/3, ao contrario das vacinas inativadas para as quais a resposta
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imune ¢ direcionada mais especificamente contra a proteina viral E2 (HOWARD et al., 1992;
RIDPATH, 2013).

Muitos paises europeus iniciaram programas de controle e erradicagdo para
o BVDV. Os paises Escandinavos tém chegado proximo da eliminacdo do BVDV na sua
populacdo de bovinos. A comunidade Europeia tem fornecido evidéncias de que o controle e
erradicagdo podem ser bem sucedidos (STAHL et al., 2012). No entanto, a concepgdo de um
programa de erradicacdo pode ser dificilmente aplicada a outras regides do mundo. Programas
para o controle ou erradicacdo podem ser cuidadosamente elaborados. Porém, informagdes
como o tipo de exploragdo pecuaria, densidade da populagao animal e o potencial contato com
fontes reservatorios silvestres e outros fatores tais como a variagdo entre as cepas de BVDV
circulantes podem influenciar a implantacdo e o controle de um programa de erradicagdo
contra o BVDV (WALZ et al., 2010).

No Brasil, mais estudos sobre a caracteriza¢do antigénica ¢ molecular de
novos isolados sdo necessarios para a implantacdo de medidas de controle mais efetivas
contra a infec¢do. Testes de diagnostico especificos e sensiveis como a RT-PCR podem ser
empregados para a deteccdo de animais PIs em rebanhos com histérico de infecgdo pelo
BVDV, ou testes soroldgicos de animais sentinelas com o intuito de verificar o status do
rebanho frente a exposicao viral. A implantagao de programa de controle e erradicagao contra
a infec¢do ainda ¢ uma realidade distante do rebanho bovino brasileiro devido a caracteristica
endémica da infeccdo em vdrias regides geograficas brasileiras, a grande movimentacao de
animais no pais e a densidade populacional dos animais, uma vez que o rebanho bovino
comercial brasileiro ¢ o maior do mundo. O desenvolvimento de vacinas com cepas virais
isoladas no pais ou até mesmo em regides especificas do pais, sem davida, seria de grande
importancia como medida de controle da infec¢do, uma vez que os isolados brasileiros
apresentam acentuadas diferengas antigénicas e moleculares com os isolados virais Norte

Americanos e Europeus.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar o perfil da infeccdo pelo BVDV em uma unidade de criagdo de

bezerras leiteiras.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

e Amplificar o RNA do BVDV em animais virémicos por meio da técnica
RT-PCR;

e Identificar os animais transitoriamente infectados (TIs) e
persistentemente infectados (PIs);

e Determinar a sequéncia de nucleotideos de produtos com 288 pares de
base do segmento 5’UTR do genoma do BVDV amplificados por meio
da RT-PCR;

e Reconstruir a arvore filogenética das cepas do BVDV identificadas em

animais Pls e TIs.
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INFECTION PROFILE OF BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS IN A DAIRY CALF
REARING UNIT

ABSTRACT

The profile of bovine viral diarrhea virus (BVDV) infection was evaluated in a dairy calf
rearing unit located in the Western region of Parand state, Brazil. The rearing unit received
mixed breed female calves from 45 small dairy herds of household production. Calves arrived
at the unit with 2-5 days of age and were kept a collective barn with up to 25 animals. Except
for the compulsory control of brucellosis and tuberculosis the health management in each herd
was not monitored. Since the BVDV infection might cause the birth of persistently infected
(PI) calves and no of the dairy herds has been vaccinated for the control and prevention of this
virus, the BVDV infection was chosen as a study model. In order to assess the frequency of
BVDV infection in the animals kept in the unit, two independent experiments, one
longitudinal and the other cross-sectional, were conducted. In both surveys was performed a
RT-PCR assay for partial amplification of the untranslated region (5’UTR) of BVDV genome
in blood samples of calves to identify BVDV viremia. In the longitudinal study a group of 59
calves was monitored on day 1, 26, and 74 in order to identify PI calves. In the first
evaluation all calves (n=59) were sampled. In the subsequent evaluations only positive or
transiently infected animals identified during previous examinations were surveyed. In the
cross-sectional study, performed 44 days after the conclusion of the longitudinal study,
BVDV infection was assessed through evaluation of new calves (n=82) introduced into the
rearing unit after the previous study. In the longitudinal study the BVDV RNA was identified
in the blood samples of 22/59 (37.3%), 11/22 (18.6%), and 3/11 (5.1%) calves in the first,
second, and third serum collections, respectively. The BVDV RNA was detected by RT-PCR
in blood samples of 39/82 (47.6%) calves evaluated in the cross-sectional study. Nucleotide
sequencing and phylogenetic analysis of the amplicons identified the BVDV-1a and -1b
subgenotypes in PI and TI calves. The results of both longitudinal and cross-sectional studies
demonstrate that the introduction and retention of PI animals with BVDV in a calf rearing
unit is responsible for maintaining the high proportion of viremic animals and the spread of
infection. Additionally, the results of this study show that as in high Brazilian producing dairy
herds the BVDYV infection also can be a health concern in household production dairy herds.

Keywords: Cattle. BVDV. RT-PCR. Persistently infected. PI calf. Subgenotypes.
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4.1 INTRODUCTION

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is a member of the genus Pestivirus,
family Flaviviridae responsible for a number of clinical signs, including subclinical and acute
infections, respiratory disease, reproductive failures, and mucosal disease (Baker 1995).

The BVDV infection causes considerable economic losses in the dairy
industry, mainly attributable to reduced milk production and reproductive performance,
delayed growth, increased susceptibility to other diseases, early culling, and increased
mortality among young stock (Houe 2003).

The pestivirus genome is a single-stranded, positive sense RNA, which
comprises two untranslated regions (UTRs) at the 5’-and 3’°-ends, and one open reading frame
(ORF) encoding a large polyprotein (Ridpath et al. 1994).

Currently, two species of BVDV are recognized by the International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV 2012) BVDV-1 and -2, that together with border
disease virus and classical swine fever virus constitute the four accepted species of the genus
Pestivirus. Although not recognized by the ICTV, BVDV-1 and -2 can be further subdivided
into at least 18 (BVDV-1a — Ir) (Gao et al. 2013; Yesilbag et al. 2014) and two (BVDV-2a—
2b) (Flores et al. 2002) subgenotypes, respectively.

There are two BVDV biotypes, that are differentiated according to the
ability to inducing death in cultured cells (cytopathic biotype, cp) or failing to induce cell
death (noncytopathic biotype, ncp). The BVDV cp viruses arise from BVDV ncp strains by an
event of mutation that results in cleavage of the non-structural viral protein NS2/3 to generate
NS2 and NS3 proteins. The RNA recombination with the host cell, point mutations,
translocations and gene duplication are often observed in events that result in change of
biotypes (Becker 2000).

A development condition of BVDV is the persistent infection that occurs if
a susceptible pregnant cow is infected with an ncp BVDV strain at 40 to 120 days of
gestation. The result is that the immune system of the persistently infected (PI) animal does
not recognize BVDV as a foreign antigen accepting the virus as self-antigen. These PI
animals are a major source of viral spread of BVDV between herds during their entire life
(Polak and Zmudzinski 2000).

The BVDV diagnostic have been focused on the detection of PI animals.

The major diagnostic techniques employed are antigen detection by immunohistochemistry,
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antigen capture ELISA and nucleic acid detection by reverse transcription-polymerase chain
reaction (RT-PCR). However, these techniques might not be able to distinguish between acute
and persistent infection. Therefore, two positive analyses from clinical samples collected at
least three weeks apart are necessary to diagnose PI animals (Ridpath 2010).

As the birth of PI calves is the most important epidemiological event in the
BVDV dissemination in cattle herds the aim of this study was to evaluate the BVDV

infection profile in a dairy calf rearing unit.

4.2 MATERIALS AND METHODS

Calf Rearing Unit

The dairy calf rearing unit evaluated is located in western of Parana State,
Brazil. The unit received female calves in the first week after birth from 45 small dairy herds
across the region. The mixed breed calves arrived at the rearing unit with 2-5 days of age and
were placed together in barn holding up to 25 animals without any segregation of the animals
based on their herds origin. For about 60 days the calves were housed together in barns, where
they received milk replacer. Thereafter, they were placed in another barn and weaned. The
sanitary status of the origin dairy herds was unknown and no vaccine practice was performed
for BVDV control infection. The only compulsory sanitary management of all dairy herds
was for brucellosis and tuberculosis according to the National Program for Control and

Eradication of Brucellosis and Tuberculosis (Brasil, 2001).

Study design

Longitudinal study

In the longitudinal study a total of 59 blood samples of calves between 9 to
103 days of age were evaluated on day 1, 26, and 74 by RT-PCR assays in order to detect PI
animals. The methodology used to classify PIs animals was performed according to Ridpath
(2010) where two consecutive tests of biological samples with a minimum interval of 3 weeks
are needed to differentiate PIs and TIs infected animals. In the first evaluation all animals
were sampled and subsequent evaluation was realized only the positive animals in the

previous examination. The blood samples, were taken by disposable needles for each calf and
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placed in Vacutainer® with ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA) tubes. For viral RNA

extraction the leukocytes were taken of blood samples after sedimentation.

Cross-sectional study

In order to evaluate the BVDV dissemination in calf rearing unit a cross-
sectional study was conducted forty-four days after conclusion of the longitudinal study.
Newly acquired animals were incorporated in the calf rearing unit during the longitudinal
study. The calves had 43 to 148 days of age and just one collection of blood sample was

conducted from 82 animals.

RNA extraction

The RNA extraction of blood samples was performed using TRIzol™
reagent (Invitrogen™, Life Technologies, USA) according to manufacturer instructions,

storage at -20°C until use.

RT-PCR amplification

The RT-PCR was performed using the panpestivirus primers (324, forward
5’ATG CCC WTA GTA GGA CTA GCA 3’; and 326, reverse 5’TCA ACT CCA TGT GCC
ATG TAC 3”), designed to amplify a product with 288 base pairs (bp) from the 5’UTR of the
BVDV genome (Vilcek et al. 1994). The RT-PCR reactions were performed as described by
(Lunardi et al. 2008). Aliquots of ultrapure sterile water and the BVDV NADL strain were
included as negative and positive control, respectively. The amplicons obtained were
submitted to electrophoresis in 2% agarose gel in TBE buffer, stained with ethidium bromide,

and visualized under UV light.

Phylogenetic analyses

The best quality RT-PCR products amplified from blood samples of calves
were selected and purified using the GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE
Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK), quantified with a Qubit® Fluorometer
(Invitrogen Life Technologies, Eugene, OR, USA), and sequenced in an ABI3500 Genetic
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Analyser sequencer using the forward and reverse primers with the BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequence quality
analysis was carried out using Phred software, and the contig assembly was obtained using
the CAP3 software (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Sequence similarities were
performed using the BLAST software (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/), to verify the nucleotide
similarity with sequences that are deposited in GenBank. The phylogenetic tree and the
nucleotide matrix identity were realised using the MEGA version 6.05 and Bioedit version
7.0.5.3 software, respectively. The analyses were based on the neighbor-joining method from
the Kimura 2-parameter model. Bootstrapping was statistically supported with 1,000
replicates. The referenced sequences included in this study were acquired from the National
Center for Biotechnology Information, USA (GenBank)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank/).

4.3 RESULTS

In the longitudinal study the BVDV RNA was identified in the blood
samples of 22/59 (37.3%), 11/22 (18.6%), and 3/11 (5.1%) calves on day 1, 26, and 74,
respectively (Table 1). The positive animals in the third collection (day 74) were classified as
PI and the remaining animals were designated as transiently infected (TI) (Ridpath, 2010).
Sequence analyses obtained from the RT-PCR products showed that two BVDV PI calves
were infected with BVDV-1b subgenotype and the other PI calf with BVDV-1a subgenotype.
The BVDV subgenotypes 1a and 1b were identified in five and two TI calves, respectively
(Table 2).

The phylogenetic analysis, based on the sequences obtained from the 5’UTR
region of four isolates is shown in Fig. 1. This analysis demonstrated that the UEL6-BR/11
and UEL7-BR/11 strains derived from TI and PI calf, respectively, clustered with BVDV
subgenotype la and the UEL8-BR/11 and UEL9-BR/11 strains derived also from a TI and PI
calf, respectively, clustered with BVDV subgenotype 1b.

The GenBank accession numbers of the sequences obtained in this study
are: TI calf-UEL6-BR/11 (KJ188146), PI calf-UEL7-BR/11 (KJ188147), TI calf-UELS-
BR/11 (KJ188148) and PI calf-UEL9-BR/11 (KJ188149).

In the cross-sectional study the BVDV RNA was identified in the blood
sample of 39/82 (47.6%) calves. Nucleotide sequencing of one RT-PCR amplified product
was performed and the BVDV-1b subgenotype was identified. As just one blood sample
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collection was carried out in this evaluation the positive calves in this sampling were

considered TI calves.

4.4 DISCUSSION

Through RT-PCR analysis of three blood samplings from 59 female calves
evaluated in the longitudinal study it was possible to detect three PI animals into the dairy calf
rearing unit. The prevalence of PI animals identified in the present study was 5.1% (3/59)
which is consider higher than most of the surveys that have demonstrated prevalence rates
varying between 0.5 and 2% of PI animals within infected herds (Houe 1999).

However, the high prevalence of PI animals may be justified due to the fact
that the calves in the rearing unit originated from at least 45 distinct herds. All farms were
classified as open due to buy and sell heifers and cows for replacement and the sanitary
management were deficient and none conduct was adopted to control and prophylaxis of
BVDV infection. Thereby, as the calves were from multiple origins the probability of a
concentration of PI animals in the rearing unit was much higher.

Studies done in Brazilian cattle herds demonstrated an incidence of 1.2% of
PI animals within herds with reproductive problems (Dias et al. 2010) and 0.29 to 0.43% of
PI animals in an open dairy cattle herd, with regular BVDV vaccination program; (Otonel et
al. 2014).

To our knowledge no study has been conducted in Brazil in order to indicate
the presence of PI animals in a dairy calf rearing unit that receive animals from different herds
without sanitary control. In this study the high rates of viral circulation, ranging among 37.3%
(longitudinal survey) and 47.6% (cross-sectional survey), identified in blood samples of the
calves is probably due to the contact with the PI calves.

The PI cattle are considered a principal reservoir or source of BVDV
infection because these animals shed the virus throughout their life and ensures that BVDV is
circulation in the herd. The diagnostic tests such as immunohistochemistry (IHC) (Fulton et
al., 2009) virus isolation, and RT-PCR are necessary to identify PI animals (Fulton et al.
2003; Ridpath 2010).

In this study both longitudinal and cross-sectional surveys demonstrated
high rates of positive blood samples indicating widespread dissemination of BVDYV infection.
In the longitudinal study it was possible to monitor the status of the dairy calf rearing unit

through analyses of blood samples from calves with the identification of three persistently
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infected calves. This systematic analysis with at least two positive tests for BVDV is required
for control measures such as remove of PI animals identified in a herd.

A second evaluation conducted through a cross-sectional study in the same
calf rearing unit was performed 44 days at the longitudinal study. All female calves arrived
the rearing unit at the end of the longitudinal study and by second survey, it was possible to
verify the status of BVDV infection yet confirming viral circulation by the introduction of
newly female calves without any sanitary control in the rearing unit.

In the cross-sectional study it was not possible to detect further PI animals
because only one test was carried out. However, the high prevalence of positive animals
(47.6%) could be providing an indirect evidence of the presence of additional PI calves into
the unit since the PIs animals identified in the longitudinal study were no longer in the rearing
unit in the period which the cross-sectional study was conducted.

The phylogenetic data suggest that PIs calves belonging to different herds
were responsible for spreading two different subgenotypes of BVDV among the TI calves
demonstrating that viral infection with BVDV-1a subgenotype was predominant in the blood
samples evaluated.

In this study, the S'UTR sequences were used for the identification of the
BVDYV subgenotypes. This short sequence permits rapid and accurate acquisition of sequence
data, since it is a conserved region of the BVDV genome targets the initial phylogenetic
analysis of BVDV (Mahony et al. 2005).

In Brazil the BVDYV infection is widely distributed in beef and dairy cattle
herds throughout the country and reproductive losses may be the most economically
important consequence associated with BVDYV infection (Dias et al. 2010; Dezen et al. 2013).
The ability of BVDV to cross the placental barrier during pregnancy can cause infertility,
declining conception rates, embryonic death, abortion, and stillbirth (Houe et al. 1993;
Grooms 2004).

Analyses of BVDV isolates from many countries have shown that the
diversity of subgenotypes predominate in different geographical regions ( Booth et al. 2013).
The BVDV-1a, -1b, BVDV-2a, and -2b subgenotypes are the main prevalent isolates in cattle
herds of Brazil (Cortez et al. 2006; Dias et al., 2012; Otonel et al. 2014).

The results of the study demonstrated that in a calf rearing unit a systematic
approach such as diagnostic tests of all calves and removal of PI calves before entry into the

unit is critical for the control of BVDV. Additionally, this study showed that as in high
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producing dairy cattle herds, the BVDV infection also can be a health concern in household

production dairy herds with unknown health status.

Figurel — Phylogenetic tree demonstrating the typing of BVDV-1 strains by the 5’UTR
indicates that the TI calf-=UEL6-BR/11 and PI calf-UEL7-BR/11 isolates grouped
in the subgenotype BVDV-1a. The other isolates TI calf-UEL8-BR/11 and PI calf-
UEL9-BR/11 grouped within subgenotype BVDV-1b. The PI and TI calves are
indicated by red and blue diamonds, respectively. The tree was prepared using 220
nucleotides of evaluated BVDV-1, BVDV-2 and HoBi-like strains, using the
neighbour-joining algorithm with Kimura 2-parameters. Statistical confidence
values were calculated using Mega v.6.0. software with 1,000 bootstrap replicates
The GenBank accession numbers of the sequences included in these analyses are
indicated between brackets.
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Table 1 -BVDV RNA detection by RT-PCR in blood samples of calves in a longitudinal
study carried out in a dairy calf rearing unit in Parana State, Brazil

Sampling N° animals

Evaluated Evaluated Positive
Day 1 59 22 (37.3%)
Day 26 22 11 (18.6%)
Day 74 11 3 (5.1%)

Table 2 - BVDV subgenotypes identified in the longitudinal study in transiently (TI) and
persistently infected (PI) animals of a dairy calf rearing unit

Infection type Calf BVDV
subgenotype
TI 1 la
2 la
3 la
4 la
5 la
6 1b
7 1b
PI 8 la
9 1b
10 1b
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5 CONCLUSAO

e Unidades de criagdo de bezerras que ndo adotam critérios sanitarios
prévios para a entrada de animais constituem condi¢des epidemiologicas
propicias para a ampla disseminacdo do BVDV com altas taxas de
animais TI ¢ PI, além da manutencdo de uma diversidade de

subgenotipos virais.
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APENDICE A

Lista de reagentes

100 mM dNTP Set, 4 x 250 pL; 25 pmol each (100 mM dATP Solution, 100 mM
dCTP Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life
Technologies®)

10 x PCR-Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI) (Invitrogen Life
Technologies®)

123 bp DNA Ladder (Invitrogen Life Technologies®)

2-Mercapto-ethanol (C,H¢Os) P.M. 78,13 (Fluka®)

Acetona, P.A. (CH3;COCHj3;) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido acético glacial, P.A. (CH;COOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)

Acido bérico (H;BOs3) P.M. 61,83

Acido cloridrico (HC1) P.M. 36,46 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetraacido Sal di-sédico — EDTA, P.A. (C10H4N,OgNa2H,0)
P.M. 372,24 (Reagen®)

Agarose (Gibco BRL®)

Alcool etilico absoluto (C,H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

Alcool isoamilico ((CH3),CuCr,CH,OH) P.M. 88,15 (Synth®)

Azul de bromofenol (Sigma®)

Cloreto de Potéssio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

Cloreto de Sédio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®)

Cloroférmio, P.A. (CHCls) P.M. 119,38 (Dinamica®)

Dodecil Sulfato de Sodio — Lauril Sulfato de S6dio — SDS (C,H,5sNaO4S) P.M.
288,38 (Synth®)

Ethidium bromide (C,;H,oN3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

Guanidine isothiocyanate P.M. 118,16 (Gibco BRL®)

Hidroxido de Sodio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinamica®)

Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)

Metanol, P.A. (CH3;0H) P.M. 32,04 (Allkimia®)

Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 units (

48

M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus) Reverse Transcriptas. (RT) 200,000 units

(Invitrogen Life Technologies®)
Silicon dioxide (SiO;) P.M. 60,08 (Sigma®)



APENDICE B

Solugdes e Tampdes

Tampé&o de Amostra
- Azul de bromofenol 0,25%

- Sacarose — sucrose (Ci,H2,011) 45%

Tampao de corrida: TBE (TRIS — Acido borico - EDTA) 10 x [ ]
-0,89 M TRIS

- 0,89 M acido borico

- 0,02 M EDTA dissodium

- Agua bidestilada q.s.p. 1L
pH 8.4

Tampéo fosfato salina (PBS)
-137 mM cloreto de sédio (NaCl)

- 3mM cloreto de potassio (KCl)
- 8 mM fosfato de sddio dibasico (Na,HPOy4)
- 15 mM fosfato de potassio monobésico (KoH,POy)
- Agua ultrapura autoclavada q.s.p. 1L
pH 7,2

Oligonucleotideos
- 324 sense (5’atg ccc wta gta gga cta gca 3 onde W=A ou T, nt 108-128) (Invitrogen
Life Technologies®)

- 326 anti-sense (5’ tca act cca tgt gce atg tac 3’ — nt 375-395) (Invitrogen Life
Technologies®)

Preparacéao dos oligonucleotideos
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Eluicdo do primer liofilizado para concentragao final de 200 pmol (primer mae):
Concentracdo em nm X 1000 = volume em pl de agua ultrapura a ser adicionado
200 pmol

Dilui¢ao do primer mae para concentracao final de 20 pmol (primer uso):

CixVi=Cfx Vf

- 103 sense — 41,26 nm x 1000 = 206,3 uL. (primer mae a 200 pmol)

200 pmol
—200x Vi=20x 100 — Vi=10 pL
Para uso: Diluir 10 pL de primer mde em 90 puL de agua ultrapura.

- 372 anti-sense — 40,96 nm x 1000 = 204,8 ul (primer mae a 200 pmol)

200 pmol
— 200 x Vi=20x 100 — Vi= 10 uL
Para uso: Diluir 10 pL de primer mae em 90 pL de agua ultrapura.
- BD1 sense — 20,84 nm x 1000 = 104,2 uL. (primer mae a 200 pmol)
200 pmol

—200x Vi=20x 100 —» Vi= 10 uL
Para uso: Diluir 10 puL de primer mae em 90 uL de agua ultrapura.
- BD3 anti-sense — 17.45 nm x 1000 = 87,25 pL (primer mae a 200 pmol)
200 pmol

—200x Vi=20x 100 —» Vi=10 pL

Para uso: Diluir 10 pL de primer mde em 90 puL de agua ultrapura.
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APENDICE C
Kits

e [llustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification kit (GE Healthcare,
Little Chalfont, UK)

e DYEnamic ET dye terminator cycle sequencing kit (GE Healthcare,
Little Chalfont, UK)



APENDICE D

Protocolo de Técnicas

e Extracdo do RNA utilizando reagente Trizol

1.

A e A

Adicionar 250 uLL de amostra em microtubos plasticos
750 pl de Trizol

200 uL de Cloroférmio

Agitar o microtubo em vortex por 15s

Incubar por 15 min a temperatura ambiente

Centrifugar por 15 min a 12.000 x g (2 a 8°C)

Recolher a fase aquosa e transferir para outro microtubo.
Adicionar 500 pL de propanol

Homogeneizar com a pipeta e incubar por 10 min a temperatura ambiente

10. Centrifugar por 10 min a 12.000 x g (2 a 8°C)

11. Ir4 formar um “pellet” de gel

12. Remover o sobrenadante por inversao e secar com papel
13. Adicionar 1000 pL de etanol 75%

14. Vortexar

15. Centrifugar por S min a 7.500 x g (2 a 8°C)

16. Descartar o sobrenadante e deixar secar em temperatura ambiente
17. Adicionar 30 pL de 4gua DEPEC
18. Vortexar

19. Incubar por 10 min a 56°C
20. Spin

21. Recolher o sobrenadante
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Reac6es da PCR
Mix Den Mix RT
Agua (2 pL) Agua (3,1pL)
Primer 326 (1 pL) Buffer 10x (2 pL)
Dntp (2 uL)
MgCI2 (0,6 uL)
mmLV (0,3 uL)
Mix PCR
Agua (34 uL) 3 pL Mix Den
Buffer 10 x (5 L) 8 uL Mix RT
Dntp (2 uL) 5 pL cDNA
MgClI2 (1,5 pL) 45 pL Mix PCR
Primer 326 (1 pL) 9 uL RNA
Primer 324 (1 pL) Programas:
Taq (0,5 pL) DEN
97° &’
RT
-42° 30,
-95° 5’
PCR

-94° 1
-56° 1 40 ciclos
-72° 1

-72° 7’ Extensdo Final
-4 ° Forever

Adicionar 3 pl do Mix Den + 9 pl do RNA e desnaturagdo por 4 minutos, em seguida banho
de gelo por 3 minutos

Acrescentar 8 pul do Mix RT no Mix da Den (Apds desnaturacdo) e 30 minutos de
transcriptase reversa

Adicionar 5 pl do cDNA em 45 pl do Mix da PCR
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Gel de agarose a 2%

- 1 g de agarose

-50 mL TEB 1 x

- 30 uL de brometo de etidio

Purificacdo de produto de PCR excisado do gel utilizando - Illustra GFX PCR DNA
and Gel Band Purification kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK)

AR

o o =N

Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL.

Adicionar 10 uL do Capture buffer type 2 para cada 10 mg de gel.

Incubar o tubo a 60°C / 15 min, homogeneizando a cada 3 min.

Centrifugara 16.000 x g /30 s

Transferir 600 uL da amostra com o Capture buffer type 2 em um tubo coletor com
coluna

Incubar em temperatura ambiente por 1 min

Centrifugar a 16.000 x g /30 s

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

Adicionar 500 uL. do Wash buffer type 1 na coluna com tubo coletor

. Centrifugar a 16.000 x g/30s

. Descartar o filtrado e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL.
. Adicionar 30 uL do Elution buffer type 6

. Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

. Centrifugar a 16.000 x g / 1 min.

. Estocar o DNA purificado em -20°C.



55

Quantificacdo de produto de PCR em QubitTM fluorometer (InvitrogenTM Life
Technologies, EUA)

T™ Working Solution diluindo o reagente Quant-iT"™ no

1. Preparar a solugao Quant-i
Buffer Quant-iT™, 1:200. Sdo necessérios 200 pL desta solu¢io por amostra e para os

padrdes 0 e 100.
2. Homogeneizar em vortex.

3. No microtubo das amostras adicionar 198 pL da solugdo Quant-iT™ Working Solution

a2 pL do DNA purificado.

™

4. No microtubo do padrdo 0 adicionar 190 puL da solugdo Quant-iT ™ Working Solution a

10 uL do padrao 0.

™

5. No microtubo do padrao 100 adicionar 190 uL da solugao Quant-iT ™ Working

Solution a 10 puL do padrdo 100.

6. Homogeneizar os microtubos em vortex por 2-3 s

7. Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min

8. Realizar a leitura usando Qubit™ fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies, EUA)

9. Multiplicar pelo fator de dilui¢do para determinar a concentracdo correta da amostra.



