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DIARREIA VIRAL BOVINA (BVD): ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA INFECCAO
PERSISTENTE, AVALIACAO SOROLOGICA DA RESPOSTA IMUNE E
CARACTERIZACAO MOLECULAR DO ViRUS

RESUMO - A ocorréncia de anticorpos neutralizantes contra os genétipos do
virus da diarréia viral bovina (BVDV 1 e BVDV 2) foi verificada, pelo teste de
virusneutralizagdo (VN), em 260 amostras de soro sanguineo de 26 rebanhos nao
vacinados contra o BVDV, provenientes dos Estados de Minas Gerais e Sao Paulo. Do
total de amostras, 102 (39,2%) reagiram ao BVDV, das quais 81 (31,1%) foram
reagentes ao BVDV 1 e ao BVDV 2, sete (2,7%) reagiram apenas ao BVDV 1 e 14
(5,4%) reagiram apenas ao BVDV 2. Nos mesmos rebanhos, verificou-se também a
presenca sugestiva de animais persistentemente infectados (PIl) por meio da pesquisa
de anticorpos neutralizantes em cinco amostras de soro sanglineo de bezerros
sentinelas com idade entre 6 e 12 meses. A ocorréncia de animais PI foi pesquisada em
trés dos 26 rebanhos, dos quais foram colhidas amostras pareadas de sangue de todos
0s animais do rebanho. Todas as amostras foram submetidas ao teste de VN contra o
BVDV 1 e 0 BVDV 2, e naquelas nao reagentes a pelo menos um dos gendtipos, bem
como nas amostras provenientes de bovinos com menos de seis meses de idade, foi
realizada a pesquisa do virus pela RT-PCR. Em um dos rebanhos foram detectados
dois animais PI, cujas estirpes foram caracterizadas geneticamente como pertencentes
ao subgendtipo BVDV 1b. A infecgdo natural pelo BVDV foi monitorada nos trés
rebanhos selecionados para a pesquisa de animais Pl, sendo que em dois deles
constatou-se a eliminagdo do BVDV. No entanto, a infecgdo permaneceu no rebanho
em que haviam sido detectados dois animais PIl, pois foram diagnosticados
posteriormente um animal transitoriamente infectado (TI) e novos animais reagentes ao
virus. Foram submetidos a andlise estatistica os resultados dos testes de VN contra o
BVDV 1 e o BVDV 2, realizados em 1925 amostras de soro sangliineo obtidas no
periodo de execucdo desta pesquisa. Nao houve discordancia entre a proporgdao de

bovinos reagentes ao BVDV 1 e ao BVDV 2 (p>0,05), entretanto, houve discordancia
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entre os titulos de anticorpos das amostras reagentes a ambos 0s gendétipos
(p<0,0001).

Palavras-chave: andlise filogenética, animal persistentemente infectado, animal

transitoriamente infectado, anticorpos neutralizantes, BVDV 1, BVDV 2
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BOVINE VIRAL DIARRHOEA (BVD): EPIDEMIOLOGICAL ASPECTS OF

PERSISTENT INFECTION, SEROLOGICAL EVALUATION OF IMMUNE RESPONSE
AND MOLECULAR VIRUS CHARACTERIZATION

SUMMARY - The occurrence of neutralizing antibodies against to bovine viral
diarrhoea virus genotypes (BVDV 1 and BVDV 2) has been confirmed by
virusneutralization test (VN) in 260 samples of blood serum undertaken in the states of
Minas Gerais and Sao Paulo, Brazil. Samples were retrieved from 26 cattle herds which
were not BVDV vaccinated. One hundred and two samples (39.2%) were reagents to
BVDV, or rather, 81 (31.1%) were reagents to BVDV 1 and BVDV 2, seven (2.7%) were
reagents to BVDV 1 only and 14 (5.4%) were reagents to BVDV 2 only. In the same
herds, the significant presence of persistently infected (PI) animals was also verified by
a research involving neutralizing antibodies in five samples of blood serum in 6 to 12-
month-old calves. The occurrence of Pl animals was researched in three out of 26 herds
by paired blood samples of total animals in the herd. All samples were analyzed by VN
test against to BVDV 1 and BVDV 2, and virus research was undertaken by RT-PCR in
samples which were not reagent to at least one of the genotypes and in samples of less
than 6-month-old cattle. Two Pl animals, genetically characterized as belonging to
BVDV 1b subgenotype, were detected in one of the herds. BVDV natural infection was
monitored in three herds selected for Pl animals research. BVDV was eliminated in two
herds. However, infection remained in the herd in which two Pl animals were diagnosed,
because a transiently infected animal (T1) and other virus-reagent animals were detected
later on. Statistical analysis evaluated VN test results against BVDV 1 and BVDV 2 with
1925 samples of blood serum obtained during the research period. Although no
significant differences were found between BVDV 1 reagent bovines and BVDV 2
reagent ones (p>0.05), a significant difference was detected among titles of antibodies
from samples which were reagent to both genotypes (p<0.0001).

Keywords: BVDV 1, BVDV 2, neutralizing antibodies, persistently infected animal,
phylogenetic analysis, transiently infected animal



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

Ao contrario da denominacao original, relacionada a transtornos do sistema
digestério, a diarréia viral bovina (BVD) é caracterizada principalmente por alteragdes
no sistema reprodutivo dos bovinos. O virus da diarréia viral bovina (BVDV) possui
predilecdo por utero gestante, pois a infeccao fetal é a Unica maneira de garantir a sua
sobrevivéncia e perpetuagcdo nos rebanhos, pela geracao de um animal com infeccao
persistente. O animal persistentemente infectado (PI) é o elemento de destaque da
BVD. Ele consiste na principal fonte de infecgéo, e toda a dindmica da enfermidade
ocorre em funcado da sua presenca no rebanho.

No diagnostico clinico da BVD nos rebanhos € necessario o conhecimento dos
contrastes existentes entre as manifestagdes clinicas da enfermidade, que variam
desde uma forma inaparente até a sindrome fatal da doenca das mucosas (MD). A
complexidade das manifestagcdes clinicas também esta associada a reducdo da
produtividade animal, ao comprometimento do desempenho reprodutivo, além do efeito
imunossupressor causado pelo virus, que propicia o surgimento de outras afeccoes,
tornando o BVDV um dos mais importantes agentes infecciosos na bovinocultura.

A BVD teve sua primeira descricdo em 1946. Durante os ultimos 60 anos
ocorreram avangos no conhecimento do virus e da enfermidade, tais como a
determinacdo dos bidtipos e genétipos do BVDV, a producdo de anticorpos
monoclonais utilizados nos estudos das estirpes variantes, o sequenciamento do
genoma viral, os mecanismos de desenvolvimento da infeccdo persistente, da
imunotolerancia, da MD e da acdo imunossupressiva na infeccdo aguda (GOYAL &
RIDPATH, 2005).

A diversidade dos aspectos relacionados a BVD proporcionou que os resultados
encontrados neste trabalho fossem analisados por varios parametros. Isso permitiu a
apresentacao da tese em forma de capitulos, e neles também foi feita uma abordagem
sobre a enfermidade, desde a caracterizagdo do seu agente etiolégico até as medidas
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de prevencgao e controle. Dessa maneira, 0os experimentos foram inseridos nos capitulos
de acordo com os temas relacionados na caracterizagao.

A importancia da BVD na bovinocultura, os principais aspectos epidemiolégicos e
as diferentes manifestagdes clinicas da enfermidade estdo abordados nesse 1°
Capitulo. A distribuicdo geogréafica da BVD, os estudos de prevaléncia e ocorréncia, no
Brasil e em outros paises, estdo abordados no Capitulo 2, que também apresenta a
pesquisa da ocorréncia de bovinos reagentes ao BVDV 1 e ao BVDV 2 em rebanhos
localizados nos Estados de Minas Gerais e Sao Paulo.

O animal Pl € o tema do Capitulo 3, o qual relata a ocorréncia desse tipo de
animal nos mesmos rebanhos analisados no capitulo anterior. O diagndstico de animais
Pl num dos rebanhos, localizado no Estado de Minas Gerais, propiciou a deteccao de
estirpes do BVDV que foram geneticamente caracterizadas. A analise filogenética
dessas estirpes, assim como a abordagem da diversidade genética de estirpes do
BVDV isoladas em varios paises, inclusive no Brasil, estdo apresentadas no Capitulo 4.

A diversidade genética do BVDV também traduz em diversidade antigénica, pois
sdo encontrados diferentes resultados nos testes de virusneutralizagao (VN) realizados
com diferentes estirpes do virus. O enfoque do Capitulo 5 esta relacionado justamente
a essa diversidade antigénica, e o experimento nele inserido correlaciona animais
reagentes, bem como seus respectivos titulos anticorpos neutralizantes, a estirpes do
BVDV 1 e do BVDV 2.

O Capitulo 6 descreve o monitoramento dos rebanhos em que foram
pesquisados os animais Pl (abordados no Capitulo 3) por um periodo que variou de 17
a 29 meses. Nesse capitulo, sdo citadas também as principais medidas de controle e
prevengédo da BVD, a possibilidade da eliminagdo espontanea do BVDV num rebanho,
além dos fatores de risco envolvidos na transmissédo da enfermidade.

Por fim, o Capitulo 7 apresenta uma andlise sobre os resultados encontrados em
todos os capitulos desta tese e suas relagdes com a ocorréncia e o diagnéstico da
enfermidade nos rebanhos bovinos nacionais. Nele também estdo mencionados os
programas de controle e erradicacdo adotados por alguns paises europeus, ratificando

assim a importancia da BVD na bovinocultura.



1.1 ASPECTOS GERAIS DA EPIDEMIOLOGIA DA DIARREIA VIRAL BOVINA

A BVD é um conjunto de sindromes clinicas ou subclinicas associadas a
infecgéo pelo BVDV (BOLIN & RIDPATH, 1996). A enfermidade é bastante comum na
maioria dos paises, e 0 BVDV é um patégeno de bovinos, particularmente do sistema
reprodutivo (BROWNLIE, 2005). Dentre os virus que infectam bovinos, € o que possui a
patogenia mais complexa (DEREGT, 2005).

Desde os primeiros relatos de uma nova enfermidade aparentemente
transmissivel, descritos por OLAFSON et al. (1946), o BVDV esta relacionado a um
complexo de sindromes que afetam os sistemas reprodutivo, respiratério, digestério,
circulatério, imunoldgico, linfatico, musculoesquelético e o sistema nervoso central,
sendo denominado como um patdégeno que apresenta muitas faces (BROCK, 2004).

O BVDV é um RNA-virus, que juntamente com o virus da peste suina classica
(CSFV) e o virus da “border disease” (BDV) compdem o género Pestivirus, pertencente
a familia Flaviviridae, e sédo classificados junto com Flavivirus humanos e o virus da
hepatite C (NETTLETON & ENTRICAN, 1995). O BVDV pertence a um grupo de virus
que infecta primariamente ruminantes (RIDPATH, 2003).

Atualmente séo reconhecidas quatro espécies do género Pestivirus: CSFV, BDV,
BVDV 1 e BVDV 2 (ICTV, 2007). Inicialmente o Pestivirus era classificado com base na
espécie hospedeira em que foi realizado o primeiro isolamento. No entanto, essa
classificagao tornou-se inadequada, pois eles nao infectam apenas uma uUnica espécie
(RIDPATH, 2005).

As espécies pertencentes ao género Pestivirus sao antigenicamente
relacionadas, embora existam diferencas que ndo sao suficientes o bastante para
classifica-las em sorotipos. Todavia, apds varias tentativas para a classificagdo viral
com anticorpos monoclonais e por comparacdes das seqliéncias génicas, o BVDV foi
classificado em duas diferentes espécies — BVDV 1 e BVDV 2 (RIDPATH, 2005).

O BVDV é um virus pequeno (40 a 60 nm), esférico e possui um envoltério
lipoprotéico derivado das membranas das células hospedeiras. O nucleocapsideo tem

como genoma uma fita Unica de RNA, de polaridade positiva, numa molécula de
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aproximadamente 12,3 kb, com predisposicdo a altas taxas de mutacédo (RIDPATH,
2005). Essas mutagdes levam a heterogeneidade do BVDV, que propicia a evasao do
sistema imunoldgico do hospedeiro (RIDPATH, 2003; KELLING, 2004).

O virion é resistente as variagdes de pH de 5,7 a 9,3, ao contrario dos demais
virus da familia Flaviviridae, e consegue sobreviver no meio ambiente até duas
semanas, mas sao rapidamente inativados pelo calor, por solventes orgénicos,
detergentes e desinfetantes comuns, como fendis e clorexidine (KELLING, 1996;
RIDPATH, 2005).

Com base na sua replicacdo em culturas de células, o BVDV apresenta dois
bidtipos: citopatogénico (CP) e nao citopatogénico (NCP) (TREMBLAY, 1996). Os
bi6tipos sdo grupos de virus com a mesma constituicdo genética, porém possuem
diferencas na inducao de alteragdes microscédpicas visiveis (vacuolizacdo e lise) em
cultivos celulares epiteliais in vitro (KELLING, 1996).

O fato de um dos biétipos ndo ser CP nao significa que o mesmo nao seja
patogénico e somente cause infeccdes subclinicas nos animais. Portanto, os bi6tipos
sao classificados pela habilidade em causar alteragdes visiveis em culturas celulares
epiteliais e ndo quanto a capacidade de causar enfermidade no animal (DEREGT &
LOEWEN, 1995). A citopatogenicidade em cultivos celulares ndo esta correlacionada a
viruléncia em infec¢des agudas in vivo, pois todos os virus altamente virulentos, até
entdo estudados, eram NCP (RIDPATH, 2005).

No entanto, os bibtipos se comportam diferentemente in vivo. As estirpes NCP
apresentam tropismo por leucécitos, 6rgaos linféides e pelo trato respiratério, enquanto
as estirpes CP estdo restritas ao trato digestério (HAMERS et al., 2001). A grande
maioria das estirpes do BVDV isoladas no campo sdo NCP e as estirpes CP sdo menos
freqUentes, por serem isoladas principalmente de casos de MD (DEREGT & LOEWEN,
1995).

Para RIDPATH et al. (2006), podem existir trés biétipos do BVDV: o biétipo NCP,
que nao causa morte celular em cultivos celulares epiteliais ou cultivo de células
linféides; o bidtipo CP, o qual promove morte celular em cultivos celulares epiteliais ou

linféides; e o biotipo linfocitopatogénico, que ndo causa morte celular em cultivo de
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células epiteliais, mas causa morte de células em cultivo linfoéide. O significado pratico
do bidtipo linfocitopatogénico esta relacionado com a viruléncia in vivo, e o cultivo de
células linféides é de grande importancia no estudo dos efeitos da infecgdo do BVDV no
sistema imune do animal.

Além da divisdo em biétipos, a analise filogenética do genoma viral levou a
segregacao do BVDV em dois gendtipos: BVDV 1 e BVDV 2 (RIDPATH et al., 1994). As
estirpes altamente virulentas relacionadas a surtos severos de BVD aguda ocorridos no
inicio da década de 90, com trombocitopenia, disfungdes hemorragicas e alta
mortalidade de animais de todas as idades, em rebanhos dos Estados Unidos e do
Canada (CORAPI et al., 1989; CARMAN et al., 1998), foram classificadas como
pertencentes ao BVDV 2, enquanto as estirpes classicas foram classificadas como
BVDV 1 (RIDPATH et al., 1994).

Alguns anos ap0s a sua identificagcdo, o BVDV 2 ainda era considerado um virus
novo e altamente virulento. Entretanto, ele tem sido mais freqlientemente isolado de
varias condi¢des clinicas moderadas ou subclinicas do que necessariamente de casos
severos ou hemorragicos, embora ainda existam tentativas de correlacionar o BVDV 1 e
o BVDV 2 com a viruléncia (FULTON et al., 2000). As estirpes do BVDV 2 estao
presentes em alguns paises, e a maioria delas ndo séo virulentas como as estirpes do
BVDV 1 (GUNN et al., 2004).

Varios pesquisadores acreditavam que o BVDV 2 era uma variante recente do
BVDV 1, decorrente da pressao seletiva resultante de programas de vacinagdo, mas
nao existiram evidéncias sugestivas da ocorréncia de mutagdes que diferenciassem os
isolamentos do BVDV 1 e do BVDV 2. As diferengas existentes entre os dois genétipos
sugerem que o BVDV 2 existe na natureza assim como o BVDV 1 e, desta forma, é
bem mais provavel que o BVDV 2 represente um grupo de virus recém-identificado e
nao um novo grupo de virus (FLORES et al., 2002; RIDPATH, 2005).

Apesar do BVDV 2 ter sido descrito em 1994, a caracterizacdo de estirpes de
BVDV isoladas entre os anos de 1981 e 1994 demonstrou que este gendtipo ocorria
nos EUA desde o inicio da década de 80. Além disso, foi concluido que a sua primeira

descricdo consistiu numa estirpe isolada num suino em 1979 na Europa, depois de
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realizadas comparagées com amostras de BVDV 2. Nessa época, a estirpe foi
denominada como atipica do CSFV (RIDPATH, 2005).

Os gendtipos BVDV 1 e BVDV 2 também foram subdivididos nos subgendtipos
BVDV 1a, BVDV 1b, BVDV 2a e BVDV 2b (RIDPATH et al.,, 1994; RIDPATH et al.,
2000; FLORES et al., 2002). Para VILCEK et al. (2001), o BVDV 1 é subdividido em 11
grupos genéticos. A subdivisdo dos gendétipos, bem como o seu significado bioldgico,
ainda continuam em discussao (RIDPATH, 2005).

A manutencdo do BVDV nos rebanhos ocorre somente pela presengca de um
animal com infeccao persistente. O animal Pl é resultante da infecgdo uterina pelo
bidtipo NCP nos primeiros 125 dias de gestacdo. Nessa fase, o sistema imune do feto
nao esta totalmente desenvolvido e ndao reconhece o virus como estranho (DEREGT &
LOEWEN, 1995; GROOMS, 2004).

O animal Pl é a principal fonte de infeccao da BVD. Mas também s&o fontes de
infeccao os bovinos em fase aguda da doenga, também denominados transitoriamente
infectados (Tl), bubalinos, ovinos, caprinos, suinos (HOUE, 1995) e algumas espécies
silvestres, como antilopes, cervideos, alces, camelos, Ihamas, alpacas e guanacos
(EVERMANN, 2006). As vias de eliminacao do virus sdo as excre¢des e as secrecoes
corporais, como fezes, urina, leite, sémen, saliva, lagrima, secre¢des nasais e uterinas,
além do sangue e da placenta.

A transmissao do BVDV ocorre principalmente pelo contato direto. Fémeas Pl
transmitem o virus para sua descendéncia (TREMBLAY, 1996). O contato indireto
também é importante na transmissao do BVDV, o qual pode ser realizado por meio de
fomites como luvas para palpacao retal, agulhas, formigas para contencéo, utensilios,
cochos para alimentagdo (TREMBLAY, 1996; NISKANEN & LINDBERG, 2003; MOEN
et al., 2005) e medicamentos contaminados (KATHOLM & HOUE, 2006).

A transmissdo do virus também pode ser aerdgena (MARS et al., 1999) ou
realizada mecanicamente pelos insetos (GUNN, 1993). A transmissao aerégena pode
ser influenciada pela estirpe infectante do BVDV, pois algumas delas induzem
alteracdes respiratérias e consequentemente desencadeiam tosse nos animais,

promovendo assim maior disseminagao viral (HOUE, 1995). O soro fetal bovino
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contaminado utilizado na transferéncia de embrides, e os embrides de doadoras PI,
podem transmitir 0 virus para as receptoras, assim como as receptoras Pl ou Tl podem
transmitir o BVDV para o embrido (GIVENS & WALDROP, 2004; GARD et al., 2007).

A porta de entrada do BVDV no organismo € pela mucosa oral ou nasal, por meio
da inalagdo ou ingestao de secregdes e excregdes de animais infectados. Os primeiros
sitios de replicacdo viral sdo as tonsilas, os tecidos linféides e o epitélio da orofaringe
(TREMBLAY, 1996). A disseminagado para o organismo ocorre pelas células linféides
presentes na corrente circulatéria (THURMOND, 2005). A mucosa genital também ¢é
porta de entrada para o BVDV (GARD et al., 2007).

A disseminagao do virus no rebanho esta relacionada com a maneira pela qual
ele foi introduzido. Se o BVDV for proveniente de um animal Tl, a disseminagao € mais
lenta do que se a fonte de infecgdo for um animal Pl, pois este elimina o virus
constantemente e em grande quantidade (TREMBLAY, 1996).



1.2 MANIFESTACOES CLINICAS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

O periodo de incubacao da BVD é de aproximadamente 5 a 7 dias, e a viremia é
detectada nas primeiras 24 horas apds a infecgédo, podendo persistir por até 15 dias. Na
maioria das vezes, as infecgdes nos bovinos ocorrem de forma inaparente ou pouco
caracteristica, com sinais de hipertermia transitoria e leucopenia. Estima-se que 70% a
90% das infecgbes ocorrem sem manifestagdes de sinais clinicos (BAKER, 1995). Os
sinais da infeccdo num rebanho sdo normalmente muito inespecificos, por isso sempre
é necessaria a confirmacao laboratorial (DONATE & MAZZUCCHELLI, 1995).

Os sinais clinicos apresentados pelos animais com infec¢coes agudas sao
hipertermia, leucopenia, depressdo, anorexia, descarga oculonasal, diarréia,
decréscimo na producdo de leite em vacas leiteiras, erosdes e ulceracdes orais,
interdigitais e nos tetos (BAKER, 1995; CAMPBELL, 2004; EVERMANN &
BARRINGTON, 2005), pneumonia e enterite em bezerros (POTGIETER, 1997). A morte
apdés a infeccdo aguda pelo BVDV deve-se principalmente a infeccoes bacterianas
secundarias (BOTTCHER et al., 1993).

A infecgdo aguda severa, também denominada sindrome hemorragica, apresenta
alta morbidade e alta letalidade. Os animais acometidos apresentam sinais como febre,
depressao, leucopenia, trombocitopenia, diarréia sanguinolenta, hemorragia ocular,
epistaxe, equimoses nas mucosas, lesdes no trato digestorio, hemorragias subcutaneas
e nos locais de inje¢cdo. Mas, durante um surto de BVD hemorragica, podem existir
variagcbes nos sinais clinicos apresentados no rebanho e apenas uma minoria dos
animais infectados apresenta sinais de maior severidade, que sédo semelhantes aos da
MD (EVERMANN & BARRINGTON, 2005).

O BVDV desencadeia um efeito imunossupressor e com isso aumenta a
patogenicidade de outros microorganismos (HOLLAND et al., 1993). O virus
proporciona o aumento consideravel na incidéncia e severidade de enfermidades do
trato respiratério (OBANDO et al., 1999) causadas pelo virus da rinotraqueite infecciosa
dos bovinos (BoHV-1), pelo virus respiratério sincicial bovino (BRSV) ou pela
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Mainhemia haemolytica (POTGIETER, 1997), além de outras enfermidades
(POTGIETER, 1995; CAMPBELL, 2004; GALAV et al., 2007).

Varios estudos epidemioldgicos atribuiram ao BVDV o importante papel no
complexo respiratério bovino (CAMPBELL, 2004), como agente infeccioso primario ou
como agente imunossupressor (FULTON et al.,, 2006). As infeccbes pulmonares
sinérgicas entre o BVDV e outros patdgenos bacterianos sdo comuns durante o
primeiro ano de vida (TREMBLAY, 1996), pois faciltam a colonizagdo do trato
respiratorio inferior resultando em broncopneumonia fibronecrética (LONERAGAN et al.,
2005).

A habilidade que o BVDV possui de interagir sinergicamente com outros
patégenos ndo é restrita somente as enfermidades que acometem o trato respiratério,
uma vez que foram descritas infeccbes sinérgicas com patdogenos entéricos como
Coronavirus e Rotavirus (KAPIL et al., 2005). A imunossupressao transitoria deve-se a
replicacdo do BVDV nos mondcitos, nos linfécitos B, nos linfocitos T, nas células
epiteliais do trato digestorio e do trato respiratorio superior (TREMBLAY, 1996;
PETERHANS et al., 2003).

O BVDV foi também associado a alteragcdes neurolégicas em bovinos (BLAS-
MACHADO et al., 2004), sendo freqlentemente isolado do cérebro de fetos abortados e
natimortos. No entanto, poucas informagdes correlacionaram a ocorréncia de sinais
clinicos neuroldgicos as infec¢des pelo BVDV (FLORES et al., 2005).

Apesar de ter sido originalmente associado a casos de doenca entérica, a
patogenia do BVDV mostra que sua atuagao essencial esta relacionada aos processos
reprodutivos nos bovinos. Por isto, o maior impacto econémico € causado pelos
transtornos reprodutivos (ELLIS et al., 1995), pois toda a epidemiologia da BVD esta
relacionada a infecgdo fetal e ao nascimento de bezerros Pl (FLORES, 1997). A
primeira relagdo sugestiva do envolvimento do BVDV com alteragdes reprodutivas foi
descrita por McCLURKIN et al. (1979).

O feto é vulneravel a infeccao quando fémeas nao imunes entram em contato
com o BVDV. Em termos gerais, a infeccdo transplacentdria é particularmente

prejudicial durante os primeiros 180 dias de gestagdo e pode resultar em morte e
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reabsorcao embrionaria, morte e mumificacdo fetal, aborto, deformidades congénitas,
imunotolerancia (LARSON, 1996; FRAY et al.,, 2000; GROOMS, 2004), natimortos,
nascimento de bezerros fracos, débeis, prematuros e com alteragdes no crescimento
(KRAMPS et al., 1999). Os abortos podem ocorrer em qualquer fase da gestagcédo, mas
a ocorréncia maior € no primeiro trimestre (LARSON, 1996). Quando a infecgéo fetal
ocorre no estagio final de gestacdo, também existe o comprometimento do sistema
imune dos bezerros (FRAY et al., 2000).

A agédo teratogénica do BVDV é maior entre os dias 100 e 150 de gestagao
(SPRECHER et al., 1991; HOUE, 1995; MOENNIG & LIESS, 1995; BROCK, 2003;
GROOMS, 2004). Entretanto, muitas das malformagbes congénitas sdo decorrentes de
infeccbes no primeiro trimestre, que é o periodo de diferenciacdo dos érgaos. A
infeccao no segundo trimestre de gestacao resulta mais em respostas inflamatérias e
processos reparatérios no feto do que propriamente em malformagdes (BIELEFELDT-
OHMANN, 1995).

As principais malformagdes congénitas associadas a infeccao fetal pelo BVDV
sao hipoplasia cerebelar, microencefalopatia, hidrocéfalo, hidrocefalia, porencefalia,
hipomielinizacdo, desmielinizacdo da medula espinhal, catarata, microftalmia,
degeneracgdo da retina, neurite éptica, coriorretinopatia, hipoplasia do timo, hipotricose,
alopecia, osteogénese degenerativa, bragnatismo mandibular, retardo do crescimento,
‘hyena disease” e hipoplasia pulmonar (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; GROOMS,
2004).

Algumas infecgbes pelo BVDV podem tornar-se aparentes apés o nascimento de
bezerros com malformagdes congénitas. Mesmo sendo possivel a ocorréncia de
diferentes tipos de malformacdes congénitas, varios nascimentos consecutivos num
rebanho podem apresentar o mesmo tipo de lesdo congénita. A estirpe do BVDV
infectante pode exercer um papel na determinacao anatémica do defeito congénito, pois
algumas estirpes parecem possuir um grau de especificidade organica (REBHUM,
1995).

A patogenia do BVDV sobre a reprodugdo ndo se limita apenas a abortos ou

malformagbes congénitas, mas também estd associada a falhas reprodutivas antes da
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concepcao, durante a fecundacao e nos primeiros dias de vida do embrido (DONATE &
MAZZUCCHELLI, 1995), em consequéncia do tropismo do BVDV por células
germinativas de ambos os sexos (BROWNLIE, 2005).

Os efeitos do BVDV séao verificados nas alteracbes da dindmica ovariana € no
comprometimento transitorio da fertilidade. O virus pode infectar o ovario e permanecer
nele por até 60 dias, ocasionando ovarite e, consequientemente, auséncia de ovulagao,
principalmente em novilhas. Altera¢des inflamatorias também sdo encontradas no
oviduto e na mucosa uterina (GROOMS, 1998; GROOMS, 2004).

Nos touros, os efeitos da infeccao estao relacionados aos defeitos morfolégicos
dos espermatozdides, a baixa qualidade do sémen, com diminui¢do da mobilidade e da
concentracao espermatica (DONATE & MAZZUCCHELLI, 1995; GROOMS, 2004). O
virus também replica nas vesiculas seminais e na préstata (TREMBLAY, 1996).

Segundo VOGES et al. (1998), o BVDV pode estabelecer a infeccao persistente
nos tubulos seminiferos apds a infeccdo aguda durante a puberdade. Nessa fase, o
BVDV consegue atravessar a barreira hemato-testicular, mas os anticorpos
neutralizantes produzidos apds a infeccdo aguda sdo incapazes de atravessar essa
mesma barreira, estabelecendo assim a infeccao persistente nos tubulos seminiferos e
0 virus passa a ser liberado constantemente no sémen.

Tanto a infeccao nos tubulos seminiferos quanto a permanéncia prolongada do
BVDV no ovério sdo consideradas infeccbes crbnicas persistentes. Varios estudos
estdo sendo realizados para determinar a prevaléncia e o potencial dessas infec¢des
que sucedem uma infeccao aguda. O estabelecimento de infecgbes cronicas forneceria
um mecanismo adicional para o virus persistir nos rebanhos bovinos (BROCK, 2003).

A pesquisa realizada por NISKANEN et al. (1995) verificou que rebanhos com
alta prevaléncia de anticorpos tiveram aumento na utilizacdo de medicamentos para a
inducdo do estro, intervalos maiores entre partos, maior freqiéncia de mastite e de
retencdo de placenta. Rebanhos leiteiros infectados pelo BVDV apresentaram aumento
de células somaticas no leite, provavelmente devido a maior incidéncia de infecgdes

intra-mamarias (BEAUDEAU et al., 2005); maior nUmero de servigos por concepgao
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(RUFENACHT et al., 2001); e, em novilhas, prolongou o tempo da primeira paricao
(VALLE et al., 2001).

A BVD e a MD sao duas sindromes clinicas diferentes causadas pelo mesmo
virus. A BVD é resultado de uma infec¢do aguda, de poucos dias de duracdo e baixa
letalidade, que pode ocorrer em bovinos susceptiveis de qualquer idade apds o
nascimento. Em contraste, a MD apresenta alta letalidade, pois ocorre em bovinos que
apresentam imunotolerancia especifica ao virus infectante (animais Pl) e,
consequentemente, ndo desenvolvem anticorpos (DUFFELL & HARKNESS, 1985). A
MD pode ser causada tanto pelo BVDV 1 quanto pelo BVDV 2 (RIDPATH et al., 2000).

A MD é uma sindrome fatal. Os sinais clinicos presentes sao febre, depressao,
anorexia, fraqueza, emaciagao, desidratacédo, lesdes orais erosivas, hipersalivacao,
intenso lacrimejamento, secrecao ocular mucopurulenta, diarréia sanguinolenta profusa,
lesdes erosivas no focinho, nas tetas e na vulva. A enfermidade pode durar 1 a 3 dias
ou se estender por 2 a 3 semanas, e culmina com a morte do animal (BAKER, 1995;
DEREGT & LOEWEN, 1995).

A MD é considerada uma forma esporadica da infec¢do pelo BVDV (BAKER,
1995) e ocorre quando animais Pl com o virus NCP sofrem uma infeccdo com uma
estirpe homologa do virus CP. Na maioria das vezes, o virus CP origina-se do virus
NCP persistente por meio de recombinagdes genéticas (BOLIN & GROOMS, 2004). A
expressao da citopatogenicidade é resultante da clivagem da proteina ndo estrutural
NS2-3 do BVDV NCP em NS-2 e NS-3 (BROWNLIE, 2005).

O BVDV CP pode originar-se espontaneamente por inser¢des no genoma viral
de sequéncias génicas do hospedeiro, por duplicagdo do genoma viral ou por
recombinagdes genéticas com outras estirpes do BVDV (BROWNLIE, 2005). Os pontos
de mutagao alteram o gendtipo, e as recombinagdes mudam o biétipo, mas néo alteram
0 gendtipo. Por isso, os virus CP sdo antigenicamente idénticos aos virus NCP originais
(RIDPATH, 20083).

As estirpes CP derivam acidentalmente das estirpes NCP. Sugere-se que elas
apresentam uma importante funcao epidemiolégica na eliminagdo de animais Pl. Esta

hipbétese explica a frequéncia estavel de animais Pl em muitos rebanhos, em torno de
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1%, indicando que existe equilibrio entre a geracdo e a eliminagcdo de animais PI
(HAMERS et al., 2001).

A BVD também € considerada uma das enfermidades de maior dificuldade para
diagnostico e controle (PILLARS & GROOMS, 2002). O primeiro passo para o controle
da BVD é identificar e eliminar todos os animais Pl do rebanho, por serem a principal
fonte de infeccdo do BVDV NCP (BOLIN, 1990). Varios paises da Europa ja iniciaram
programas de controle e erradicacdo do BVDV, tais como a Noruega, a Dinamarca e a
Alemanha. A Suécia foi o primeiro pais a implantar um programa de erradicacao, no
ano de 1993 (GREISER-WILKE et al., 2003).

Nos paises que séo livres da febre aftosa, o BVDV passou a ser considerado o
agente viral mais importante na bovinocultura. No Brasil, a importancia atribuida a febre
aftosa durante décadas relegou outras enfermidades virais de bovinos a um segundo
plano. Com a provavel erradicacdo da febre aftosa em muitas regides, essas
enfermidades vém agora despertando crescente interesse de produtores, técnicos,
pesquisadores, autoridades sanitarias e, sobretudo, de laboratérios produtores de
vacinas (FLORES et al., 2005).
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CAPITULO 2 - OCORRENCIA DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES CONTRA 0OS
GENOTIPOS DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV 1 E BVDV 2) EM
REBANHOS BOVINOS NOS ESTADOS DE MINAS GERAIS E SAO PAULO

RESUMO - A ocorréncia de anticorpos neutralizantes contra o BVDV 1 (estirpe
Singer) e o BVDV 2 (estirpe VS-253) foi determinada, pelo teste de virusneutralizacao,
em amostras de soro sangliineo provenientes de 26 rebanhos bovinos nao vacinados
contra o BVDV, localizados nos Estados de Minas Gerais e Sao Paulo. Foram
analisadas 10 amostras por rebanho, sendo cinco de bovinos adultos e cinco de
bovinos com idade entre 6 e 12 meses. Do total de 260 amostras analisadas, 102
(39,2%) reagiram ao BVDV, das quais 81 (31,1%) foram reagentes tanto ao BVDV 1
quanto ao BVDV 2, sete (2,7%) reagiram apenas ao BVDV 1 e 14 (5,4%) reagiram
apenas ao BVDV 2. Com excegao de dois rebanhos, nos demais foram detectados pelo
menos um animal reagente ao BVDV, entretanto num deles foram detectados animais
reagentes apenas ao BVDV 2. Em seis rebanhos foram detectados anticorpos
neutralizantes nos bovinos da faixa etaria de 6 a 12 meses, portanto foram indicativos
da infecgao recente pelo virus e também sugestivos da provavel presencga da fonte de
infeccdo no rebanho. Os dados obtidos mostraram a ocorréncia de anticorpos
neutralizantes contra o BVDV em rebanhos bovinos dos Estados analisados, mas os
resultados apresentaram diferencas no numero de bovinos reagentes ao BVDV 1 e ao
BVDV 2, ressaltando assim a necessidade da utilizagdo de estirpes de cada genétipo

nos testes de VN para o diagnéstico sorologico do BVDV.

Palavras-chave: anticorpos neutralizantes, BVDV 1, BVDV 2, virus da diarréia viral

bovina, virusneutralizagao
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2.1 INTRODUGAO

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) faz parte de um grupo distinto de virus
que causam infeccbes em ruminantes domeésticos. Com distribuicdo cosmopolita,
promove grandes perdas econdmicas em paises que se dedicam a exploragdo de
rebanhos bovinos (GREISER-WILKE et al., 2003), com uma variedade de
manifestacdes clinicas, ressaltando-se entre elas as alteragdes reprodutivas (HOUE,
2003). Entretanto, a interpretacdo dessas manifestagcdes representa um desafio para os
médicos veterinarios, pois uma porcentagem significativa das infeccoes (70% a 90%) é
subclinica (BAKER, 1995).

Os dados referentes a ocorréncia da diarréia viral bovina (BVD) no Brasil ainda
sdo restritos. Isso se deve, em parte, ao pequeno numero de laboratérios que realiza o
diagnéstico da infeccdo. E provavel que ocorram muitos casos ndo diagnosticados,
especialmente aqueles relacionados a transtornos reprodutivos. Da mesma maneira, é
possivel que grande parte dos diagnosticos realizados no campo esteja sendo feita sem
confirmacao laboratorial (FLORES, 2003).

Muitos trabalhos relatam a ocorréncia do BVDV em varios paises, com maior
enfoque no diagnostico dos gendtipos e subgendtipos. No Brasil, apesar de algumas
pesquisas demonstrarem a ocorréncia de anticorpos neutralizantes contra o BVDV nos
rebanhos bovinos, sdo poucas as informacdes referentes especificamente ao BVDV 1 e
ao BVDV 2.
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2.2 REVISAO DE LITERATURA

A patogenia da infeccao pelo BVDV apresenta caracteristicas peculiares, que se
refletem na epidemiologia e ndo sdo observadas em outras enfermidades. Nos estudos
epidemioldgicos da BVD, os principais desafios consistem na deteccdo do estagio em
que se encontra a infeccdo, da forma que esta ocorrendo a difusdao do BVDV dentro do
rebanho e da maneira pela qual ocorre a disseminagdo do virus entre rebanhos, além
do desafio em quantificar as perdas econémicas (HOUE, 1999).

Os titulos de anticorpos neutralizantes contra o BVDV sao de longa duragao apés
uma infeccao natural, podendo persistir para o resto da vida do animal (LINDBERG &
HOUE, 2005), pois o declinio destes titulos pode ser observado somente depois de
alguns anos (FREDRIKSEN et al., 1999). Entretanto, a ocorréncia de uma infeccao
recente ou da transmissdo do BVDV no rebanho pode ser verificada por meio da
deteccdo de anticorpos neutralizantes nos animais jovens (SMITH &
GROTELUESCHEN, 2004).

A prevaléncia das infecgdes pelo BVDV pode ser determinada nos rebanhos pela
deteccao de animais com anticorpos neutralizantes ou de animais Pl (HOUE, 1995;
HOUE, 2005). No entanto, as diferentes prevaléncias que ocorrem entre paises ou até
mesmo entre regides sdo devidas as diferencas existentes na densidade populacional,
no tamanho dos rebanhos e no sistema de manejo (HOUE & MEYLING, 1991; HOUE,
1999).

A distribuicao geografica da BVD é mundial, pois entre 50% e 90% da populacao
bovina adulta apresenta anticorpos neutralizantes contra o BVDV (HOUE, 1999;
KRAMPS et al., 1999; LINDBERG, 2002). Teoricamente, todos os rebanhos bovinos
estado infectados ou ja sofreram a infeccao num determinado momento (NETTLETON &
ENTRICAN, 1995).

No Canadd, a prevaléncia de bovinos com anticorpos neutralizantes contra o
BVDV foi de 40,6% (DURHAM & HASSARD, 1990), e no Zimbabwe, MUVAVARIRWA
et al. (1995) encontraram 79,2% das amostras reagentes. PAISLEY et al. (1996)

verificaram que 68,6% das amostras de bovinos de corte de rebanhos nos Estados
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Unidos apresentavam anticorpos contra o BVDV, e na Croacia, BIUK-RUDAN et al.
(1998) encontraram 79,2% de bovinos reagentes.

Nos paises escandinavos, a prevaléncia de bovinos reagentes foi estimada em
64% na Dinamarca, 46% na Suécia, 19% na Noruega (NUOTIO et al., 1999) e em 65%
nos Paises Baixos (KRAMPS et al., 1999). Na ltalia, 53,3% das amostras analisadas
apresentaram anticorpos contra o BVDV (LUZZAGO et al., 1999), e em vérias regides
da india, SUDHARSHANA et al. (1999) verificaram que 15,29% das amostras testadas
eram reagentes.

A pesquisa realizada no México por MOLES et al. (2002) encontrou 72,3% de
bovinos reagentes ao BVDV. No Peru, STAHL et al. (2002) verificaram que 96% dos
rebanhos analisados possuiam anticorpos no leite de conjunto. Outra pesquisa
semelhante foi realizada por MELENDEZ & DONOVAN (2003) em diversas regides do
Chile, onde a propor¢céo de rebanhos reagentes variou de 71,2% a 83%, conforme a
regidao. Em rebanhos bovinos do Vietnam foram encontrados 18% de bovinos reagentes
(DUONG et al., 2007).

MOCKELIUNIENE et al. (2004), analisando a prevaléncia e os fatores
epidemiolégicos da infeccao pelo BVDV na Lituania, verificaram que a infecgéo esté
amplamente difundida naquele pais, existindo inclusive uma correlagdo entre 0 nimero
e o tamanho de rebanhos reagentes por regido analisada. Nessa pesquisa também foi
verificado que a quantidade de bovinos reagentes era maior a medida que a faixa etaria
aumentava.

No Brasil, os primeiros levantamentos sorolégicos foram feitos em 1972 por
Wizigmann et al., citados por FLORES et al. (2005). Varios estudos soroldgicos foram
realizados em outros Estados brasileiros, mas do ponto de vista epidemioldgico, a
quantidade de bovinos reagentes detectados deve ser interpretada com cautela. No
geral, esses estudos nao foram realizados a partir de amostragem planificada, alguns
foram feitos em rebanhos com problemas reprodutivos, outros realizados com amostras
provenientes de uma categoria especifica de bovinos e a maioria desconsiderou a
possibilidade de que parte da sorologia reagente poderia ser resultante da vacinagao
(FLORES et al., 2005).
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No Estado de Sao Paulo, LANGONI et al. (1995) encontraram 39,5% de bovinos
reagentes ao BVDV. No Estado do Rio Grande do Sul, KRAHL et al. (1997)
pesquisaram anticorpos em 1.823 amostras e constataram que 23,4% eram reagentes.
O estudo realizado por PELLEGRIN et al. (1997), em fémeas zebuinas da regido do
Pantanal no Estado do Mato Grosso do Sul, revelou a ocorréncia de anticorpos
neutralizantes contra BVDV em 43,6% das amostras analisadas.

O Laboratério de Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico em Sao Paulo
realizou, no periodo de julho de 1995 a agosto de 1997, andlises em 4.065 amostras de
rebanhos originarios de varios Estados brasileiros, com a deteccdo de 47,7% de
reagentes ao BVDV (PITUCO & DEL FAVA, 1998). Na pesquisa realizada por CANAL
et al. (1998), em rebanhos bovinos da regiao Sul do Brasil, 56% das amostras foram
reagentes ao BVDV.

RICHTZEINHAIN et al. (1999) avaliaram 2.447 amostras provenientes de 56
propriedades de diversos Estados brasileiros, encontrando bovinos reagentes em
66,11% das amostras do Estado de Minas Gerais, 83,67% do Estado Mato Grosso do
Sul, 67,42% do Estado do Parana, 70,88% do Estado do Rio de Janeiro, 72,95% do
Estado do Rio Grande do Sul e 77,85% do Estado de Sao Paulo, ressaltando na
pesquisa que em todas as propriedades havia pelo menos um animal reagente.

No Estado do Rio Grande do Sul, FLORES et al. (2000) pesquisou a ocorréncia
de bovinos reagentes ao BVDV 1 e ao BVDV 2 em 1.134 amostras de soro sangtineo.
Do total de amostras testadas, 280 (24,7%) foram reagentes ao BVDV, e dessas
amostras, 28 (2,5%) reagiram somente ao BVDV 1, 37 (3,3%) reagiram apenas ao
BVDV 2 e 215 (18,96%) foram reagentes a ambos 0s genétipos.

No Estado de Goias, foram encontradas 54,11% de amostras reagentes no
estudo realizado por GUIMARAES et al. (2001), e nas regiées Sul do Estado de Minas
Gerais e Nordeste do Estado de S&o Paulo, foram detectados 57,18% de bovinos com
anticorpos neutralizantes contra o BVDV em 376 amostras de vacas em lactagdo de 10
propriedades leiteiras, ressaltando também que todas as propriedades pesquisadas
apresentaram bovinos reagentes (DIAS & SAMARA, 2003).
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NORONHA et al. (2003) pesquisaram anticorpos contra BVDV em bovinos
oriundos de propriedades e matadouros de oito diferentes municipios no Estado da
Bahia, encontrando 56% das amostras reagentes. A pesquisa sorologica realizada por
MELO et al. (2004), correlacionando a infecgao entre o Neospora caninum, o BVDV e o
virus da rinotraqueite infecciosa dos bovinos (BoHV-1) em 24 rebanhos bovinos
localizados no Estado de Minas Gerais, encontrou 28,3% de amostras reagentes ao
BVDV.

No Estado de Goias, ALFAIA et al. (2004) verificaram que 64% das amostras de
bovinos com mais de 24 meses de idade eram reagentes ao BVDV. QUINCOZES et al.
(2007), num inquérito sorolégico realizado em rebanhos bovinos localizados em dois
Municipios do Estado do Rio Grande do Sul, encontraram 66,32% de amostras
reagentes.

A infeccdo pelo BVDV esta amplamente difundida nos rebanhos brasileiros, e as
estirpes do virus isoladas no pais apresentam marcante variabilidade antigénica. As
analises filogenéticas realizadas nessas estirpes mostraram também a presenca do
BVDV 1 e do BVDV 2 (OLIVEIRA et al.,, 1996; CANAL et al., 1998; BOTTON et al.,
1998; FLORES et al., 2000).

Entretanto, na maioria dos trabalhos realizados no Brasil foram pesquisados
anticorpos apenas contra o BVDV 1, o que possivelmente resultaria na falha da
deteccao de anticorpos em amostras com titulos baixos ou moderados contra o BVDV 2
(FLORES et al., 2005), implicacao que justifica a necessidade da utilizagdo de virus de
ambos 0s gendétipos nos testes de VN (FLORES et al., 2000; FULTON et al., 2000;
FULTON et al., 2002; CHASE et al., 2003).

2.3 OBJETIVO

Verificar a ocorréncia de anticorpos neutralizantes contra o BVDV 1 e 0 BVDV 2

em rebanhos bovinos localizados nos Estados de Minas Gerais e Sao Paulo.
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2.4 MATERIAL E METODOS
2.4.1 Rebanhos

Durante o periodo compreendido entre os meses de janeiro de 2005 e abril de
2006, foram colhidas amostras de sangue em 26 rebanhos bovinos provenientes dos
Estados de Minas Gerais e de Sdo Paulo. No Estado de Minas Gerais foram colhidas
amostras em seis rebanhos localizados nos Municipios de Machado, Po¢o Fundo e Sao
Goncalo do Sapucai. No Estado de Sao Paulo foram colhidas amostras em 20
rebanhos localizados nos Municipios de Jaboticabal, Monte Alto, Sertdozinho, Sao
Carlos, Guariba, Pedregulho, Sdo José do Rio Preto, Cristais Paulista, Buritizal e
Rifaina.

Os rebanhos pesquisados ndo adotavam a vacinacao contra o BVDV, eram de
exploracao leiteira ou de corte, e a quantidade de bovinos nesses rebanhos variava de
20 a 480. Todos os rebanhos foram submetidos a amostragem, independentemente de
manejo, sistema de producéo, quantidade de animais, racga, produtividade e presenca

ou nao de problemas reprodutivos.
2.4.2 Amostragem

O numero de amostras colhidas por rebanho foi embasado na metodologia
adotada por LUZZAGO et al. (1999) com algumas modificagcdes. De cada rebanho
foram obtidas 10 amostras de sangue, escolhidas ao acaso, sendo cinco amostras de
bovinos adultos e cinco amostras de bovinos com idade entre 6 e 12 meses, totalizando
260 amostras. Portanto, foram colhidas 60 amostras no Estado de Minas Gerais e 200
amostras no Estado de Sdo Paulo.

As amostras de sangue foram colhidas em tubos siliconizados BD® contendo
vacuo (“vacutainer”), com agulhas 25x8mm especificas para esse tipo de colheita. Nos
bovinos adultos, a colheita foi feita por pung¢édo na veia coccigea, e nos bovinos jovens,

na veia jugular. Foram colhidas amostras dos bovinos que ndo haviam recebido, nos



28

ultimos 30 dias que precederam a colheita, nenhum medicamento antiparasitario pelas
vias injetavel, oral, banho de aspersdo ou aplicacdo dorsal (“pour-on”), pois estes
medicamentos podem promover toxicidade nos cultivos celulares, comprometendo a
interpretacdo do teste soroldgico aplicado.

Depois de colhidas, as amostras permaneceram a temperatura ambiente por 3
horas para a coagulacédo, sendo posteriormente armazenadas sob refrigeragdo entre
2°C e 8°C até o momento de serem centrifugadas no laboratério, ndo permanecendo
por mais de 24 horas, devido a possibilidade da ocorréncia de hemdlise.

No Laboratério de Viroses da Reproducdo do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) —
UNESP — Campus de Jaboticabal/SP, as amostras de sangue foram centrifugadas a
1.080 G, e de cada amostra foram obtidas duas aliquotas contendo 1,5 mL de soro
sanguineo assim destinadas: uma amostra para o teste contra o BVDV 1 e outra para o
teste contra 0 BVDV 2. As amostras foram distribuidas em microtubos tipo “eppendorf”,
identificadas e armazenadas em freezer a -20°C até o momento do uso. A distribuicao
do soro sangliineo em mais de uma aliquota foi para que todas as amostras tivessem
condicdes idénticas na manipulacdo antes do teste sorolégico, tanto para o BVDV 1

quanto para o BVDV 2.

2.4.3 Teste de virusneutralizacao - VN

Todas as amostras foram submetidas ao teste de VN para a pesquisa de
anticorpos contra o BVDV 1 e contra o BVDV 2, conforme preconizado pelo “Manual of
Diagnostic Tests and Vaccines of Terrestrial Animals” (OIE, 2007). As reagdes foram
realizadas no Laboratorio de Viroses da Reproducdo do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva — FCAV — UNESP - Jaboticabal/SP. No teste de VN foram
utilizadas células epiteliais de rim bovino da linhagem permanente “Madin Darby bovine
kidney” (MDBK) e empregadas as estirpes citopatogénicas (CP) do BVDV 1 (Singer) e
do BVDV 2 (VS-253), gentiimente cedidas pelo Prof. Dr. Eduardo Furtado Flores, do

Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria/RS.
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2.4.3.1 Manutencao das culturas celulares

As células MDBK foram mantidas por cultura em monocamada em garrafas de
poliestireno descartaveis para cultivo TPP®, com area de 75 cm? (T+5) ou 150 cm? (T1s0),
em estufa a 37°C, utilizando meio de manutencgéo “Minimum Essential Medium” (Eagle-
MEM) Gibco®, filtrado, sem adicdo de antibiéticos, acrescido de 0,2% de bicarbonato de
sodio e de 10% de soro fetal bovino (SFB) Cultilab® livre de Pestivirus e de anticorpos
contra o BVDV.

Para a manutencdo dessas culturas, eram realizados subcultivos a cada 72
horas, ocasi@o em que o meio de manutencdo era descartado e a monocamada
submetida ao tratamento com uma solucéo de tripsina-versene Difco®, por um periodo
de 2 a 3 minutos em estufa a 37°C, para promover o desprendimento do tapete celular
e a individualizacao das células.

Apéds essa individualizagé@o, a solugdo de tripsina-versene era desprezada, e a
ressuspensao celular feita pela adicdo do meio de manutencdo Eagle-MEM contendo
10% de SFB. O volume final era determinado apds a contagem das células em camara
de Neubauer, e os subcultivos feitos com concentragdo aproximada de 200.000

células/mL.
2.4.3.2 Multiplicacao do virus padrao

As amostras do BVDV 1 CP (estirpe Singer) e do BVDV 2 CP (estirpe VS-253)
foram multiplicadas em células MDBK cultivadas em monocamada, utilizando-se
garrafas de plastico descartaveis préprias para cultivo, com area de 25 cm? (Tzs) € 0O
meio de manutencao Eagle-MEM.

Para a multiplicacdo do virus padrdo era inoculado 1 mL da suspensao viral, do
BVDV 1 ou do BVDV 2, nas garrafas com monocamada pré-formada 24 horas apés a
realizacdo do subcultivo com 200.000 células/mL. Na inoculagdo, o meio de
manutencdo era removido e, depois da adicdo do inéculo, a garrafa permanecia em

estufa a 37°C durante 60 minutos para ocorrer a adsor¢ao do virus as células. Durante
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esse periodo, eram realizados pequenos movimentos na garrafa, a cada 10 minutos,
para promover uma melhor adsorg¢édo do virus ao tapete celular.

Transcorrido esse tempo, eram adicionados 5 mL do meio de manutencgéo Eagle-
MEM com pH 7 e suplementado com 5% de SFB. Novamente a garrafa com o in6culo
era submetida a incubacdo em estufa a 37°C até que o tapete celular apresentasse
aproximadamente 90% de efeito citopatogénico (ECP). O intervalo compreendido entre
a inoculacéao viral e a presenca do ECP desejavel variou de 36 a 48 horas.

Assim que a monocamada apresentava o ECP desejavel, o in6culo era
submetido ao congelamento a -20°C, seguido do rapido descongelamento para o
rompimento das células e conseqlente liberacdo das particulas virais. O in6culo era
entdo clarificado por centrifugagao refrigerada (4°C) a 5.000 G durante 15 minutos para
a decantacao dos residuos celulares. O sobrenadante contendo as particulas virais era
distribuido no volume de 0,7 mL em criotubos com anel de vedagao e armazenados no
nitrogénio liquido a -196°C. Uma dessas aliquotas era submetida a titulacao viral, e o
calculo das doses infectantes em cultura de tecidos 50% (TCIDsg) resultante era
considerado para todas as demais aliquotas desse mesmo inéculo.

2.4.3.3 Titulacao viral

A titulacdo viral foi realizada em placas de microtitulagdo descartaveis de
poliestireno cristal com 96 cavidades e fundo chato TPP®. Inicialmente, em banho de
gelo, era diluido 0,5 mL da suspenséo viral em 4,5 mL de meio de manutengao Eagle-
MEM sem adicdo de SFB (diluicdo 10™"), seguido posteriormente por diluicdes seriadas
sucessivas até a diluicdo 10®. Na placa de microtitulagdo eram adicionados, nas oito
primeiras colunas, respectivamente das diluicdes 10™ a 10, 50 pL de cada diluicdo por
cavidade, em oito repeticdes. As cavidades da coluna seguinte eram mantidas vazias
(coluna divisoria), e as ultimas trés colunas eram destinadas ao controle da suspensao
celular, nas quais eram adicionados 50 puL de meio de manutencdo Eagle-MEM sem
SFB.
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Realizada a distribuicdo das dilui¢bes virais, eram adicionados, em todas as
cavidades da placa, com excecdo das cavidades da coluna diviséria, 50 pL de uma
suspensao de células contendo 300.000 células/mL em meio de manutencao Eagle-
MEM com 10% de SFB. A placa era entdo incubada em estufa a 37°C com atmosfera
controlada contendo 5% de CO, por 96 horas. Decorrido esse periodo, era feita a leitura
do ECP, e o TCIDs( obtido pelo método de REED & MUENCH (1938).

2.4.3.4 Pesquisa de anticorpos neutralizantes

A pesquisa de anticorpos neutralizantes foi realizada pelo teste de VN para o
BVDV 1 e o0 BVDV 2 em todas as amostras de soro sanguineo. As amostras foram
testadas em duplicata, com diluicdes sucessivas da diluicdo 1:10 até a diluicdo 1:5.120.

As amostras de soro eram descongeladas a temperatura ambiente e submetidas
ao banho-maria a 56°C durante 30 minutos, para inativagdo do complemento. As
reacOes eram realizadas em placas de microtitulacao descartaveis de poliestireno cristal
com 96 cavidades, e 0 meio de manutencdao Eagle-MEM, acrescido de 1% de uma
solucdo de penicilina (10.000 UlI/mL) e estreptomicina (10.000 pg/mL) Gibco®, era
utilizado para as diluicbes das amostras de soro.

A metodologia empregada consistiu dos seguintes procedimentos: nas cavidades
da primeira coluna da placa, destinadas ao controle de suspensado celular, foram
adicionados 100 pL de meio de manutencao Eagle-MEM; nas cavidades da segunda
coluna, destinadas ao controle de toxicidade das amostras de soro testadas, foram
adicionados 90 pL de meio de manutencédo Eagle-MEM e 10 uL de cada soro teste, de
tal forma que a diluicao final do controle de toxicidade do soro era a mesma da primeira
diluicdo testada (1:10).

Nas cavidades da terceira coluna foram adicionados 80 pL de meio de
manutencdo Eagle-MEM e 20 pyL da amostra teste, obtendo-se a diluig&o inicial 1:5 do
soro. Nas cavidades da quarta até a décima segunda coluna, que correspondia as
demais diluigdes do soro, foram adicionados 50 pL de meio de manutencao Eagle-MEM

em todas as cavidades das respectivas colunas. Da coluna 3, que apresentava um
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volume de 100 pL em cada cavidade com diluicdo inicial 1:5, depois da
homogeneizagdo, foram retirados 50 pL por cavidade e adicionados nas cavidades da
quarta coluna, procedimento que foi sucessivamente realizado até a décima segunda
coluna, para a realizagdo das diluicées. Das cavidades da ultima coluna foram retirados
50 uL da diluicdo, e todas as cavidades correspondentes as diluicdes da amostra teste
apresentavam o mesmo volume (50 pL).

Nas cavidades da terceira até a décima segunda coluna, que continham as
diluicbes do soro, foram adicionados 50 pL da suspensao viral com 100 TCIDsy do
BVDV. Nas cavidades das duas primeiras colunas, que eram destinadas ao controle de
suspensdao celular e ao controle de toxicidade do soro, nao foi adicionada a suspensao
viral. Apds esta adigdo, as diluigbes finais das amostras de soro sangiineo testadas
passaram a corresponder as diluicoes 1:10 até 1:5.120, respectivamente da terceira até
a décima segunda coluna. A placa foi entdo incubada por 60 minutos em estufa a 37°C
com atmosfera controlada contendo 5% de CO..

Terminado o tempo de incubacgéo, foram adicionados em todas as cavidades da
placa 50 uL de uma suspensdo de células MDBK contendo 300.000 células/mL em
meio de manuteng¢édo Eagle-MEM com 10% de SFB. Em seguida, a placa foi novamente
incubada em estufa a 37°C com atmosfera controlada contendo 5% de CO..
Transcorridas 96 horas, foi feita a leitura da placa em microscopio éptico invertido,
primeiramente verificando as cavidades do controle da suspenséo celular e do controle
de toxicidade do soro teste, para em seguida verificar a presenca ou nao de ECP nas
outras cavidades referentes as diluicoes das referidas amostras.

Foram consideradas reagentes as amostras de soro sangiiineo que promoviam
neutralizacao total de 100 TCIDso do BVDV a partir da diluicdo 1:10. As amostras que
nao apresentaram ECP na ultima diluicao testada, ou seja, na diluicdo 1:5.120, foram
novamente submetidas ao teste de VN, porém diluidas até 1:20.480. Os titulos de
anticorpos foram expressos como a reciproca da maior diluicdo em que foi verificada a
neutralizacdo viral, e o titulo final foi resultante da média geométrica dos titulos
encontrados nas duplicatas.
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2.4.3.5 Controle das TCIDsg

Nas reagbes de VN foram também verificadas se as TCIDsy do BVDV estavam
dentro do intervalo de validagdo do teste preconizado pelo “Manual of Diagnostic Tests
and Vaccines of Terrestrial Animals” (OIE, 2007), que € de 30 a 300 TCIDs.
Inicialmente, para o preparo das 100 TCIDs, utilizadas na reagdo de VN, do valor
apresentado na titulagdo viral foi subtraido o logaritmo de 100 TCIDs, (2,0) e do
resultado dessa subtracéo foi obtido o antilogaritmo correspondente, que representava
o volume final da diluigao que conteria as 100 TCIDs.

A mesma diluicdo que definiu as 100 TCIDso também foi utilizada na placa de
validacao da reagao. A partir dela foram obtidas as diluicées que definiram 1, 10 e 30
TCIDsp. Para o preparo da diluicdo com 10 TCIDsg, foi adicionado 0,2 mL da diluicdo de
100 TCIDsg em 1,8 mL de meio de manutencao Eagle-MEM, e para o preparo da
diluicao que definiu 1 TCIDsq foi diluido 0,2 mL da diluicdo de 10 TCIDso em 1,8 mL de
meio de manutencao Eagle-MEM. No calculo de 30 TCIDs, foi diluido 0,6 mL de 100
TCIDso em 1,4 mL de meio de manutengéo Eagle-MEM.

Apds o preparo das diluicdes, em uma placa de microtitulagdo com 96 cavidades,
foram colocados 50 uL por cavidade nas quatro primeiras colunas em oito repeticées,
respectivamente das diluicoes 1, 10, 30 e 100 TCIDs,. Nesta placa, a ultima coluna foi
destinada ao controle de suspensao celular e ndo foi adicionado nenhum reagente na
quinta e na décima primeira coluna, consistindo assim colunas limitrofes.

Em cada reacao também eram realizados os mesmos procedimentos de titulagcao
descritos no item 2.4.3.3, pois a suspensao viral era obtida a partir de uma das diluigcdes
(10" a 10®), e o titulo viral estabelecido era confirmado utilizando as cinco colunas que
ainda restavam na placa.

Como o valor desse titulo ja era previamente conhecido, e por questdes de
espaco na placa, foram utilizadas apenas as diluicdes com intervalos proximos ao titulo.
Sendo assim, foram adicionados 50 pL de cada diluicdo por cavidade nas colunas
correspondentes as diluicdes desejadas, com oito repetigcdes. Transcorrido o periodo de

incubacao de 1 hora, pois esta placa era submetida aos mesmos intervalos de tempo
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da reacdo de VN, foram adicionados, em todas as cavidades da placa, 50 pyL da
suspensao de células contendo 300.000 células/mL em meio de manutencado Eagle-
MEM com 10% de SFB.

A placa de validagao foi mantida em estufa a 37°C com atmosfera controlada
contendo 5% de CO, por 96 horas. A sua leitura era realizada antes das demais placas
da reacdo de VN, pois os resultados nela encontrados validavam ou ndo o teste

realizado.

2.4.4 Analise estatistica

Os resultados encontrados nos testes de VN para o BVDV 1 e para o BVDV 2,
considerando todas as amostras analisadas, bem como as amostras provenientes
somente de cada Estado, foram comparados pelo Teste de McNemar com intervalo de
confianca de 95% (ZAR, 1999).
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2.5 RESULTADOS

2.5.1 Teste de VN

Nos testes de VN para o BVDV 1 e o BVDV 2, foram analisadas 260 amostras de
soro sanguineo de bovinos ndo vacinados provenientes de rebanhos dos Estados de
Minas Gerais e de Sao Paulo, das quais 102 (39,2%) foram reagentes ao BVDV.
Considerando a faixa etaria analisada, 73 (56,15%) das 130 amostras provenientes dos
bovinos adultos e somente 29 (23,3%) das 130 amostras dos bovinos de 6 a 12 meses
de idade foram reagentes ao BVDV.

Das 102 amostras reagentes ao BVDV, 81 (31,1%) reagiram tanto ao BVDV 1
quanto ao BVDV 2, sete (2,7%) reagiram apenas ao BVDV 1 e 14 (5,4%) reagiram
apenas ao BVDV 2. No total, 88 (33,8%) amostras foram reagentes ao BVDV 1 e 95
(36,5%), ao BVDV 2 (Tabela 1).

Nos testes de VN para o BVDV 1 e para o BVDV 2 realizados em 60 amostras de
soro sanguineo provenientes do Estado de Minas Gerais, 36 (60%) foram reagentes ao
BVDV. Dessas amostras, 30 (50%) reagiram tanto ao BVDV 1 quanto ao BVDV 2,
nenhuma foi reagente somente ao BVDV 1 e seis (10%) reagiram apenas ao BVDV 2.
No total, 30 (40%) amostras foram reagentes ao BVDV 1 e 36 (60%) amostras
reagentes ao BVDV 2 (Tabela 2).

Nos testes de VN para o BVDV 1 e para o BVDV 2 realizados em 200 amostras
de soro sangulineo provenientes do Estado de Sao Paulo, 66 (33%) foram reagentes ao
BVDV. Dessas amostras, 51 (25,5%) reagiram tanto ao BVDV 1 quanto ao BVDV 2,
sete (3,5%) reagiram apenas ao BVDV 1 e oito (4%) reagiram apenas ao BVDV 2. No
total, 58 (29%) amostras foram reagentes ao BVDV 1 e 59 (29,5%) amostras reagentes
ao BVDV 2 (Tabela 3).
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Tabela 1. Comparacgao das reacdes de VN para o BVDV 1 e para o BVDV 2 realizadas em
amostras de soro sangliineo de bovinos ndo vacinados contra o BVDV em rebanhos
dos Estados de Minas Gerais e de Sao Paulo no periodo de janeiro de 2005 a abril

de 2006
BVDV 1 (Singer)
Reagentes Nao reagentes Total
Reagentes 81 (31,1%) 14 (5,4%) 95 (36,5%)
BVDV 2
(VS-253) Nao reagentes 7 (2,7%) 158 (60,8%) 165 (63,5%)
Total 88 (33,8%) 172 (66,2%) 260 (100%)

Tabela 2. Comparacao das reacdes de VN para o BVDV 1 e para o BVDV 2 realizadas em
amostras de soro sangliineo de bovinos nao vacinados contra o0 BVDV em rebanhos
do Estado de Minas Gerais no periodo de janeiro de 2005 a abril de 2006

BVDV 1 (Singer)

Reagentes Nao reagentes Total
Reagentes 30 (50%) 6 (10%) 36 (60%)
BVDV 2
(VS-253) Nao reagentes 0 (0%) 24 (40%) 24 (40%)
Total 30 (50%) 30 (50%) 60 (100%)

Tabela 3. Comparacao das reacdes de VN para o BVDV 1 e para o BVDV 2 realizadas em
amostras de soro sangliineo de bovinos ndo vacinados contra o BVDV em rebanhos
do Estado de Sao Paulo no periodo de janeiro de 2005 a abril de 2006

BVDV 1 (Singer)

Reagentes Nao reagentes Total
Reagentes 51 (25,5%) 8 (4%) 59 (29,5%)
BVDV 2
(VS-253) Nao reagentes 7 (3,5%) 134 (67%) 141 (70,5%)

Total 58 (29%) 142 (71%) 200 (100%)
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A distribuicao das amostras reagentes por rebanho conforme o Estado analisado,
a variagdo dos respectivos titulos médios de anticorpos contra o BVDV 1 e o BVDV 2,
bem como os resultados encontrados nas diferentes faixas etarias estdao demonstrados
nas Tabelas 4 e 5.

No Estado de Minas Gerais (Tabela 4), foi encontrado, em todos os rebanhos
analisados, pelo menos um bovino reagente ao BVDV 1 ou ao BVDV 2. Na faixa etaria
dos bovinos adultos foram encontrados animais reagentes em todos os rebanhos, tanto
para o BVDV 1 quanto para o BVDV 2. Para os bovinos na faixa etaria de 6 a 12 meses,
quatro rebanhos apresentaram animais reagentes ao BVDV 1 e cinco rebanhos ao
BVDV 2. O numero de animais reagentes ao BVDV 1 por rebanho variou de 1 a 8, e os
titulos de anticorpos variaram de 10 a 2.560. Para o BVDV 2, o numero de animais
reagentes por rebanho variou de 1 a 8 e os titulos de anticorpos variaram de 14 a
3.620.

No Estado de Sao Paulo (Tabela 5), foi encontrado pelo menos um animal
reagente em 17 rebanhos, quando testados para o BVDV 1, e em 18 rebanhos quando
testados para o BVDV 2, do total de 20 rebanhos analisados. Na faixa etaria dos
bovinos adultos foram encontrados animais reagentes ao BVDV 1 em 17 rebanhos e,
ao BVDV 2, em 18 rebanhos. Para os bovinos na faixa etaria de 6 a 12 meses, seis
rebanhos apresentaram animais reagentes ao BVDV 1 e cinco rebanhos ao BVDV 2. O
nuamero de animais reagentes ao BVDV 1 por rebanho variou de 1 a 9 e os titulos de
anticorpos variaram de 10 a 2.560. Para o BVDV 2, o numero de animais reagentes por

rebanho variou de 1 a 8 e os titulos de anticorpos variaram de 10 a 905.
2.5.2 Analise estatistica
Nao foi verificada discordancia na propor¢cao de bovinos reagentes ao BVDV 1 e

ao BVDV 2 (p>0,05), considerando tanto a analise do total de amostras obtidas quanto

a andlise das amostras provenientes de cada Estado.
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2.6 DISCUSSAO

Na amostragem utilizada neste estudo, 39,2% dos bovinos foram reagentes ao
BVDV. Porém, a metade das amostras analisadas foi proveniente de animais jovens
com idade compreendida entre 6 e 12 meses. Considerando que entre 50% e 90% da
populagdo bovina adulta apresenta anticorpos (HOUE, 1999; KRAMPS et al., 1999;
LINDBERG, 2002), e analisando apenas os resultados dos testes de VN contra o BVDV
dos animais adultos, a quantidade de animais reagentes (56,15%) esteve no intervalo
da estimativa esperada.

Correlacionando aos demais estudos de ocorréncia realizados no Brasil, a
porcentagem de bovinos adultos reagentes apresentou valor proximo aqueles
encontrados em algumas pesquisas (PELLEGRIN et al., 1997; PITUCO & DEL FAVA,
1998; GUIMARAES et al., 2001; DIAS & SAMARA, 2003; NORONHA et al., 2003;
ALFAIA et al., 2004), que também utilizaram somente amostras oriundas de animais
adultos.

A quantidade de bovinos reagentes nos rebanhos do Estado de Minas Gerais
(Tabela 2) foi proporcionalmente maior do que no Estado de Sao Paulo (Tabela 3).
Essa diferenca poderia estar relacionada ao fato de que a maioria dos rebanhos
analisados no Estado de Minas Gerais possuia maior numero de animais € o regime de
criagdo era mais intensivo, favorecendo a maior disseminagcdo do BVDV (HOUE &
MEYLING, 1991; HOUE, 1999; MOCKELIUNIENE et al., 2004).

Nos testes de VN para ambos os genoétipos, das 102 amostras reagentes ao
BVDV, 81 (31,1%) reagiram tanto ao BVDV 1 quanto ao BVDV 2, porém sete (2,7%)
reagiram apenas ao BVDV 1 e 14 (5,4%) reagiram apenas ao BVDV 2 (Tabela 1).
Resultados semelhantes foram encontrados no estudo realizado por FLORES et al.
(2000), com a deteccao de 2,5% de amostras reagentes somente ao BVDV 1 e 3,3% de
amostras reagentes apenas ao BVDV 2.

No total, 88 (33,8%) amostras foram reagentes ao BVDV 1 e 95 (36,5%) foram
reagentes ao BVDV 2 (Tabela 1). Esses resultados demonstraram que a utilizagao de

estirpes de apenas um genétipo nos testes de VN resultaria em diagnésticos falso-
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negativos para o outro gendtipo, de acordo com as observagdes realizadas por
FLORES et al. (2000); FULTON et al. (2000); FULTON et al. (2002); CHASE et al.
(2003); FLORES et al. (2005). Entretanto, pelo Teste de McNemar, nao foram
detectadas discordancias entre a propor¢do de bovinos reagentes ao BVDV 1 e ao
BVDV 2, quer seja na analise da totalidade das amostras, ou na analise especifica das
amostras provenientes de cada Estado.

A utilizacdo de estirpes do BVDV 2 no teste de VN também seria necessaria no
caso da analise individual dos rebanhos, pois o rebanho 24, localizado no Estado de
Sdo Paulo (Tabela 5), seria diagnosticado como falso-negativo, j& que o mesmo
apresentou somente dois bovinos reagentes ao BVDV 2 e nenhum bovino reagente ao
BVDV 1. Um outro aspecto também verificado foi que os maiores titulos de anticorpos
nos testes de VN (3.620) foram encontrados nos bovinos reagentes ao BVDV 2,
especificamente nos rebanhos 1 e 2 (Tabela 4).

Todos os rebanhos localizados no Estado de Minas Gerais apresentaram pelo
menos um animal reagente ao BVDV. No Estado de Sao Paulo, com excegédo dos
rebanhos 8 e 11 (Tabela 5), nos demais rebanhos analisados também foi encontrado
pelo menos um animal reagente, como nas pesquisas realizadas por RICHTZEINHAIN
et al. (1999) e por DIAS & SAMARA (2003), demonstrando assim que, em algum
momento, esses rebanhos sofreram a infecgéao pelo BVDV (NETTLETON & ENTRICAN,
1995).

A quantidade de bovinos adultos reagentes foi maior do que a quantidade de
bovinos jovens reagentes. Segundo MOCKELIUNIENE et al. (2004), a quantidade de
reagentes é maior a medida que a idade aumenta, sugerindo desta forma a ocorréncia
de infecgbes antigas, afinal os titulos de anticorpos contra o BVDV sédo de longa
duragéo apés a infec¢ao natural (LINDBERG & HOUE, 2005), e o declinio desses pode
ser observado somente alguns anos depois da ocorréncia da infecgdo (FREDRIKSEN
et al., 1999).

Muitos dos rebanhos analisados apresentaram bovinos com titulos altos de
anticorpos. Entretanto, isso ndo é suficiente para predizer a presenga do BVDV no

rebanho. A caracteristica dos anticorpos contra o BVDV serem de longa duracao apés a



42

infeccao natural (FREDRIKSEN et al., 1999; LINDBERG & HOUE, 2005), consiste no
desafio de detectar o verdadeiro estagio da infeccdo em que se encontra um rebanho
(HOUE, 1999).

Em alguns dos rebanhos que possuiam bovinos reagentes com altos titulos de
anticorpos, uma parcela desses animais era de bovinos na faixa etéria de 6 a 12 meses.
Esta situacao pode ser verificada nos rebanhos 1, 2 e 4 (Tabela 4) e nos rebanhos 17,
20 e 21 (Tabela 5). Neste caso, a deteccao de anticorpos neutralizantes nessa faixa
etaria, bem como os altos titulos de anticorpos detectados, sao indicativos da infecgao
recente pelo BVDV e também sugestivos da provavel presenga da fonte de infec¢éo no
rebanho (SMITH & GROTELUESCHEN, 2004).

2.7 CONCLUSOES

= Demonstrou-se a ocorréncia de bovinos com anticorpos neutralizantes contra o
BVDV 1 e 0 BVDV 2 nos Estados de Minas Gerais e Sao Paulo;

= Na maior parte dos rebanhos analisados foi detectado pelo menos um bovino
reagente, revelando que o BVDV esta disseminado nos rebanhos bovinos
brasileiros;

= A utilizagdo de estirpes apenas de um genétipo do BVDV nos testes de VN resultou
em diagndsticos falso-negativos para o outro genatipo;

= Os anticorpos neutralizantes detectados nos bovinos jovens sugeriram a presenca

do BVDV em alguns dos rebanhos analisados.
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CAPITULO 3 - OCORRENCIA DE ANIMAIS PERSISTENTEMENTE INFECTADOS
PELO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA EM REBANHOS BOVINOS NOS
ESTADOS DE MINAS GERAIS E SAO PAULO

RESUMO - A ocorréncia de animais persistentemente infectados foi realizada
em 26 rebanhos bovinos localizados nos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo. Foram
obtidas inicialmente, de cada rebanho, cinco amostras de sangue de bezerros entre 6 e
12 meses de idade, também denominados bezerros sentinelas. Todas as amostras de
soro sanguineo foram submetidas aos testes de virusneutralizacdo para o BVDV 1 e o
BVDV 2. Os rebanhos foram selecionados quando pelo menos trés das cinco amostras
eram reagentes a um dos genaétipos e apresentavam titulos de anticorpos superiores a
128. Em trés rebanhos selecionados foram colhidas amostras pareadas de sangue de
todos os animais do rebanho, com intervalo de 30 dias entre as colheitas, e todas essas
amostras também foram submetidas aos testes de virusneutralizagao para o BVDV 1 e
o BVDV 2. Nas amostras que nao foram reagentes a pelo menos um dos gendtipos, e
naquelas provenientes de bovinos com menos de seis meses de idade, foi realizada a
pesquisa do BVDV pela RT-PCR. O virus foi detectado em quatro amostras obtidas das
colheitas pareadas de dois animais provenientes de um rebanho localizado no Estado
de Minas Gerais, portanto foram diagnosticados dois animais persistentemente
infectados. Nos outros rebanhos, o BVDV nao foi detectado em nenhuma das amostras
analisadas.

Palavras-chave: animais persistentemente infectados, bezerros sentinelas, BVDV 1,
BVDV 2, RT-PCR, virusneutralizacao
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3.1 INTRODUGAO

A persisténcia dos virus depende da sua habilidade em atingir o equilibrio dentro
do organismo hospedeiro ou da sua resisténcia no meio ambiente. Para os virus menos
resistentes ao meio ambiente, a persisténcia no hospedeiro € fundamental para a sua
sobrevivéncia. Essa interacdo requer que os virus tornem-se ténues para seus
hospedeiros, promovendo assim um equilibrio entre a enfermidade, os efeitos
patologicos e a replicacdo viral. As infeccbes sem citopatologia ocasionadas pelo
bi6étipo nao citopatogénico (NCP) e a evasao do sistema imune do hospedeiro sao
alguns dos fatores que garantem a persisténcia do virus da diarréia viral bovina (BVDV)
(BROCK, 2003).

A principal caracteristica do BVDV € a capacidade de induzir infec¢do fetal
persistente, sendo um aspecto Unico da patogenia do virus. Este fenbmeno consiste no
mecanismo basico pelo qual o BVDV é mantido no rebanho bovino, refletindo-se numa
importante consequéncia do ponto de vista epidemiolégico: o nascimento de animais
persistentemente infectados (PI).

Para o controle da diarréia viral bovina (BVD) é essencial a detec¢do do animal
Pl no rebanho. O diagnostico desses animais com base somente em sinais
caracteristicos sugestivos nao é real, pois muitos sdo saudaveis e nao manifestam
qualquer suspeita clinica. A analise da ocorréncia de anticorpos em todos os animais do
rebanho, complementada a pesquisa do virus naqueles ndo reagentes, € uma das
maneiras de detectar o animal PIl, para que medidas concretas no controle da
enfermidade possam ser adotadas.
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3.2 REVISAO DE LITERATURA

O principal fator na disseminagéo natural do BVDV é a existéncia de um animal
Pl. A infeccdo do feto bovino com o biétipo NCP antes do desenvolvimento da
competéncia imunoldgica, isto é, até 125 dias de gestacao, pode resultar na geragéo de
um animal que apresenta uma infeccao persistente pelo BVDV por toda sua vida. Nessa
fase da gestacado, o sistema imunologico do feto é imaturo e as proteinas virais sdo
reconhecidas erroneamente como proprias. O animal Pl torna-se imunologicamente
tolerante ao BVDV, e por meio deste o virus é mantido na populagao bovina (DUBOVI,
1998).

A geracao de animais Pl € mais freqiente quando a infecgao fetal ocorre entre
30 e 90 dias de gestacdo. A infeccado persistente pode ser estabelecida tanto pelo
BVDV 1 quanto pelo BVDV 2 (LIEBLER-TENORIO, 2005) e esta associada somente ao
biotipo NCP do BVDV, porém ¢ especifica para a estirpe infectante. Embora sejam
imunotolerantes ao BVDV, os animais Pl sdo imunocompetentes a outros antigenos
(BROCK, 1995) e desenvolvem resposta imunolégica contra estirpes heterélogas do
BVDV (BAKER, 1995).

O periodo do desenvolvimento da competéncia imunoldgica pode variar entre os
fetos. Tanto é que SCHODER et al. (2004) relataram o nascimento de bezerras
gémeas, sendo uma Pl e a outra ndo, demonstrando assim a possibilidade de
diferencas no estdgio de maturacdo do sistema imunoldgico desses animais no
momento da infeccéo, independentemente do peri