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Bovine viral diarrheavirus (BVDV) is one of the most important pathogens of cattle worldwide. BVDV
infection and associated diseases have been reported in Brazil since the late 1960ties. Several serological,
virological, clinical and pathological reports demonstrate the widespread distribution of BVDV infection
among Brazilian cattle. In addition to variable levels of positive serology in beef and dairy cattle, BVDV
antibodies have been occasionally detected in swine, wild boars, goats, cervids and water buffaloes.
BVDV infection has been diagnosed in aborted fetuses, buffy coats of persistently infected (PI) animals,
clinical specimens from animals suffering from different clinical syndromes, semen of bulls of artificial
insemination (Al) centers, in healthy fetuses and in commercial fetal bovine serum and/or cultured cells.
About 50 isolates have been genetically and/or antigenically characterized up to date, whilst roughly an
equivalent number of isolates awaits characterization. Most of the characterized isolates belong to
BVDV-1 genotype, non-cytopathic (NCP) biotype, yet some BVDV-2 (and some CP BVDV) have been
identified as well. Brazilian BVDV isolates display a high antigenic variability and are markedly different
from North American vaccine strains. A few inactivated, polyvalent vaccines are currently licensed in the
country, yet vaccination is still incipient in many regions: only about 2.5 million doses were marketed in
2003. The low serological cross-reactivity between vaccine strains and field isolates has recently stimulated
national industries to develop vaccines containing Brazilian BVDV-1 and BVDV-2 strains. The overall
knowledge about BVDV infection in Brazil has grown considerably in the last years, due to an increasing
number of laboratories performing diagnosis and research. Studies on the pathogenesis, serological
and molecular epidemiology and production of reagents for diagnosis have contributed decisively for
the recent growing knowledge on BVDV infections in the country.
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RESUMO.- O virus da Diarreéia Viral Bovina (BVDV) possui distri-
buicdo mundial e € considerado um dos principais patégenos de
bovinos. A infec¢do e as enfermidades associadas ao BVDV tém
sido descritas no Brasil desde os anos 60. Diversos relatos
soroldgicos, clinico-patoldgicos e de isolamento do agente de-
monstram a ampla disseminacao da infec¢do no rebanho bovi-
no brasileiro. Além de sorologia positiva em niveis variaveis em
bovinos de corte e leite, anticorpos contra o BVDV tém sido
ocasionalmente detectados em suinos, javalis, caprinos, cervos
e bubalinos. O BVDV tem sido freqlilentemente detectado em
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fetos abortados, na capa flogistica de animais persistentemente
infectados (Pl) oriundos de rebanhos com problemas
reprodutivos, em amostras clinicas e/ou material de necropsia
de animais com as mais diversas manifestacées clinicas, em sé-
men de touros de centrais de inseminacao artificial, em fetos
saudaveis coletados em matadouros e em soro bovino comerci-
al e/ou cultivos celulares. Aproximadamente 50 isolados do vi-
rus ja foram caracterizados genética e/ou antigenicamente, en-
guanto um naimero semelhante de amostras aguarda caracteri-
zacdo. A maioria dos isolados caracterizados pertence ao
gendtipo BVDV-1, biotipo ndo-citopatico (NCP), embora varios
isolados de BVDV-2 (e alguns BVDV citopaticos [CP]) ja tenham
sido identificados. Os isolados brasileiros apresentam grande
variabilidade antigénica, além de diferencas antigénicas
marcantes quando comparados a cepas vacinais norte-america-
nas. Algumas vacinas polivalentes (BHV-1, PI-3, BRSV), contendo
0BVDV inativado, tém sido utilizadas no rebanho brasileiro. No
entanto, o uso de vacinagéo ainda é incipiente na maioria das
regides; apenas 2,5 milhdes de doses foram comercializadas em
2003. A baixa reatividade soroldgica cruzada entre os isolados
brasileiros e as cepas vacinais tem estimulado laborat6rios naci-
onais a desenvolver vacinas com isolados autoctones de BVDV-1
e 2. O conhecimento sobre a infec¢do pelo BVDV no Brasil tem
aumentado consideravelmente nos Ultimos anos, a medida em
gue cresce o nimero de laboratérios envolvidos em diagnéstico
e pesquisa sobre esse virus. Diagnéstico soroldgico, viroldgico
ou molecular; estudos sobre epidemiologia sorolégica e
molecular, patogenia e produgéo de reagentes para diagndsitco
tém contribuido para 0 aumento no conhecimento sobre a in-
feccdo pelo BVDV no pais.

TERMOS DE INDEXACAO: Virus da Diarréia Viral Bovina, BVDV,
epidemiologia, diagndstico.

INTRODUGAO

O virus da Diarreéia Viral Bovina [Bovine viral diarrhea virus, BVDV]
€ um dos principais patégenos de bovinos e causa perdas eco-
nbémicas significativas para a pecuaria bovina em todo o mundo
(Baker 1995). O BVDV pertence a familia Flaviviridae, género
Pestivirus, que abriga outros dois virus antigenicamente relacio-
nados: o virus da Peste Suina Classica [Classical swine fever virus,
CSFV] e o virus da Doenca da Fronteira, de ovinos [Border disease
virus, BDV] (Horzinek 1991). Os pestivirus sdo virus pequenos
(40-60nm), envelopados e contém uma molécula de RNA linear,
fita simples, polaridade positiva, de aproximadamente 12,5kb
como genoma (Collett et al. 1989, Horzinek 1991). De acordo
com a capacidade de produzir citopatologia em cultivo celular,
os isolados de BVDV podem ser classificados em biotipos
citopatico [CP] e ndo-citopatico [NCP]. A grande maioria dos virus
de campo sdo NCP; amostras CP sdo isoladas quase que exclusi-
vamente de animais acometidos da Doenga das Mucosas [DM],
uma forma clinica severa da infeccéo (Brownlie 1990, Baker
1995). Os isolados do BVDV apresentam uma grande variabilida-
de antigénica, sendo que dois grupos antigénicos principais ja
foram identificados: BVDV tipo 1 e BVDV tipo 2. Os virus do
gendtipo BVDV-1 representam a maioria dos virus vacinais e das
cepas de referéncia, enquanto os BVDV-2 foram identificados ha
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pouco mais de uma década em surtos de Diarréia Viral Bovina
[BVD] aguda severa e doenca hemorragica na América do Norte
(Pellerin et al. 1994, Ridpath et al. 1994).

Ainfeccdo pelo BVDV tem sido associada a uma ampla varie-
dade de manifestacdes clinicas: desde infec¢des inaparentes ou
com sinais leves até doenca aguda fatal. No entanto, a maioria
das infec¢bes em animais imunocompetentes parece cursar de
forma subclinica. Enfermidade gastroentérica aguda ou croni-
ca, doenca respiratoria em bezerros, sindrome hemorragica com
trombocitopenia, patologias cutaneas e imunossupressao estdo
entre as conseqiiéncias mais frequientes da infec¢éo pelo BVDV
(Brownlie 1990, Baker 1995).

Embora identificado originalmente de casos de doenca
gastroentérica, e freqlientemente associado com esse tipo de
patologia, 0 BVDV é um virus freqlientemente associado com
fendbmenos reprodutivos (Baker 1995). As conseqiéncias clini-
co-patoldgicas e epidemioldgicas da infec¢do de fémeas bovinas
prenhes sdo marcantes. Em muitos rebanhos onde a infecgéo é
endémica, falhas reprodutivas representam os sinais mais evi-
dentes - e por vezes, 0s Unicos - da presenca da infecgdo. A
infeccdo antes ou apds a cobertura ou inseminacao artificial
pode resultar em perdas reprodutivas como infertilidade tem-
poraria, retorno ao cio, mortalidade embrionéria ou fetal, abor-
tos ou mumificagdo, malformacgdes fetais ou o nascimento de
bezerros fracos e inviaveis (Brownlie 1990, Baker 1995). A infec-
cao fetal entre os dias 40 e 120 de gestagdo com isolados NCP
freglientemente resulta na producéo de bezerros imunotole-
rantes, persistentemente infectados [Pl] com o virus. Os bezer-
ros Pl geralmente sdo soronegativos, podem ser clinicamente
normais, e excretam o virus continuamente em grandes quanti-
dades em secregdes e excrecdes (Brownlie 1990, Baker 1995).
Por isso, sdo considerados o ponto-chave da epidemiologia da
infeccdo e a sua identificacéo e descarte constituem-se em eta-
pas essenciais para o controle e/ou erradicacdo do BVDV dos
rebanhos (Dubovi 1992).

O BVDV tem distribuicdo mundial e a prevaléncia de
anticorpos chega a atingir 70 a 80% dos animais e até 80% dos
rebanhos na América do Norte e em alguns paises europeus.
Nesses paises, que sdo livres de Febre Aftosa, 0 BVDV é conside-
rado o agente viral mais importante de bovinos e tem sido alvo
de numerosos estudos e de programas de controle e/ou
erradicagdo durante décadas.

A infeccdo pelo BVDV no Brasil

Vérios relatos clinico-patoldgicos e sorolégicos tém demons-
trado a presenca da infec¢éo no pais desde o final dos anos 60.
O primeiro relato foi uma descrigao de doenca gastroentérica,
com aspectos clinicos e patoldgicos compativeis com a forma
cléssica da infec¢do, a Doenga das Mucosas (Corréa 1968). Os
primeiros estudos sorolégicos da infec¢do no Brasil datam do
inicio da década de 70, no Rio Grande do Sul (Wizigmann et al.
1971). Desde entdo, diversos estudos sorolégicos tém sido reali-
zados em varias regides, demonstrando a ampla distribuicdo da
infec¢d@o no rebanho bovino brasileiro (Quadro 1). Do ponto de
vista epidemioldgico, os indices de soropositividade detectados
na maior parte desses estudos devem ser interpretados com
cautela, por vérias razdes: (1) Em geral, esses estudos nédo foram
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Quadro 1. Estudos sorolégicos da infecgdo pelo virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) realizados no Brasil (1971-2004)

Local Ano Técnica n Positivos Procedéncia Referéncia
Bahia 1987 SN 1.618  14,64%  Bovinos de varias regides da BA Ribeiro et al. 1987
Pernambuco 1994 SN 206 11,6% Caprinos de PE Castro et al. 1994
Séo Paulo 1995 ELISA 184 39,5% -2 Langoni et al. 1995
Minas Gerais 1997 SN 287 61,47%  Bovinos de matadouros Figueiredo et al. 1997
S&o Paulo 1997 ELISA 2.448 Ao lado  Amostras de varios estados: MG (65%), MS (84%), Richtzeinhain 1997

PR (67%), SP (78%), RS (73%, RJ (71%)
S&o Paulo 1997 SN 425 16,2% Amostras de bufalas Pituco et al. 1997
Rio Grande do Sul 1997 SN 1823 23,4% Bovinos de 265 propriedades no RS Krahl et al. 1997
Sergipe 1997 SN 102 64,7% Bovinos de matadouros Melo et al. 1997
Vérios estados 1995-1997 SN 4.065 47,7% Rebanhos com problemas reprodutivos de varios Pituco & Del Fava 1998
estados
Séo Paulo 1998 SN 493 40,8% Touros de centrais de inseminacdo artificial (IA) Pituco & Del Fava 1998
Rio Grande do Sul 1998 ELISA 430 56% Bovinos de corte de 19 propriedades no RS Canal et al. 1998
Varios estados 1999 ELISA 2.447 73,52% 56 propriedades de leite e corte dos estados do Richtzenhain et al. 1999
RS, PR, SP, RJ, MG e MS
Parana 2001 SN 937 73,47%  Amostras de 81 rebanhos de corte e leite em 74 Médici et al. 2000
municipios do PR
Parana 2001 SN 87 8,04% Cervos do Pantanal desalojados pelo lago da re- Alfieri 2004
presa Primavera, entre SP e MS
Bahia 2000 SN 220 56% Bovinos de 1 a 4 anos de diferentes regides da BA Noronha et al. 2001
Minas Gerais 2001 ELISA a. 58%, 61% Dois rebanhos com problemas reprodutivos Mineo et al. 2002
Goias 2002 ELISA/SN 452 35,2%; 34,5% Fémeas bovinas (ndo-vacinadas) de rebanhos leitei- Brito et al. 2002
ros com problemas reprodutivos
Mato Grosso do Sul 2002 SN 60 -a -2 Serra et al. 2002
Rio Grande do Sul2003-2004 SN 697 58,8% Amostras de 47 propriedades em 17 municipios Vidor 2004
da metade sul do RS
Goias 2004 SN 160 63,7% Touros na microrregido de Goiania Brito 2004
Goias 2003 SN 3.533 64% Fémeas bovinas com mais de 24 meses de idade, Alfaia et al. 2004
estado de Goias
S&o Paulo 1999-2004 SN 17.090 51,34%  Amostras de varios estados, testadas no LVB/IBSP Pituco 2004
S&o Paulo 2003 SN 425 53,8% Touros em sete centrais de IA no estado de S&o Paulo Pituco 2004
Goias 2000 ELISA/SN 207 54,1% Bovinos de criacdo semi-extensiva do entorno de Goiania Brito 2004
Parana 2000-2002 SN 5.711 61,98%  Amostras de varios estados: PR (61,5%), MT (68,4%), Alfieri 2004
MS (74,5%), GO (61,4%), RO (67,1%), SP (54,3%), BA (65,8%)
Rio Grande do Sul1995-2004 SN 14.535 39,33%  Amostras de 1.264 propriedades de aproximadamente Weiblen 2004
100 municipios do RS
Goias 1999 ELISA 184 15,8% -2 Brito 2004

@ Informacédo ndo disponivel.

realizados a partir de amostragens planificadas, e sim com amos-
tras viciadas, enviadas a laboratdrios com outras finalidades; (2)
Alguns estudos foram realizados com um nlimero muito peque-
no de amostras; (3) Varios desses foram realizados com amos-
tras coletadas de rebanhos-problema (rebanhos com problemas
reprodutivos, por exemplo); (4) Outros foram realizados em
amostras de categorias especificas de animais (exemplo: touros
de centrais de inseminagao artificial); (5) A utilizacdo de cepas de
BVDV-1 nos testes de soro-neutralizacdo (SN) certamente resul-
tou na falha de deteccéo de anticorpos em amostras com titulos
baixos a moderados contra o BVDV-2 (Flores et al. 2000); (6) A
falta de padronizacédo da técnica soroldgica utilizada (SN versus
ELISA; diferentes cepas virais, células e protocolos utilizados na
SN); e (7) Amaioria dos estudos desconsiderou a possibilidade de
que parte da sorologia positiva pode ser devida a vacinagéo,
sobretudo aqueles realizados a partir da década de 90. Por isso,
os indices de positividade observados devem ser considerados
indicadores da presenca e prevaléncia da infeccdo nas sub-po-
pulacBes estudadas, e ndo no rebanho brasileiro.

Além desses, outros estudos epidemioldgicos de relevancia
foram realizados no pais. Oliveira (1996) realizou triagem em

rebanhos com problemas reprodutivos no RS buscando ani-
mais PI, detectando 1,2% (12/1240) de amostras positivas
(leucacitos, soro) para o virus. Botton et al. (1998) examinaram
amostras de soro de 1396 fetos coletados em matadouros,
detectando anticorpos em 19 (1,36%) e virus em 11 (0,79%).
Embora aparentemente baixa, a prevaléncia de animais
virémicos observada é suficiente para manter o virus na popu-
lacéo (Baker 1995). Amostras de tanques coletivos de leite de
11.711 rebanhos do Estado do RS foram testadas pela técnica
de SN adaptada para a deteccéo de anticorpos no leite, detec-
tando-se 1.028 rebanhos com titulos neutralizantes >20 no
leite; 180 propriedades apresentaram o leite com titulos de
anticorpos >80, indicando infeccdo ativa e/ou a presenca de
animais PI (Brum et al. 2004). Em etapas posteriores, esses re-
banhos deveriam ser investigados para a possivel presenca de
animais PI.

De especial interesse sao os estudos que detectaram sorologia
positiva em outras espécies, como em suinos (Roehe et al. 1998),
javalis cativos no RS (Flores 2004), caprinos (Castro et al. 1994),
em rebanhos bubalinos com problemas reprodutivos no Estado
de SP (Pituco et al. 1997) e em cervos desalojados de seu habitat
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Quadro 2. Identificagdo, biétipo/gen6tipo e origem de amostras do virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) caracterizadas

no Brasil (1974-2004)
Identificacdo Biotipo Genotipo Animal/caso clinico Amostra Origem Ano
Gravatai V482  CP NDbP Soro de bezerro utilizado em cultivo celular Soro Gravatai, RS 1974
Soldan NCP BVDV-2  Bezerro com doenca gastroentérica, compativel com DM Sangue Eldorado do Sul, RS 1991
EVI-006 NCP  BVDV-12  Bezerro saudavel de um rebanho com problemas reprodutivos Soro Eldorado do Sul, RS 199
IBSP-2 NCP  BVDV-1® Idem Leucécitos Jaboticabal, SP 1995
IBSP-4 CPINCP  BVDV-1°  Idem Leucécitos Ribeirdo Preto, SP 1995
IBSP-5 CPINCP BVDV-1P  Idem Leucécitos Ribeiréo Preto, SP 1995
Svi123-4 NCP  BVDV-2  Feto saudavel coletado em matadouro Soro Santa Maria, RS 1996
SV126-1 NCP  BVDV-12  Idem Soro Santa Maria, RS 1996
SV126-8 NCP  BVDV-1?  Idem Soro Farroupilha, RS 1996
SV126-14 NCP  BVDV-1? Idem Soro Santa Maria, RS 1996
SV152 NCP  BVDV-1®  Idem Soro Farroupilha, RS 1996
SV153-1 NCP  BVDV-1® Idem Soro Lavras do Sul, RS 1996
UFSM-1 NCP  BVDV-1°  Feto coletado em matadouro Soro Farroupilha, RS 1996
SV153-15 NCP  BVDV-1°¢ Idem Soro Lavras do Sul, RS 1996
SV153-19 NCP  BVDV-1® Idem Soro S. Fco. de Assis, RS~ 1996
SV63 NCP BVDV-2  Idem Soro Santa Maria, RS 1996
LV85/96 NCP BVDV-2  Novilha com crescimento retardado a partir dos seis meses de idade, diarré-  Leucdcitos Viamdo, RS 1996
ia ulceragBes na lingua, erosdes orais, nasais, no esdfago, petéquias vulvares
UFSM-2 NCP  BVDV-1P  Feto coletado em matadouro Soro Alegrete, RS 1996
SV260 NCP  BVDV-2  Bezerra de 9 meses de idade, com enterite, erosdes e ulceragdes n\ cavidade Baco Lages, SC 1997
oral, es6fago e intestino
UFSM-3 NCP  BVDV-1¢  Bezerro macho saudavel Soro Pelotas, RS 1997
UFSM-4 NCP  BVDV-1°  Bezerro Pl, rebanho com problemas reprodutivos Leucdcitos S80 Sepé, RS 1998
UFSM-5 NCP  BVDV-1°  Bezerro Pl, rebanho com problemas reprodutivos Leucdcitos Cacapava, RS 1998
SV-663 NCP ND Bezerros (3) com sinais respiratdrios persistentes. Um foi sacrificado. Soro e leucdcitos Tapejara, RS 2000
SV-163 NCP ~ BVDV-1°  Vaca com sinais respiratorios e digestivos. Propriedade com histérico de Bago, ID, sangue  Arroio dos Ratos, RS 2001
abortos e malformacdes fetais
SV-728 NCP ND Bezerros com doenga gastroentérica. Erosdes e ulceragdes no trato Macerado de Interior do RS 2002
gastrointestinal. tecidos (bago, etc.)
SV-216 NCP  BVDV-1¢  Bezerro Pl necropsiado na UFRGS. LesBes ulcerativas no trato Gl. Leucécitos, bago, Interior do RS 2002
pulmdes
Is0-304 NCP ND Bezerro recém-nascido, inviavel. Pulméo Interior de SP 2002
1s0-927 NCP ND Feto abortado Cérebro Ariquemes, RO 2002
1s0-972 NCP ND Animal Pl Leucacitos Inhumas, SP 2002
UEL-03 NCP  BVDV-1P  Bezerros com 1,5 a 2 anos de idade com diarréia Baco Porecatu, PR 2002
Iso-1512 NCP ND Feto abortado Cérebro Campo Grande, MS 2002
UEL-04 NCP ND Bovinos com 2 anos de idade com diarréia e incoordenacao Pulméao Norte do PR 2003
UEL-05 NCP ND Aborto Cérebro Nova Fatima, PR 2003
UEL-07 NCP BVDV-2  Bezerro Pl de rebanho com problemas reprodutivos Leucécitos Carambei, PR 2003
UEL-08 NCP BVDV-2  Bezerro Pl de rebanho com problemas reprodutivos Leucécitos Carambei, PR 2003
Iso- 344 NCP ND Bezerro recém-nascido, inviavel Soro Campinas, SP 2003
1s0-909 NCP ND Feto abortado Orgaos Borborema, SP 2003
Iso- 1110 NCP ND Feto abortado Orgaos Piraju, SP 2003
Is0-1257 NCP ND Animal PI Sangue total Miranda, MG 2003
Iso- 1477 NCP ND Doenga respiratoria Swab nasal Pogos de Caldas, MG 2003
Iso- 1481 NCP ND Bezerro natimorto Orgéos Pogos de Caldas, MG 2003
Iso- 2122 NCP ND Touro de central de IA Leucacitos Aragatuba, SP 2003
Iso- 2143 NCP ND Touro de central de IA Leucdcitos Pres.Prudente, SP 2003
Iso- 675 NCP ND Feto abortado Orgéos Pres.Bernardes, SP 2003
SV-56 NCP  BVDV-1°  Bezerra Pl, crescimento retardado, quadros transitérios de diarréia Leucdcitos Catuipe, RS 2003
Sv-11 NCP ND Bezerro morreu com gastroenterite Leucécitos, bago, Cruz Alta, RS 2003
linfonodos
SV-357 CPINCP  BVDV-2¢  Novilho Limousin, 22 meses, emagrecimento progressivo, lesdes cutaneas, Esbfago Mato Grosso do Sul 2003
ulceragBes na mucosa esofagica. Outros 10 animais adoeceram e morerram
SV-132 NCP  BVDV-1¢  Feto abortado. Histérico de aborto na propriedade. Cérebro S&o Martinho da Serra, RS 2004
Sv278 NCP  BVDV-1¢  Feto abortado Cérebro Séo Vicente do Sul, RS 2004
SV-323 CPINCP  BVDV-2¢  Novilho de confinamento. Hipertermia, depressdo, diarréia escura com san- Macerado Porto Alegre 2004
gue. Ulceracdes e depositos fibrinosos/inecréticos no intestino. de tecidos
UEL-01 NCP ND 90 bezerros de 11-14 meses de idade com enfermidade gastroentérica, ulce-  Linfonodos Cambara, PR 2004
racBes no trato digestivo. e pulmao
UEL-02 NCP  BVDV-1°  Aborto Pulm&o, linfonodos Londrina, PR 2004
e figado fetal

@ As amostras Gravatai V-48, Soldan e EVI-88 foram isoladas no Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor, RS; as amostras identificadas com o SV- foram isoladas
no Setor de Virologia do Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da UFSM; as amostras identificadas como Iso- foram isoladas no LVB/IBSP e como UEL- no
Laboratdrio de Virologia Animal da Universidade Estadual de Londrina.

b Amostras n&o caracterizadas.

¢ Amostras provisoriamente caracterizadas como BVDV-1 ou 2 pelo uso de um painel de anticorpos monoclonais.
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por uma represa, na divisa entre Sdo Paulo e Mato Grosso do Sul
(Alfieri 2001). Um caso compativel com BVD aguda foi diagnosti-
cado por imunoistoquimica em um cervideo de zool6gico no Rio
Grande do Sul (Driemeier 2004). Embora o papel de outras espéci-
es de animais domésticos e silvestres na epidemiologia do BVDV
ainda ndo seja conhecido, algumas espécies silvestres tém mereci-
do especial atengdo em programas de combate a infeccdo nos
Estados Unidos e Europa (Ridpath 2004).

Isolados brasileiros do BVDV

O primeiro isolamento do virus no pais foi realizado a partir
do soro de um bezerro, coletado para ser utilizado em cultivos
celulares (Vidor 1974). O virus (Gravatai V-48) foi detectado pela
citopatologia produzida (isolado CP) e identificado por
imunofluorescéncia (FA). Infelizmente foi perdido posteriormente
devido a problemas de conservacao. A escassez de laboratérios
com reagentes adequados (células livres de BVDV e de conjuga-
dos de boa qualidade), aliada a pouca importancia dada a infec-
cao pelo BVDV nos anos 70 a 90 sao responsaveis pelo pequeno
numero de amostras isoladas naquela época. Somente a partir
da metade da década de 90, com o inicio de um diagndstico mais
regular e sistematico em varios laboratérios, o nimero de isola-
dos de BVDV (assim como outros agentes virais de bovinos) foi
progressivamente aumentando. Infelizmente, ainda hoje o nu-
mero de laboratérios que realizam isolamento do BVDV como
diagndstico de rotina é muito pequeno considerando-se a im-
portancia sanitaria e econdmica da infec¢do, as dimensdes
territoriais e a populacdo bovina do pais.

Arelagdo dos isolados de BVDV caracterizados até o presen-
te esta apresentada no Quadro 2. Amostras isoladas de fetos
abortados, de animais jovens (provavelmente animais Pl) de re-
banhos com problemas reprodutivos e de casos clinicos de do-
enca gastroentérica representam a maioria dos isolados. Um
ndmero consideravel dessas amostras foi isolado de fetos sauda-
veis coletados em matadouros, como parte de um estudo
epidemiolégico para verificar os indices de infec¢des fetais e

também para obtencéo de isolados para caracterizagao (Botton
et al. 1998). A maioria dos isolados pertence ao biotipo NCP,
refletindo a maior freqliéncia desse biotipo em infec¢bes natu-
rais; e ao genétipo BVDV-1, embora alguns isolados CP e do
genotipo BVDV-2 também ja tenham sido identificados. Algumas
amostras virais ainda ndo foram ou estdo presentemente sendo
caracterizadas antigénica e/ou genotipicamente (Richtzenhain
2004).

O Laboratério de Viroses de Bovideos do Instituto Biol6gico
de S&o Paulo (LVB/IBSP) possui uma casuistica significativa no
diagndstico de BVDV, recebendo material de vérios estados bra-
sileiros (Quadro 3). No periodo de 1999 a 2004, 59 amostras de
BVDV haviam sido isoladas de materiais clinicos. Essas amostras
eram oriundas de fetos abortados, leucdcitos de animais de re-
banhos com problemas reprodutivos, sémen de touros de cen-
trais de IA e encéfalos de animais com sinais neuroldgicos. Até o
presente, estas amostras ainda ndo foram caracterizadas
antigénica ou genotipicamente.

Além das amostras isoladas em cultivos celulares, disponi-
veis para caracterizacao e estudos posteriores, 0 BVDV tem sido
detectado pelo uso de outras técnicas que ndo permitem a sua
analise a posteriori. A técnica de PCR tem sido utilizada para
pesquisar RNA de BVDV no encéfalo de bovinos com sinais neu-
rologicos, com diagndstico negativo para a raiva e para o
herpesvirus bovino tipo 5. Em um estudo de 949 encéfalos ana-
lisados no LVB/IBSP, 0 BVDV foi detectado em 12 (1,26%) através
de isolamento e/ou RT-PCR (Pituco 2004). Embora o BVDV tenha
sido associado com doenca neurolégica (Blas-Machado et al.
2004) e seja frequentemente isolado do cérebro de fetos aborta-
dos e natimortos (Quadros 2 e 3; Scherer et al. 2001), o seu
possivel envolvimento em doenca neuroldgica de animais adul-
tos ainda carece de confirmagdo. E possivel que parte dos
enceéfalos positivos detectados neste estudo sejam de animais PI,
gue eventualmente desenvolveram enfermidade neurolégica de
outra etiologia.

Ainfecgdo pelo BVDV esté freqlientemente associada a per-

Quadro 3. Diagnésticos do virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) realizados no
Laboratério de Viroses de Bovideos, Instituto Bioldgico de Sdo Paulo (1999-2004)2

Amostra/ Positivas/total (%)

Ano 1999 2000 2001 2002 2003 2004P
Feto/placenta 8/125 (6,4) 14/109 (12,8) 14/159 (8,8) 2/201 (0,99)  6/743 (0,8)  3/125 (2,4)
Leucécitos 3/822 (0,36)  4/900 (0,4)  15/971 (1,5) 3/1989 (0,15) 2/1498 (0,13) 3/1068 (0,28)
Fezes 1/16 (6,25) - - - - -
Sémen 1/360 (0,27)  6/60 (10,0) 3/130 (0,23)  4/146 (2,7)
Orgéos® 1/6 (16,6) - - 1/13 (7,6) 0/17
Cérebrod . 5/312 (1,6)  7/342 (2,04) 0/295
Secregoes - - 1/20 (5) -

Soro fetal 1/21 (4,7) 1/42 (2,38) 2/50 (4)
Total 14/1329(1,05) 25/1090 (2,3) 29/1130 (2,6) 10/2502 (0,39) 21/2788 (0,75) 12/1701 (0,7)

a Isolamento viral, imunofluorescéncia direta (IFD); ELISA ou reacdo da polimerase em cadeia (PCR). Algumas
amostras foram diagnosticadas por dois testes paralelos (isolamento e ELISA n=5 ; isolamento e PCR n=8;
ELISA e PCR n=4). A maioria das amostras, no entanto, foi diagnosticada por apenas um teste (isolamento

n=45; PCR n=13; ELISA n=21; IFD n=9).
b Janeiro-outubro.
¢ Figado, baco, timo, pulméo.

Animais com sinais neurolégicos.
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das reprodutivas. No LVB/IBSP, 1.462 amostras de fetos aborta-
dos, natimortos e/ou membranas fetais submetidas a PCR ou
isolamento viral resultaram em 47 (3,2%) positivas. A ocorréncia
de falhas reprodutivas, principalmente abortamentos,
natimortos e mal-formacg6es, além do nascimento de bezerros
fracos e inviaveis, é um indicativo da presenca do BVDV nos
rebanhos. Nesses casos, recomenda-se realizar uma triagem nos
animais jovens, a busca de animais PI. No periodo de 1999 a
2004, foram testadas 7.248 amostras de sangue (capa flogistica)
de animais de rebanhos com problemas reprodutivos, detectan-
do-se 30 amostras positivas (0,41%) (Quadro 3).

O monitoramento sistematico de touros de centrais de IA
também é critico no controle da infeccao pelo BVDV, devido a
possivel disseminagao do virus pelo sémen. O monitoramento
de touros de centrais de IA no Estado de Sao Paulo (1999-2004),
através do exame de 696 ejaculados por PCR ou isolamento,
revelou 14 (2,01%) amostras positivas. No LVB/IBSP, 0 BVDV tam-
bém foi detectado em fezes (2/16) de animais com doenca
gastroentérica; em secrecdes/suabes nasais (1/20) de animais com
sinais respiratérios; e em 6rgaos (2/36) de animais necropsiados
apos curso clinico compativel com a infeccéo pelo BVDV.

Outro estudo analisou por PCR 138 amostras clinicas de ca-
s0s compativeis com BVDV (fetos abortados, natimortos, bezer-
ros suspeitos de PI), provenientes de varios Estados (AL, GO, MG,
MS, RS e SP), detectando 5 amostras positivas. Duas destas, uma
originaria de um bezerro com doenga respiratéria, outra de um
bezerro com diarréia e erosdes orais, foram caracterizadas como
BVDV-1a. As outras trés amostras positivas eram oriundas de
fetos abortados e foram identificadas como BVDV-2 (Richtzenhain
2004).

A contaminacao de cultivos celulares com pestivirus - parti-
cularmente o BVDV - constitui-se em um problema preocupante
em laboratorios que utilizam células no diagnostico e pesquisa
virologica. Oliveira et al. (1996) realizaram uma triagem em cul-
tivos primarios e linhagens celulares; em soro de neonatos e em
soro fetal bovino comercial, & procura de contaminacao por
pestivirus. Sete de 13 linhagens celulares de varias espécies; dois
entre sete cultivos primarios de células bovinas; oito amostras
de soro de bezerros neonatos (8/80) apresentavam contamina-
¢ao por BVDV ou outro pestivirus; enquanto 50% das amostras
de soro bovino comercial apresentavam anticorpos anti-BVDV.
No LVB/IBSP, o teste de rotina de partidas comerciais de soro
fetal bovino revelou 4/113 (3,5%) amostras positivas. Esses estu-
dos demonstram a importéancia de se realizar monitoramento
continuo de cultivos celulares e do soro utilizado nestes, para se
detectar possiveis contaminagdes que possam interferir com o
diagndstico e/ou pesquisa.

A detecgdo de antigenos virais em cortes histolégicos atra-
vés de imunoistoquimica (IHC) também tem se constituido em
uma importante ferramenta no diagnostico e estudo da infec-
¢éo pelo BVDV (Driemeier 2004).

Caracterizagdo de isolados

O isolamento de virus em cultivo celular permite que se dis-
ponha do agente para caracterizagdo, principalmente nos as-
pectos antigénicos e genotipicos, que sao de especial interesse
epidemioldgico. Os isolados de campo do BVDV podem ser divi-
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didos em dois grupos antigénicos distintos: BVDV-1 e BVDV-2.
Além disso, os isolados de cada grupo apresentam uma grande
variabilidade antigénica. Oliveira (1996), Botton et al. (1998) e
Flores et al. (2000, 2001) demonstraram a grande variabilidade
antigénica existente entre amostras brasileiras do BVDV utilizan-
do anticorpos monoclonais (AcMs). Botton et al. (1998) também
caracterizaram alguns isolados por neutralizacao cruzada, veri-
ficando uma baixa reatividade sorolégica cruzada entre estes e
as cepas vacinais norte-americanas Singer, NADL e Oregon. Flo-
res et al. (2000) demonstraram que, além da possivel implicacéo
da eficacia das vacinas, a diversidade antigénica, e em especial, a
existéncia de dois grupos antigénicos distintos, também possui
implicagcdes no diagnostico soroldgico. Como forma de
minimizar esse impacto negativo, foi sugerida a incluséo de iso-
lados locais dos dois gendtipos (BVDV-1 e 2) tanto nas vacinas
como nos testes de SN.

Além de diferengas antigénicas, virus dos genotipos BVDV-1
e 2 podem ser distinguidos entre si por analise de uma seqiién-
ciade nucleotideos na regido 5’ ndo-traduzida (5'UTR) do genoma
(Pellerin et al. 1994, Ridpath et al. 1994). Essa analise permite
agrupar os isolados nos respectivos gendtipos e tem sido utiliza-
da para se estudar a origem, evolucéo e epidemiologia do BVDV.
Os virus do gendtipo BVDV-2 foram identificados pela primeira
vez ha mais de uma década em surtos de doenca gastroentérica
severa na América do Norte e por isso foram considerados agen-
tes potencialmente novos e de alta viruléncia (Corapi et al. 1989,
Pellerin et al. 1994). Entretanto, sabe-se que os BVDV-2 ndo sao
sindnimos de viruléncia e que provavelmente ndo sejam virus
novos. Os virus desse gendtipo representam aproximadamente
50% dos BVDV isolados nos Estados Unidos, foram retrospecti-
vamente identificados ha mais de 40 anos, e a grande maioria
apresenta baixa viruléncia (Ridpath 2004).

No Brasil, a caracterizacdo genotipica pioneira de isolados
de BVDV foi realizada por Canal et al. (1998), que também de-
monstraram a presenca do BVDV-2 no pais. A amostra Soldan,
isolada de um bezerro com diarréia sanguinolenta em 1991 no
RS foi a primeira identificada como BVDV-2. Posteriormente, a
analise filogenética de 21 isolados brasileiros revelou que 17
pertenciam ao gendtipo BVDV-1 e quatro ao BVDV-2 (Gil 1998).
Duas destas amostras foram isoladas de animais com doenca
gastroentérica e respiratéria e as outras obtidas de fetos saudé-
veis em matadouros. Além disso, 0 anti-soro produzido contra
cada uma dessas amostras demonstrou uma baixa reatividade
sorologica cruzada frente a amostras de BVDV-1. Um estudo
filogenético complementar, pela analise de uma seqiiéncia do
gene da proteina nao-estrutural NS3, revelou que os BVDV-2
brasileiros (e sul-americanos) sdo geneticamente distintos dos
BVDV-2 norte-americanos e europeus, constituindo um
subgendtipo a parte, denominado provisoriamente de BVDV-2b
(Flores et al. 2002). Caracterizagdes genotipicas de isolados mais
recentes ndo tém sido publicadas, embora anélises desta nature-
za estejam em andamento (Richtzenhain 2004). No SV/UFSM, os
isolamentos de BVDV séo seguidos de uma caracterizagdo com
um painel de anticorpos monoclonais.

A identificacdo do BVDV-2 no Brasil levou um laboratorio
multinacional, que anteriormente comercializava uma vacina
contendo apenas o0 BVDV-1, a importar e comercializar uma va-
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cina que contém virus dos dois genotipos. Da mesma forma,
alguns laboratérios nacionais estdo desenvolvendo vacinas com
isolados brasileiros de BVDV-1 e 2.

Além da caracterizacdo antigénica e genética, alguns estu-
dos tém enfocado outros aspectos da biologia do BVDV, como os
mecanismos moleculares envolvidos na expressao do fenotipo
citopatico dos isolados CP (Gil 1998, Tobias et al. 1998, Quadros
etal. 2005).

Desenvolvimento/padronizagdo de técnicas diagndsticas

Embora a técnica padrédo para o diagndstico sorologico da
infecgdo pelo BVDV sejaa SN, outras técnicas tém sido avaliadas
e utilizadas no pais. Canal et al. (1998) relataram o desenvolvi-
mento e a padronizacdo de um teste ELISA para detecgdo de
anticorpos contra o BVDV. O teste utiliza antigenos recombinantes
produzidos em baculovirus e demonstrou sensibilidade de 97,6
% e especificidade de 99,4 % quando comparado com a SN. Pare-
des et al. (1999) avaliaram a capacidade de um teste de soro-
neutralizacdo de diferenciar a resposta sorolégica entre os dife-
rentes pestivirus.

Kreutz et al. (2000) produziram dois anticorpos monoclonais
(mAbs) contra antigenos de um isolado brasileiro de BVDV-1. Os
mAbs foram capazes de reconhecer antigenos de mais de 50 iso-
lados de campo de BVDV-1 e BVDV-2 em testes de imunofluores-
céncia, demonstrando ser adequados para uso em diagnostico.
Andrade et al. (2002) padronizaram a técnica de imunoperoxidase
em monocamada de células para o diagnéstico do BVDV.

Estudos de patogenia

Estudos de patogenia tém sido conduzidos com isolados
brasileiros de BVDV, com o0s objetivos de investigar a
patogenicidade/viruléncia de virus candidatos a cepas vacinais e
também para se identificar amostras virais para uso em desafio
em testes de vacinas (Brum et al. 2002b, Lima et al. 2004). Scherer
etal. (2001) reproduziram os efeitos reprodutivos da infecgédo
pelo BVDV (mortalidade fetal e perinatal, abortamentos, nasci-
mento cordeiros inviaveis e persistentemente infectados) pela
inoculacdo de uma amostra brasileira de BVDV-2 (SV-260) em
ovelhas prenhes. Os autores demonstraram que a infeccao pelo
BVDV-2 em ovelhas prenhes é muito semelhante a infec¢gdo em
vacas, sugerindo o uso dessa espécie como modelo para estu-
dos de patogenia e prote¢éo vacinal.

Brum et al. (2002a) reproduziram a infec¢éo pelo BVDV-2 em
bezerros de 45-60 dias de idade pela inoculacao de dois isolados
brasileiros (SV-260 e LV-96). Os animais apresentaram anorexia,
depressdo, hipertermia, sinais de infeccéo respiratdria e diarréia
profusa e morreram e/ou foram submetidos a eutanasia in
extremis entre os dias 7 e 12pi. Os animais apresentavam Ulceras
e eros@es no trato digestivo; equimoses e sufusdes no bago,
rdamen, intestino delgado e ceco; edema pulmonar. Em animais
de oito meses de idade, o virus provocou depressao, hipertermia
e sinais moderados de infeccdo respiratdria e digestiva, ulcera-
¢des na lingua e na bochecha, mas os animais se recuperaram
em poucos dias.

Relatos clinico-patolégicos
Varios relatos clinico-patolégicos de enfermidades compati-

veis com o0 BVDV, alguns sem comprovagao viroldgica, também
indicam a ampla ocorréncia da enfermidade no pais. A primeira
descricdo clinica-patolégica da enfermidade foi realizada por
Corréa (1968). No Rio Grande do Sul, foram relatados trés surtos
de doencas com quadro clinico-patolégico compativel com a
infeccdo pelo BVDV. Em um surto em vacas em lactacdo, os ani-
mais apresentaram sinais clinicos e lesdes semelhantes as obser-
vadas na forma classica da doenca, com diarréia e Glceras na
mucosa oral. Nesse surto, a morbidade foi de 8,9% e a mortalida-
de de 1,37%. Nos outros dois surtos, compativeis com a forma
hemorréagica, observaram-se lesdes hemorragicas nas mucosas
e serosas do trato digestivo e, em alguns casos, em musculos,
além de Ulceras na mucosa do trato digestivo; a letalidade foi
préximaa 10% (Schuch 2001).

Pilati et al. (1998) descreveram um caso de enfermidade
gastroentérica fatal em uma bezerra de aproximadamente 8
meses de idade, associado a uma amostra de BVDV-2. A bezerra
apresentou depresséo, anorexia, atonia ruminal, fezes pastosas,
escuras e fétidas, seguidas de diarréia escura, tenesmo, desidra-
tacéo, respiragdo ofegante, corrimento nasal seropurulento e
morte dez dias apds o inicio da manifestacéo dos sinais clinicos.
A macroscopia revelou a presenca de Ulceras profundas e con-
fluentes na mucosa da lingua, do terco anterior do palato e do
esbfago, além de hiperemia da mucosa do rimen e do intestino.
Além dos casos publicados, informagdes de veterinarios de cam-
po indicam que provavelmente ocorra um ndmero muito maior
de casos, especialmente da forma reprodutiva, sem diagnéstico
ou confirmac&o laboratorial.

Vacinas

Avacinacdo contra o BVDV tem sido utilizada com relativo
sucesso para proteger animais da enfermidade clinica, reduzir a
circulacdo de virus e para tentar impedir a infecgdo fetal e a
conseqlente producéao de bezerros Pl (Dubovi 1992). Mais de
150 vacinas, contendo o BVDV atenuado (vacinas vivas modifi-
cadas) ou inativado ja foram licenciadas nos Estados Unidos. O
uso de vacinas contra o BVDV no Brasil ainda é incipiente e é
realizado de forma irregular nas diferentes regides e sistemas de
producéo. A vacinacao tem sido realizada com certa freqiiéncia
em rebanhos leiteiros e em cria¢des intensivas e semi-intensivas
de corte nas regiBes sudeste e sul do Brasil. No entanto, compa-
rando-se com o nimero de doses de vacinas anti-aftosa e com o
rebanho bovino brasileiro (aprox. 195 milhdes de cabecas), 0
numero de doses comercializado anualmente (ao redor de 2,5
milhdes de doses em 2003) revela que a vacinagdo contra o
BVDV no rebanho brasileiro como um todo, é uma exce¢do mais
do que regra.

Nos tltimos anos, quatro vacinas contra o BVDV eram
licenciadas e comercializadas no Brasil. Essas vacinas eram
polivalentes (BVDV, BHV-1, PI-3 e BRSV) e continham antigenos
inativados do BVDV. Essas vacinas sdo formuladas com isola-
dos norte-americanos ou europeus; trés dessas eram impor-
tadas e uma é produzida por um laboratério nacional. No
inicio de 2004, a ocorréncia de encefalopatia espongiforme
(BSE) nos Estados Unidos levou o Ministério da Agricultura a
emitir uma normativa suspendendo a importacdo de biol6-
gicos daquele pais, situacdo que permanece até o momento
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da submissédo desse artigo. Em contrapartida, novas vacinas
-também polivalentes e inativadas, contendo adjuvante ole-
0s0 ou hidréxido de aluminio - foram importadas de paises
do Mercosul (Argentina e Uruguai) e Europa e comecgaram a
ser comercializadas no pais. As vacinas tradicionais - inclusi-
ve algumas que continuam sendo comercializadas - possui-
am apenas o BVDV-1. As vacinas mais recentes - em sua mai-
oria - tendem a incluir também o BVDV-2 em sua formula-
cao.

A maior preocupacao com a eficcia de vacinas contra o
BVDV refere-se a grande variabilidade antigénica do virus. Estu-
dos realizados no pais revelaram que, além da diversidade
antigénica entre isolados locais, estes isolados apresentam uma
baixa reatividade sorolégica cruzada com as cepas norte-ameri-
canas utilizadas nas vacinas. Isto gerou questionamentos sobre
a eficacia das vacinas em uso e sobre a necessidade de se reavaliar
as estratégias de producéo, licenciamento e usos de vacinas con-
tra o BVDV no Brasil.

Vogel et al. (2001, 2002) avaliaram a eficécia de trés vacinas
comerciais inativadas contra o BVDV em bovinos e em ovinos. O
estudo em bovinos limitou-se a avaliar a resposta sorologica
frente a cepas-padréo e a diferentes isolados brasileiros de BVDV-
1eBVDV-2, enquanto o estudo em ovinos avaliou a capacidade
dessas vacinas de proteger os fetos frente a desafio com isola-
dos de BVDV-1 e 2. As vacinas induziram titulos de anticorpos
baixos a moderados, principalmente frente a isolados brasilei-
ros de BVDV-2 e ndo foram capazes de proteger os fetos da
infec¢do, reforcando a idéia da necessidade da reformulagéo
nas estratégias de formulacdo e utilizagédo de vacinas contra o
BVDV.

Silva et al. (2000) avaliaram a resposta imunolégica de bovi-
nos imunizados com uma vacina inativada contra o BVDV con-
tendo uma associacao de adjuvantes composta por hidroxido
de aluminio + cloreto de dimetildiocatadecilaménio (DDA
chloride), concluindo que essa vacina induziu uma resposta
humoral e celular de maior magnitude quando comparada ao
antigeno com hidréxido de aluminio.

Brum et al. (2002b) e Lima et al. (2004) avaliaram dois isola-
dos CP de BVDV (BVDV-1 e BVDV-2) como candidatos a virus
vacinais. Esses isolados foram atenuados por passagens multi-
plas em cultivo celular e testados em sua atenuacgédo e
imunogenicidade para bezerros e para ovelhas prenhes. Os vi-
rus demonstraram ser atenuados para bezerros; induziram titu-
los altos de anticorpos neutralizantes contra o BVDV-1 e 2, e
foram capazes de induzir protecéo fetal frente a desafio com
cepas heterdlogas de BVDV em ovelhas prenhes. Embora até o
presente vacinas atenuadas contra o BVDV ndo sejam licencia-
das no pais, essas cepas Sao promissoras para uso em vacinas em
um futuro préximo.

Atendendo a demanda do mercado e orientando-se pelas
informag6es epidemioldgicas produzidas nos ultimos anos, la-
boratérios nacionais estao atualmente desenvolvendo vacinas
contra o BVDV. Uma caracteristica comum das vacinas oraem
desenvolvimento é a inclusdo de isolados brasileiros de ambos
0s genotipos (BVDV-1 e 2). A legislacéo brasileira ainda ndo per-
mite o uso de vacinas vivas modificadas contra o BVDV. Com isso,
€ provavel que o uso de vacinas inativadas continue prevalecen-
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do nos préximos anos, apesar do consenso de que as vacinas
atenuadas possuem maior eficacia.

Perspectivas

Aimportancia atribuida & Febre Aftosa durante décadas rele-
gou outras enfermidades viricas de bovinos a um segundo pla-
no. Com a erradicacéo da Febre Aftosa de muitas regides, essas
enfermidades vém agora despertando interesse crescente de
produtores, técnicos, pesquisadores, autoridades sanitarias e
sobretudo de laboratérios produtores de vacinas. O conheci-
mento sobre a infeccdo pelo BVDV no pais vem crescendo consi-
deravelmente, a medida que aumenta o nimero de laboratorios
envolvidos em diagnéstico e pesquisa. A facilidade de comunica-
¢do e colaboracdo entre laboratérios, a disponibilidade de
reagentes de qualidade para o diagndstico e o interesse crescen-
te da indUstria de vacinas tém contribuido para esse crescimen-
to. Medidas de combate a infeccéo tém sido adotadas por inicia-
tiva voluntaria, sem a interferéncia oficial. No entanto, o estabe-
lecimento de um mercado comum no Mercosul, assim como a
implementacdo de restricBes sanitarias ao comércio internacio-
nal de produtos animais exigirdo o estabelecimento de regras
sanitarias oficiais em um futuro proximo. Por outro lado, o de-
senvolvimento de vacinas por laboratérios nacionais representa
um avanco no combate a enfermidade. Etapas posteriores deve-
rao envolver discussdes sobre critérios de importacao,
licenciamento e utilizacao de vacinas, incluindo debates sobre a
liberacdo do uso de vacinas atenuadas.
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