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Primeira evidéncia da infeccao pelo virus da diarreia viral bovina em javalis
First Evidence of Bovine Viral Diarrhea Virus Infection in Wild Boars
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ABSTRACT

Background: The farming of wild boars has growing due to the interest of the human consumption of this exotic meat.
Such a development may pose an increased risk of disease transmission between boars and domestic animals. The wild boar
population has increased in South America in the last years due the absence of predator causing economic losses due to
direct damage to crops and risk of disease transmission. The genus Pestivirus within the family Flaviviridae are composed
by four recognized species by the International Committee on the Taxonomy of Viruses (ICTV): classical swine fever virus
(CSFV), border disease virus (BDV), bovine viral diarrhea virus type 1 (BVDV-1) and 2 (BVDV-2). Other putative spe-
cies denoted as atypical pesitiviruses have been reported as ‘HoBi’-like virus, giraffe pestivirus, Bungowannah pestivirus,
Pronghorn antelope virus, atypical porcine pestivirus (APPV), Norwegian rat pestivirus (NrPV) and Rhinolophus affinis
bat pestivirus (RaPestV-1). CSFV is commonly detected in wild boars, but despite positive serology, bovine viral diarrhea
virus (BVDV) was never detected in this animal species. Thereby, the present communication describes the first detection
of BVDV in the lungs of captive boars using RT-PCR and DNA sequencing.

Materials, Methods & Results: Forty lung samples from farmed wild boars were collected after slaughter in a commercial
abattoir. The organs were crushed separately, centrifuged, and the supernatant was stored for further analysis. The total
RNA was isolated using a phenol-based protocol and RT-PCR protocol that amplified 118 bp of 5’ untranslated region
(5’UTR) was carried out. One out 40 samples resulted positive. The positive sample had partial fragments of 5’UTR and
N terminal autoprotease (NP*) sequenced and analyzed. The strain LV Java/2012 presented 99% of identity in 5’UTR and
98% in NP region with a BVDV-2 previously reported in bovines in Southern Brazil. In both 5’UTR and N phylogenetic
analysis, the strain LV Java/2015 clustered with BVDV-2 strains and was most closely related to subtype 2b identified in
bovines in Southern Brazil grouping in the same terminal node.

Discussion: Wild boars are commonly associated to pathogen transmission to domestic animals. This animal species is
considered a reservoir of the pestivirus CSFV and important keys in CSFV control and eradication programs in Europe.
Despite indirect presence of BVDV was reported in wild boars by serology tests, the direct detection of the viral agent
was never reported. The present study showed the presence of BVDV-2 genomic segments obtained by RT-PCR followed
by DNA sequencing in captive wild boars. The reported data suggests a possible importance of this animal species in
the epidemiology of ruminant pestiviruses which could interfere in control and eradication programs of these important
pathogens for cattle worldwide. The strain LV Java/2012 was closely related to BVDV-2b and presented highest identity
with a strain detected in cattle from Southern Brazil. This data suggests that wild boars and bovines could be sharing this
pathogen due the similarity of the strains and that both were reported in the same region. It can lead to need of inclusion
of wild swines in BVDV control programs since boars can circulate between different regions and carry this pathogen to
different cattle herds. The present study reported the first molecular evidence of BVDV in wild boars in the literature. The
data generated herein suggests a possible importance of boars in the epidemiology of ruminant pestiviruses.
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INTRODUCAO

A criagdo de javalis (Sus scrofa scrofa) em
cativeiro tem crescido devido ao interesse humano pelo
consumo de carnes exoticas. Além disso, animais de
vida livre tém se multiplicado em descontrole no Pafs,
devido a fatores como auséncia de predador natural,
causando danos a lavouras e risco de transmissdo de
doencas a animais domésticos [3,7,9,12,19].

O género Pestivirus da familia Flaviviridae
consiste de quatro espécies reconhecidas pelo Comité
Internacional de Taxonomia Viral ICTV): o virus da
peste suina cldssica (CSFV), o virus da diarreia viral
bovina tipo 1 (BVDV-1) e 2 (BVDV-2) e o virus da
doenca da fronteira (BDV) [14]. Além das espécies
estabelecidas, outros grupos de pestivirus foram
identificados e sdo definidos como pestivirus atipicos,
como o virus ‘HoBi’ [11], pestivirus de girafa [1], virus
Pronghorn [20], virus Bungowannah [6], pestivirus
atipico de porcinos (APPV) [4], pestivirus de roedores
Rattus novergicus (NrPV) e pestivirus de morcegos
Rhinolophus affinis (RaPestV-1) [22].

Suinos (Sus scrofa domesticus) sdo os hospe-
deiros primdrios do CSFV, porém também podem ser
infectados por outros pestivirus, como o BVDV-1 e 2
[2,8]. A presenca desses virus em criagdes de suinos
gera sintomatologia semelhante a causada pelo CSFV
[8,16], tornando necesséria a sua diferenciagdo. Javalis
frequentemente estdo relacionados a disseminagdo de
CSFV na Europa [7,10,19]. Apesar da demonstragao
sorolégica de BVDV em javalis ja ter sido relatada [12],
jamais o virus foi detectado e caracterizado. Com isso, 0
objetivo do presente estudo € testar amostras de pulmdes
de javalis cativos obtidas em abatedouro para a presenga
de pestivirus e caracterizar geneticamente as positivas.

MATERIAIS E METODOS

Amostras

Quarenta amostras de pulmdes de javalis foram
coletadas apds o abate em um abatedouro comercial
(Glorinha, RS, Brasil) entre os meses de agosto e
outubro de 2012. Os 6rgdos foram macerados indivi-
dualmente, suspensos em volume final de 5 mL com
PBS pH 7,2, centrifugados a 5.000 g durante 15 min e
o sobrenadante coletado e estocado a -80°C.

Extragcdo de RNA e RT-PCR

O RNA total foi extraido de 250 puLL de amostra
utilizando kit comercial (TRIzol® LS)! e eluido em 50

2

uL de 4dgua ultrapura, seguindo recomendacdes do fa-
bricante. A RT-PCR foi realizada utilizando kit comer-
cial Superscript®One Step RT-PCR with Platinum®Taq'
e os iniciadores PanPesti F e PanPesti R que amplificam
um fragmento esperado de 118 pares de base (pb) da
regido 5’ ndo-traduzida (5’UTR) [21]. Para tanto, as
reacdes foram preparadas em um volume total de 25
uL contendo 2 pL. de RNA total da amostra, 20 pmol
de cada iniciador e demais solugdes do kit, conforme
recomendag¢des do fabricante. A sintese de cDNA foi
realizada a 55°C por 30 min. As condi¢des da PCR
foram uma desnaturacdo inicial de 94°C por 3 min
seguida de 35 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 45 s,
anelamento a 60°C por 45 s e extensdo a 72°C por 45
s, e extensdo final a a 72°C por 7 min, realizadas em
um termociclador automatico modelo Veriti®96-well>.
Na etapa seguinte, os produtos de amplificacdo foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 2,0% com
0,1 ug/mL de Blue Green Loading Dye I e visualizag¢do
dos produtos de amplificacio sob 1ampada ultravioleta.

Sequenciamento e andlise filogenética

As amostras positivas foram submetidas a
novas reacdes de RT-PCR para amplificacdo de frag-
mento de 288 pb da 5’UTR com os iniciadores 324 e
326 [18] e de 488 pb com os iniciadores LV Pesti F
e LV Pesti R [21] nas condi¢gdes descritas na sessdao
anterior. Os produtos de amplifica¢do foram purifica-
dos utilizando o kit comercial NucleoSpin Extract 11
Kit*. Ambas as fitas foram sequenciadas utilizando-se
dos iniciadores diretos e reversos em sequenciador
automdtico (ABI-PRISM 3100 Genetic Analyzer)?
munido com capilares de 50 cm e polimero POP6%. Os
DNAs-molde (30 a 60 ng) foram marcados utilizando-
-se 3,2 pmol do iniciador 5’-NNNNNNNNNNNNN-3’
e 2 L do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing RR-1002 em um volume final de 10 L.
As reacdes de marcagdo foram realizadas em termoci-
clador GeneAmp PCR System 97002 com uma etapa
de desnaturacg@o inicial a 96°C por 3 min seguida de
25 ciclos de 96°C por 10 s, 55°C por 5 s e 60°C por 4
min. Apés marcadas, as amostras foram purificadas
pela precipitagcdo com isopropanol e lavagem com
etanol 70%. Os produtos precipitados serdo diluidos
em 10 pL de formamida, desnaturados a 95°C por 5
min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados
no sequenciador automatico. Os dados de sequen-
ciamento foram coletados utilizando-se o programa
Data Collection v1.0.1? com os parametros Dye Set
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“Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}v1.mob”;
BioLIMS Project “3100_Project1”; Run Module 1
“StdSeq50_POP6_50cm_cfv_100"; e Analysis Module
1 “BC-3100SR_Seq_FASTA.saz”.

As sequéncias parciais da 5°’UTR e NP* foram
montadas utilizando o programa SeqMan’, as sequén-
cias dos iniciadores retiradas e a sequéncias resultan-
tes submetidas a anélise pelo nucleotide BLAST do
GenBank (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para
confirmag¢do da identidade. Para andlise filogenética,
18 sequéncias de cepas representativas de pestivirus
foram coletadas do GenBank (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/genbank/) e alinhadas com CLUSTAL W [17].
As arvores filogenéticas foram construidas utilizando
o modelo de inferéncia Neighbor-joining (NJ) com o
programa MEGAG [15], utilizando o modelo estatis-
tico Kimura-2. A robustez da hipétese foi testada em
1000 réplicas.

RESULTADOS

Umas das 40 (2,5%) amostras de pulmao
de javalis foram positivas na RT-PCR para deteccao
de fragmento da 5’UTR [21] utilizada para triagem
inicial. A amostra LV Java/2012 teve por¢des da
5’UTR [18] e Nre [21] amplificadas por RT-PCR e
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submetidas a sequenciamento de DNA. Na analise por
nucleotide BLAST, apresentou 99% de identidade na
regidao 5’UTR e 98% na NP° com a cepa de BVDV-
-2b LV/Patol02/09 (Numeros de acesso do GenBank:
KP715137.1 e KP743045.1, respectivamente), detec-
tada em bovinos no Rio Grande do Sul, Brasil.

A arvore filogenética para 5’UTR (Figura 1A)
mostrou seis agrupamentos distintos correspondentes
aBVDV-1, BVDV-2, BDV, CSFV, virus HoBi e pesti-
virus de girafa. Cada clado monofilético foi suportado
por valores de réplicas de 99 e 100%, confirmando a
robustez da hipétese. A cepa LV Java/2012 agrupou-se
no braco correspondente ao BVDV-2, mostrando maior
relacdo préxima com cepas do subtipo 2b e no mesmo
nodo terminal que a cepa LV/Patol02/09 (Ndmero de
acesso do GenBank: KP715137.1), suportado por valor
de réplica de 99%. J4 na arvore para NP (Figura 1B),
ocorreram seis agrupamentos semelhantes aos cor-
respondentes as espécies de pestivirus observados na
andlise para 5’UTR, suportados por valores de réplicas
de 100%. A cepa LV Java/2012 também agrupou-se no
braco correspondente ao BVDV-2, mostrando maior
relacdo préxima com cepas do subtipo 2b e no mesmo
nodo terminal que a cepa LV/Patol02/09 (Ndmero de
acesso do GenBank: KP743045.1).

B
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Figura 1. Arvores filogenéticas de pestivirus construidas utilizando o programa MEGAG representando (A) analise da de por¢do parcial da 5"UTR e (B)
da regido NP*. Foram utilizados o modelo de inferéncia neighbor-joining e modelo estatistico Kimura-2 com 1000 réplicas, onde somente os valores de
réplicas >50% sio representados. A cepa detectada no presente estudo (LV Java/2012) estd destacada com o simbolo e.
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DISCUSSAO

Javalis sdo comumente associados a transmis-
sdo de patdgenos a espécies de animais domésticos
[3,7,9,12,19], sendo comumente associados como
reservatérios do CSFV na Europa [7,19], dificultando
programas de controle e erradicacdo naregido [10,19].
Apesar de ja relata a sorologia positiva para BVDV em
javalis [12], o agente viral jamais foi relatado na espé-
cie na literatura. O presente estudo pesquisou a presen-
ca de pestivirus em amostras de javalis cativos obtidos
em abatedouro e encontrou a presenga de segmentos
de genomas BVDV-2. Esses dados podem sugerir uma
possivel importancia da espécie na epidemiologia de
pestivirus de ruminantes, podendo também interferir
dificultando programas de controle e erradicagdo desse
agente viral que causa grandes prejuizos na bovinocul-
tura ao redor do mundo [5].

O BVDV-1 e BVDV-2 sdo endémicos no Bra-
sil, sendo BVDV-1a e BVDV-2b os mais prevalentes
em bovinos no Sul do Brasil [13,21]. No presente es-
tudo, foi encontrada uma cepa de pestivirus em javali
que demonstrou maior identidade e relagdo (Figura 1)
com cepas de BVDV-2b, especialmente com a cepa
LV/Patol 02/09, recentemente relatada no Rio Grande
do Sul, Brasil [13]. Estes dados sugerem que possa
estar ocorrendo uma possivel transmissdo de BVDV
entre javalis e bovinos, visto a semelhanca das cepas
e ao fato de ambas terem sido encontradas na mesma
regido. Este fato pode levar a necessidade de inclusdo
do controle deste agente viral em suinos selvagens,
que circulam livremente e podem levar o BVDV a

diferentes regides e rebanhos, atuando como mais um
dispersor do virus.

O BVDV causa sintomatologia semelhante a
cepas de baixa viruléncia do CSFV em suinos [8,16].
Mais estudos quanto a presenca de BVDV e suas con-
sequéncias em javalis sdo necessarios para averiguar
possivel patogenicidade do agente viral na espécie.

CONCLUSAO

O presente estudo relatou a primeira evidéncia
molecular da presenga de BVDV em javalis na literatura.
Os dados aqui relatados sugerem uma possivel importan-
cia de suinos selvagens na epidemiologia de pestivirus
de ruminantes, devido ao livre transito desses animais,
que tem tido sua populagdo crescendo na América do
Sul nos ultimos anos, principalmente devido a auséncia
de predador dessa espécie exética na regido.
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