UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

PREVALENCIA DE ANTICORPOS CONTRA
O ViRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA EM SUINOS

Igor Renan Honorato Gatto

Medico Veterinario

2015



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA - UNESP
CAMPUS DE JABOTICABAL

PREVALENCIA DE ANTICORPOS CONTRA
O ViRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA EM SUINOS

Igor Renan Honorato Gatto
Orientador: Prof. Dr. Luis Guilherme de Oliveira

Co-orientador: Prof. Dr. Samir Issa Samara

Dissertacao apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias - Unesp, Campus
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtencdo do titulo de Mestre em Medicina
Veterinaria, area: Medicina Veterinaria Preventiva.

2015



Gatto, Igor Renan Honorato
G918p Prevaléncia de anticorpos contra o virus da diarreia viral bovina em
suinos / Igor Renan Honorato Gatto. — — Jaboticabal, 2015

Xix, 76 p. :il. ; 28 cm

Dissertagao (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2015

Orientador: Luis Guilherme de Oliveira

Banca examinadora: Hélio José Montassier, Edviges Maristela
Pituco

Bibliografia

1. Pestivirus. 2. Matadouros-frigorificos. 3. Fatores de risco. 4.
Virusneutralizagao. I. Titulo. Il. Jaboticabal-Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias.

CDU 619:578.7:636.4

Ficha catalografica elaborada pela Segéo Técnica de Aquisigao e Tratamento da Informagéo —
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagéo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



Sy
unesp UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS DE JABOTICABAL

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TiTULO: PREW}LENCIA DE ANTICORPOS CONTRA O VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA
EM SUINOS

AUTOR: IGOR RENAN HONORATO GATTO

ORIENTADOR: Prof. Dr. LUiS GUILHERME DE OLIVEIRA
CO-ORIENTADOR: Prof. Dr. SAMIR ISSA SAMARA

Aprovado como parte das exigéncias para obtengZo do Titulo de MESTRE EM MEDICINA
VETERINARIA , Area: MEDICINA VETERINARIA PREVENTIVA, pela Comiss&do Examinadora:

Prof. Dr<CUIS GUILHERME DE OLIVEIRA

Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria / Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticaba

Prof. DA HELIO,JOSE MONTASSIER

Departameno d§ Patologia Veterinaria / Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal

Profa. Dra. EDVIGES MARISTELA PITUCO
Instituto Biologico / S&o Paulo/SP

Data da realizagdo: 26 de fevereiro de 2015.



Dados Curriculares do Autor

Igor Renan Honorato Gatto — Filho de Edvaldo Lazaro Gatto e Roséangela Honorato
Gatto, nascido em 27 de dezembro de 1989, em Jales/SP, é Médico Veterinario,
formado em janeiro de 2013, pela Universidade Camilo Castelo Branco
(UNICASTELO) Céampus Fernanddpolis, Sdo Paulo. Realizou duas iniciagcbes
cientificas com apoio do Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPqg) — UNICASTELO de 2010 a 2012. Realizou estagio curricular no
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugdo Animal, pela
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo. Iniciou o curso de Pds-
graduacgao Stricto Senso, Mestrado em Medicina Veterinaria (Medicina Veterinaria
Preventiva), pela Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Jaboticabal, Sdo Paulo, em

margo de 2013.



"O mundo esta nas maos daqueles que tém a coragem de sonhar e de correr 0 risco
de viver seus sonhos."

Paulo Coelho



Dedico

Aos meus pais, Edvaldo Lazaro Gatto e Roséngela
Honorato Gatto, pelos conselhos, a pressao critica € o
incentivo aos meus estudos, e para meus avds, Severino
Gatto e Manoel Luiz da Silva (in memoriam), por serem a

base do sonho.



AGRADECIMENTOS

Neste momento, agradeco a todos que me deram a forga necessaria para que

eu pudesse atingir meus objetivos.

Aos meus pais, Edvaldo Lazaro Gatto e Rosangela Honorato Gatto e a Deus.
Por todos os conselhos, a pressao critica e o incentivo aos meus estudos. A
liberdade de escolha, a imparcialidade quanto as minhas decisées. As
recomendagdes e o direcionamento para o futuro. A busca da felicidade completa. A

bencgao da inteligéncia e da saude.

Ao Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugdao Animal,
pelos amigos que conheci e que ficardo para o resto da vida marcados na historia.
Em especial a técnica Andrea Souza Ramos de Medeiros e meu coorientador Samir
Issa Samara, pelas horas dedicadas aos ensinamentos técnicos, cobrancas

pessoais, crescimento intelectual e pessoal.

Aos meus amigos da Republica Antro do HV, por me acolherem e se
tornarem sem restricdo como minha segunda familia, irmaos, n&do de sangue, mas

eternos.

A minha namorada, Priscila Silva, por fazer parte da minha trajetéria e apoiar

minhas escolhas.

Ao meu orientador, Luis Guilherme de Oliveira, por depositar confianca e
acreditar no meu potencial, deixando comecgar sua carreira académica como

primeiro orientado.
Ao CNPq pela concessao da bolsa de mestrado.

Dedico esta pesquisa com a certeza de estar semeando o conhecimento e a

busca de horizontes cheios de esperancga.



SUMARIO
Assunto Pagina

RESUMO. .. .ttt ekttt e et e e e e bttt e e et e e e annt e e e e ne snne e e e e nbeeeens iv
AB ST RA CT ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e nnee e e nnenne e e e e nneee s v
LISTA DE TABELAS . ...ttt vi
LISTA DE FIGURAS . ...ttt ettt e e e ene e e e iX
LISTA DE ABREVIATURAS. ...ttt Xii
1. INTRODUGAO. ...ttt enenen, 01
2. REVISAO DE LITERATURA . ...ttt en e 03
2.1 Consideracdes sobre 0 agente etioldgiCo..........cceevviiiiiiiiiiiciiiieeeeeeee 03
YA = o1 [=T0 ¢ Te] [ | = TR PSPPI 05
2.2.1 Estudos de prevaléncCia............uucoiiieeiiiiie e 06
2.2.2 FAOres 0@ MSCO......uuuiiiiiiiiiiiiiie et 07
2.2.3 Relagdo entre 0 CSFV € 0 BVDV....cooooiiieiiiiiiree e 07
2.3 Sinais Clinicos observados nas diferentes espécies.........cccccvvvvvvvvniinennn. 08
2.4 Técnicas diagnNOStiCaS. ......couuiiiiiiiiii it 10

O 1= N | I LY 1 T 11
3. 1 ODJetiVOS GEIIAS. ... ..ttt a e 11

3. 2 ODbjetivos ESPECITICO.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 11

4. MATERIAL E METODOS.......ooitieeeeeeeceeeeeee s ee e es e aetees e eennsenaennan s 12
4.1 SeleGao das amOSIras. .......uuuuiiiiii e s 12

T AN ¢ 41011 =T 1= o PSR 14

4. 3 Método de COINEIA........ueiiiiiiiiiee e 19

4. 4 Teste de virusneutralizaGao (VN).......cccuuiiiiiiiiiiiieeeee e 20



4.4 1 Manutencao das culturas celulares.............ccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiieeee,

4.4.2 Multiplicaga@o do Virus padrao............cceeeeieiiiiiiiiieeeeeece e e

G T 1 (0] = Tor=To Y - | R

4.4.4 Pesquisa de anticorpos neutralizantes............ccccceeeeveiviiiiiiiieeeeeeennn,

4.4.5 Controle da TCIDsppara 100 TCID........ccovvmiiimiiiiiiiiieee e,

4.4.6 Controle da TCIDsgpara 50 TCID.......cccoovviiiiiiicieeeeeeee e,

4.5 Diagndstico diferencial de peste suina classica(PSC)............c.cceeevveevennnenn.

4.6 Aplicagao

dO QUESTIONANIO....cvuiiiiiiee e

4.7 ANAlISE €S atiStiCa. . ..o

5. RESULTADOS

5.1 Teste de VN para BVYDV-1 ...

5.2 Teste de VN para BVDV-2.........uoiiiiiiei e

5.3 Analise dos resultados soroldgicos para os genoétipos 1 e 2 de BVDV.......

5.4 Reacao cruzada entre BVDV-1 € 2.......covviiiiiiiiiiec e

5.5 Prevalénci

a de BVDV conforme os estados de origem dos animais...........

5.6 Resultados dos titulos encontradosS. ... ....o.oee e

5.7 Comparacgao dos titulos de anticorpos obtidos na VN frente a 100 TCIDsq

ou 50 TCIDsq..

5.8 Analise dos fatores de MSCO. ... cuie e e

5.8. T BYD V-1

5.8.2 BVDV-2.. e

5.9 Efeito citopatico do BVDV-1 (estipe Singer) e do BVDV-2 (estirpe VS 253).

6. DIAGNOSTICO
7. DISCUSSAO....
8. CONCLUSOES

DIFERENCIAL DE PESTE SUINA CLASSICA (PSC)................

21
22
22
24
25
25
26
26

28
28

30
33
35
36
39



REFERENCIAS

Anexo | .............

Anexo Il.............



PREVALENCIA DE ANTICORPOS CONTRA O ViRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA
EM SUINOS

RESUMO- Os suinos sido susceptiveis a infeccdo por diversas espécies de
Pestivirus, a infeccdo de suinos com pestivirus de ruminantes tem gerado preocupagao
em diversos paises, dependendo do método utilizado, o diagndstico entre BVDV e
CSFV pode ser dificultado. O presente trabalho teve como objetivo verificar a
prevaléncia de anticorpos contra o virus da diarreia viral bovina (BVDV) em suinos
terminados. Para tal, foram investigadas as prevaléncias do BVDV-1 e 2, obtiveram-se
informagdes de prevaléncia de acordo com a origem das amostras, foram associados
fatores de risco a ocorréncia da infecgao, verificado as diferengas entre os titulos das
amostras positivas testadas com 100 TCID50 e 50 TCID50 e realizado diagndstico
diferencial para PSC. Os soros sanguineo foram obtidos de suinos enviados para
matadouros-frigorifico no estado de Sdo Paulo. As propriedades de origem dos suinos
eram localizadas nos estados do Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Sado Paulo,
Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. As amostras foram submetidas ao teste
de VN conforme preconizado pelo “Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for
Terrestrial Animals” (OIE), para as sororreagentes, foi realizado o diagnostico diferencial
para PSC pelo método de ELISA. Foram analisadas 1705 amostras de soro sanguineo
de suinos, obtidas de 33 propriedades. O teste de VN indicou 5,34% (91/1705) de
amostras sororreagentes ao BVDV, sendo 3,0% (51/1705) para o gendtipo 1 e 2,35%
(40/1705) para o gendtipo 2. Considerando a origem das amostras, destacam-se os
estados do Mato Grosso, com 10,00% e Rio Grande do Sul, com 9,18% de amostras
sororreagentes ao BVDV-1, contra o BVDV-2, destacam-se os estados do Mato Grosso,
com 6,0% e Mato Grosso do Sul, com 4,29% de sororreagentes. Nenhum fator de risco
teve associagao significativa com a ocorréncia de infec¢do ao BVDV-1, contudo, para o
BVDV-2, foram encontradas associagoes significativas nos fatores: “caminhdes néo sao
lavados e desinfetados” e “visitantes nao respeitam vazio sanitario de 72 horas”
(p<0,05). As GMT dos titulos contra o BVDV-1 foram maiores quando testadas com 100
TCID50, contudo, as GMT dos titulos contra o BVDV-2 foram maiores quando testadas
com 50 TCID50. Nenhuma amostra sororreagente ao BVDV foi positiva para anticorpos
especificos contra PSC. Fica evidenciado que a infecgdo de suinos com pestivirus de
ruminantes ocorre no Brasil, ressaltando que a biosseguridade é fundamental para
minimizar a interagdo de agentes interespécies.

Palavras-chave: Pestivirus, matadouros-frigorifico, fatores de risco, virusneutralizagao



PREVALENCE OF ANTIBODIES AGAINST THE BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS
IN PIGS

ABSTRACT - Several species of Pestivirus have pigs as susceptible hosts. The
infection of ruminant pestivirus in pigs have been concerning many countries and
depending on the diagnosis test used it is hard to differ BVDV from CSFV infections due
to serological cross-reaction in diagnostic tests. This study aimed on determining the
prevalence of antibodies against bovine viral diarrhea virus (BVDV) in finisher pigs.
Prevalence of BVDV -1 and BVDV-2 was investigated and information about the
samples origin were analyzed in order to associate the the occurrence of the infection
with possible risk factors. The samples were tested using 100 TCIDsp and 50 TCIDsp and
the differences between the titers were analyzed. In addition, differential diagnosis for
Classical Swine Fever (CSF) was done in all positive samples. The blood sera samples
were obtained from pigs sent to slaughterhouses in the state of Sdo Paulo. The origin of
the animals was from farms located in the states of Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goias, Sao Paulo, Parana, Santa Catarina and Rio Grande do Sul. The samples were
tested using the virus neutralization (VN) test according to the "Manual of Diagnostic
Tests Vaccines for Terrestrial Animals" (OIE) and the positive samples were ELISA
tested to differ from CSF. 1705 swine serum samples from 33 farms were tested. The
VN test showed 5.34% (91 / 1705) of seropositive samples for BVDV, with 3.0% (51 /
1705) for genotype 1 and 2.35% (40 / 1705) for genotype 2. Considering the origin of the
samples, the highlights are the states of Mato Grosso, with 10.00% and Rio Grande do
Sul, with 9.18% of seropositive for BVDV-1. Regarding to BVDV-2, states that had the
highest number of positive samples were Mato Grosso (6.0%) and Mato Grosso do Sul,
(4.29%). No significant association was found between risk factors the occurrence of
BVDV-1 infection, however, for BVDV-2 positive cases significant associations were
found with the risk factors "trucks are not washed and disinfected" and "visitors do not
respect empty toilet 72 hours "(p <0.05). GMT of BVDV-1 titters were higher when tested
using 100 TCIDsg, however, the GMT of the BVDV-2 titers were higher when tested at
50 TCIDso. No positive BVDV samples were positive when tested for specific antibodies
against CSF. It is evident that infection of pigs with ruminant pestivirus occurs in Brazil,
showing that biosecurity is essential to minimize the transmission of interspecies agents.

Keywords: Pestivirus, slaughterhouse, risk factors, virus neutralization
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1. INTRODUCAO

Os virus do género Pestivirus que infectam os suinos sdo o virus da peste
suina classica (CSFV), o virus da diarreia viral bovina (BVDV-1 e BVDV-2), o virus
da doencga da fronteira de ovinos (BDV) e o Bungowannah. Estes dois ultimos sao
considerados exoticos no Brasil.

Para os paises com producgao intensiva de proteina animal e que tém cada
vez mais a necessidade de exportar, como é o caso do Brasil, devem se priorizar os
programas de erradicacdo das enfermidades de notificagdo obrigatoria e cumprir as
exigéncias da OIE. A peste suina classica € o principal alvo de trabalho para as
autoridades sanitarias brasileiras. Portanto, o sistema de vigilancia nas areas livres,
o0 reconhecimento internacional de area livre de e a erradicagdo em areas ainda
consideradas endémicas e/ou com status desconhecido torna-se trabalho
fundamental para o amplo desenvolvimento e consolidagdo da suinocultura brasileira
no mercado mundial.

Nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, o reconhecimento de
area livre para CSFV é pioneiro no Brasil, a regido Sul iniciou esse trabalho pelo ja
cumprimento das exigéncias preconizadas pela OIE. Os outros estados brasileiros
devem adequar-se as exigéncias da OIE, para a requisigdo do reconhecimento
como livre da infeccdo. As falhas de monitoramentos adequados em areas
endémicas no Brasil, a extensao geografica, a presenca de suinos selvagens e/ou
asselvajados e a irrelevancia comercial de algumas regides, dificultam um plano de
contingéncia macigo e efetivo no controle da peste suina classica (PSC).

As pesquisas sdo concludentes sobre a capacidade de o BVDV infectar
suinos e outras espécies. Por se tratar do mesmo género, ja foi comprovado que
existem reacgdes sorolégicas cruzadas entre o BVDV e o CSFV, e esse possivel
equivoco no diagnostico tem despertado cada vez mais a preocupagao, pois se
procura obter maior acuracia nos inquéritos sorolégicos realizados nos programas
de vigilancia e erradicacao para da PSC.

A despeito dos problemas diagndsticos, tem-se dado atengdo as infecgdes
causadas pelo BVDV em suinos pelo fato da patogenicidade em fémeas gestantes

apresentar alguns sinais clinicos semelhantes a PSC. A infecg¢ao intrauterina pelo



BVDV pode levar a falhas reprodutivas semelhantes as produzidas por amostras de
virus da PSC de patogenicidade baixa ou média. Assim, ha possibilidade de
confusdes no processo de vigilancia para PSC, pois pode haver indicios clinicos que
serdo embasados na notificagdo de uma suspeita de foco.

A relacdo entre os pestivirus, principalmente entre o BVDV e o CSFV, e a
possibilidade de infeccdo de suinos pelo BVDV, levanta a questdo se os métodos
laboratoriais empregados no controle do CSFV sao criteriosos o suficiente para
diferenciar esses dois agentes etioldgicos. A reagao cruzada entre o BVDV e o
CSFV pode ser um entrave para o correto diagnéstico. Consequentemente, as
informacdes sobre a ocorréncia ou prevaléncia da infeccdo do BVDV em suinos no
Brasil sdo inexistentes. Torna-se importante pesquisar e diferenciar a ocorréncia do
BVDV nas diferentes formas de criacdo e analisar quais sdo os fatores de risco mais
relevantes em cada situacgao.

Tendo em vista os prejuizos econdmicos que a infecgao de suinos pelo BVDV
pode causar, a falta de dados sobre a ocorréncia e prevaléncia da enfermidade no
Brasil, a grande importancia que as reagdes cruzadas entre BVDV e o CSFV
apresentam, o fato de essa infeccao ser desconhecida pelos suinocultores, a nao
existéncia de estudos sobre fatores de risco associados a infeccao, trabalhos séo
necessarios visando a fornecer maiores informagdes sobre a situacdo atual do
rebanho suino e conhecimento sobre a epidemiologia para a eventual elaboracéo de
programas de prevengao, controle ou mesmo erradicagao.

Portanto, tomou-se como hipétese que o BVDV apresenta baixa ocorréncia
em suinos provenientes de granjas comerciais e enviados ao abate em matadouros-

frigorifico, fato esse, justificado pela auséncia de fatores de risco.



2. REVISAO DE LITERATURA

Nos sistemas de produgédo de suinos, bovinos e ovinos, podem-se citar as
infecgbes virais causadas por agentes do género Pestivirus. Atualmente sao
reconhecidas 4 espécies deste género que podem infectar os suinos, o virus da
peste suina classica (CSFV), o da diarreia viral bovina (BVDV-1 e BVDV-2), o da
doencga da fronteira de ovinos (BDV) (BECHER et al., 2003), e recentemente foi
isolado o virus Bungowannah (KIRKLAND et al., 2007) a partir da constatacao de
suinos com miocardite (FINLAISON et al., 2009). Nao se tem relato ainda se o “Hobi-
like” (ou BVDV-3) afeta os suinos (SCHIRRMEIER et al., 2004; STAHL et al., 2007).

No Brasil, o BVDV encontra-se amplamente disseminado pelos rebanhos de
bovinos, especializados para produgédo de leite ou de carne (QUINCOZES et al.,
2007). Esses isolados foram identificados e caracterizados geneticamente como
pertencentes aos gendtipos 1 e 2 (FLORES et al.,, 2005; CORTEZ et al., 2006,
LUNARDI et al., 2008). E o contrario do que se observa em suinos sobre os quais
nao existem dados sobre a prevaléncia do BVDV no Brasil, somente alguns estudos
de reacao cruzada entre BVDV e CSFV (MOSER, 2011).

2.1 Consideragoes sobre o agente etiolégico

Os membros do género Pestivirus possuem virions pequenos (40 a 60 nm de
didmetro) com um nucleocapsideo icosaédrico envolto em envelope lipidico
(RIDPATH; FLORES, 2007). Possui como material genético uma fita unica de RNA,
que esta constantemente sofrendo mutagdes e recombinacbes genéticas
(BAUERMANN et al., 2013).

A estrutura dos pestivirus € composta por quatro proteinas estruturais:
proteina do capsideo (C) e trés glicoproteinas inseridas no envelope (E™, E1, e E2)
(THIEL et al., 2005). As proteinas E1 e E2, encontradas na membrana viral, sdo
necessarias para a infectividade dos virions. A E2 é alvo para grande parte dos
anticorpos neutralizantes (RONECKER et al., 2008). Assim como algumas proteinas

pro

nao estruturais, destaque para a N*° sé encontrada nos pestivirus, sendo a regiao

de eleigdo para comparagao inicial de isolados (RIDPATH; FLORES, 2007) e a



segunda proteina n&o estrutural € a NS2/3, presente em cepas nao-citopaticas
(ncp). NS3 representa a parte C-terminal da NS2, porém em células infectadas com
virus citopaticos (cp), ocorre a expressdao de NS3 (gerando NS2 e NS3) devido a
mutagdes na NS2 (KUMMERER; MEYERS, 2000).

Existem dois bidtipos conhecidos de pestivirus: os cp e os ncp. Os ncp sao
mais comumente encontrados no campo e capazes de produzir infecgao persistente
em fetos. No caso do BVDV, essas infeccbes persistentes ocorrem em fetos
infectados entre 40 e 120 dias de prenhez. Ja os cp sao considerados uma mutagao
do bidtipo ncp e, por isso, s&o menos comuns na natureza (FLORES; RIDPATH,
2007).

No mundo tém sido realizadas descricbes de pestivirus atipicos, como o
Giraffe, isolado de girafa no Kenya (BECHER et al., 2003), Pronghorn virus, isolado
de antilope nos EUA (VILCEK et al., 2005), Bungowannah virus, isolado de suino na
Australia (KIRKLAND et al., 2007), e o Hobi-like virus, identificado em varias partes
do mundo e também no Brasil (SCHIRRMIER et al., 2004, CORTEZ et al., 2006).

Na China, foram reconhecidas dois genétipos do BVDV-1, em duas estirpes
nao citopaticas isoladas de suinos, ZM - 95 (XU et al., 2006) e SD0806 (DENG et al.,
2012a ), e um outro gendtipo de uma estirpe néo citopatica referente ao gendtipo 2,
a SH - 28, também isolada de um suino (TAO et al., 2013b).

O BVDV tem como hospedeiro natural os bovinos, porém tem uma alta
capacidade de infectar outros ruminantes domésticos e silvestres (FLORES,
RIDPATH, 2007). Os pestivirus ainda sao evidenciados em cervos, bufalos, girafas e
javalis (ZAGHAWA, 1998; NETTLETON, 1990), em antilocapras (FROLICH et al.,
2005), camelideos sul-americanos (CSA) e camelideos do velho mundo (CVM), que
apresentam certa resisténcia aos sinais clinicos (VAN AMSTEL; KENNEDY, 2010).
Estudos esporadicos confirmaram a presenca de infeccdo ao BVDV em suinos
(DARBYSHIRE, 1961; STEWART et al., 1971; FERNELIUS et al., 1973; CARBREY
et al., 1976; TERPSTRA; WENSVOORT, 1988; LIESS; MOENNING, 1990; ROEHE,
1998; RIDPATH, 2010)

Infeccdes persistentes podem ser observadas em pelo menos outras oito
espécies, como ovelhas, cabras, alpacas, veados-de-cauda-branca, alce, rato,

cabra-americana-da-montanha e suinos (BACHOFEN et al., 2013).



2.2 Epidemiologia

Estudos epidemiologicos colocam os bovinos como os principais hospedeiros
do BVDV, e a principal fonte de infeccdo para os suinos e outros ruminantes
selvagens (VANNIER; ALBINA, 1999; RIDPATH, 2010). A transmissdo também pode
ocorrer devido ao uso de leite de bovinos infectados e outros derivados na
alimentacao de suinos (TERPSTRA; WENSVOORT, 1988) e por meio de fomites
(CARBREY et al.,, 1976). Ao contrario do que se acreditava antes, um modelo de
infeccdo experimental demonstrou que a transmissdo também ocorre entre os
suinos, porém de forma limitada; assim, o virus pode desaparecer de uma
populacao se nao ocorrerem novas introdugdes (WIERINGA-JELSMA et. al., 2006).
Deng et al. (2012b) afirmam que a prevaléncia do BVDV em rebanhos suinos esta
intimamente ligada a prevaléncia da enfermidade em rebanhos bovinos.

O BVDV esta inserido num grupo peculiar de virus que causa infec¢goes em
ruminantes domeésticos. Paises com pecuaria bovina altamente explorada sofrem
com as grandes perdas promovidas pelo BVDV (GREISER-WILKE et al., 2003).

Foram descritos alguns fatores de risco que podem estar associados a
ocorréncia de BVDV em suinos, como a presenga de gado na mesma fazenda, alta
densidade de pequenos ruminantes proximos ao rebanho, vacinas contaminadas
com BVDV, e a idade do animal (LENIHAN; COLLERY, 1977; VANNIER et al., 1988;
LIESS; MOENNIG, 1990; LOEFFEN et al., 2009).

A presenca de anticorpos contra BVDV em suinos pode prevenir a
transmissdo de CSFV (WIERINGA-JELSMA; QUAK; LOEFFEN, 2006). Isso é
possivel pela relacdo antigénica entre os pestivirus e a reatividade sorologica
cruzada. Os titulos de anticorpos sdo médios a altos, quando a espécie de pestivirus
€ homdloga e baixos a outros pestivirus (RIDPATH; FLORES, 2007). Porém, em
estudo com suinos previamente infectados com BVDV e desafiados com CSFV, os
titulos foram maiores contra o BVDV do que contra CSFV, podendo resultar em um
teste falso-negativo para CSFV (DENG et al., 2014).

Portanto, os pestivirus de ruminantes que infectam os suinos sdo de extrema

importancia na suinocultura, pois além de infectar seus hospedeiros usuais, podem



infectar os suinos, e manifestar sinais clinicos e interferir com o diagndstico
laboratorial da PSC (WIERINGAJELSMA; QUAK; LOEFFEN, 2006).

2.2.1 Estudos de prevaléncia

Na busca por informacdes sobre infecgao pelo BVDV em suinos, os primeiros
inquéritos sorolégicos foram realizados na década de 1960. Naquela época, na
Australia, Snowdon e French (1968) suspeitaram que suinos pudessem estar
infectados por BVDV, porém sem que tivesse ocorrido relato da infeccdo natural,
suspeita comprovada posteriormente pelo isolamento do virus de suinos a partir de
uma infeccao natural (FERNELIUS et al., 1973).

Loeffen et al. (2009) determinaram uma soroprevaléncia de anticorpos contra
BVDV-1 estimada de 0,42% nos suinos de terminacdo, e encontraram animais
sororreagentes em 3,2% dos rebanhos. Ja para fémeas em idade reprodutiva, a
prevaléncia foi 2,5%, com 11% dos rebanhos infectados.

Em estudo realizado na China entre 2007 e 2010, amostras coletadas de
suinos com sinais clinicos de hiperpirexia, morte de leitdes, diarreia e abortamento
foram submetidas a busca por amplificagcdo de material genético. Os resultados
demonstraram uma prevaléncia de 23,1% em 2007; 27,7% em 2008; 33,6% em
2009 e 23,6% em 2010, mostrando uma alta prevaléncia da infec¢gao por BVDV-1
(DENG et al., 2012b).

Em outros paises, as pesquisas em suinos mostram ocorréncias entre 3% e
40% na Austria e na Alemanha, e de 15% a 20% na Holanda (LIESS; MOENNING,
1990; O'CONNOR et al., 1991; TERPSTRA; WENSVOORT, 1991). Na Noruega, foi
determinada soroprevaléncia de BVDV-1 (estirpe NADL) de 2,2% (LOKEN et al.,
1991). Na Irlanda, um inquérito epidemiolégico demonstrou que apenas uma
amostra de 660 em estudo comparativo apresentou titulos quatro vezes maior para
BVDV-1 do que para a Doenca das Fronteiras (BD) (GRAHAM et al., 2001). Ja na
Dinamarca, a soroprevaléncia em suinos domésticos foi de 6,4% para BVDV-1
(estirpe Ug59) (HOLM JENSEN, 1985).



Contudo, em estudo realizado com rebanho-sentinela de suinos no estado de
Ontario, Canada, nao foi identificado animal algum positivo para BVDV
(O’SULLIVAN et al., 2011).

2.2.2 Fatores de risco

De acordo com varios autores, diferentes praticas utilizadas ou empregadas
na bovinocultura podem influenciar na introdu¢cao e/ou manutencgao da infecgcao pelo
BVDV nos rebanhos bovinos (MAINAR-JAIME et al., 2001; QUINCOZES et al., 2007,
LUZZAGO et al., 2008; TALAFHA et al., 2008).

Estudos realizados identificaram como possiveis fatores de risco a infecgao
do BVDV, o tamanho do rebanho/propriedade; confinamento, utilizacdo de pastos
em comum; aluguel de pasto; contato de bovinos com outras espécies animais,
domésticas ou silvestres; comércio de animais; participagdo em eventos, como
feiras, exposicbes, torneios e baixa biosseguridade (CELEDON et al., 2001;
MAINAR-JAIME et al., 2001; VAN SCHAIK et al., 2001; BROCK, 2003; POLETTO et
al., 2004; LUZZAGO et al., 2008; TALAFHA et al., 2008).

Ainda, segundo Chaves et al. (2012), um estudo realizado no estado do
Maranhao identificou como possivel fator de risco associado a infecgao de bovinos

leiteiros n&o vacinados, a presenga de suinos na mesma propriedade.

2.2.3 Relagao entre o CSFV e o BVDV

O CSFV se encontra estreitamente relacionado, antigenicamente, assim como
geneticamente, com outros dois virus desse género, o BVDV e o BDV. Os dois
ultimos virus podem infectar os suinos, mesmo tendo os ruminantes como o0s
hospedeiros primarios e ambos podem causar sinais clinicos similares aos da peste
suina classica (ARIAS et al., 2003).

Wieringa-Jelsma et al. (2006) confirmaram que suinos infectados pelo BVDV
apresentam resisténcia a infeccdo por CSFV, ndo se detectando, também, a
transmissao deste ultimo entre os animais do rebanho.

Problema que agrava esta relagdo, cada vez mais a contaminagcdo de soro

fetal utilizados em cultivos celulares é confirmada, concomitantemente o uso dos



produtos bioldgicos interferem na inocuidade das vacinas (BOLIN; MATTHEWS;
RIDPATH, 1991). Relatos de infecgdo ao BVDV apds a administragdo de vacinas
contra CSFV contaminadas séo descritos (WENSVOORT, 1989; YANG, 2011; TAO
et al., 2013a). Tao et al. (2013b) também detectaram uma estirpe de BVDV-2 a partir
de uma vacina para CSFV.

No Brasil, a vacinagdo de suinos contra a PSC ¢é proibida em todo territorio
nacional desde o ano de 1998, exceto em casos excepcionais, onde seja
configurado o risco de disseminacgao da infecgéo, e apdés um estudo epidemioldgico,
0 emprego emergencial da vacina fica a critério do servigo oficial (BRASIL, 1998).

A estreita relagcao apresentada pelos dois virus e também a susceptibilidade
apresentada pelos suinos a ambos agentes podem complicar, de forma direta, o
diagndstico laboratorial, ja que as técnicas utilizadas para triagem nao permitem a
diferenciacdo sorologica das infecgdes. O reflexo desse entrave é realgado para
paises em fase de erradicagdo, sobretudo para a vigilancia sorolégica (FRIAS
LEPOUREAU; PERCEDO ABREU, 2003).

2.3 Sinais clinicos observados nas diferentes espécies

Em bovinos, a manifestagao clinica da infeccdo por BVDV pode variar de
acordo com diferentes fatores, tais como a estirpe viral, o estado imune do
hospedeiro e o estado reprodutivo (RIDPATH, 2010). Em rebanhos em que a
doenca €& endémica, os principais sinais clinicos e, muitas vezes, 0s Unicos
observados, sao as falhas reprodutivas, visto que a enfermidade ocorre
frequentemente sem sinais clinicos em animais adultos (FLORES et al., 2005).

Porém, a infeccdo por BVDV pode resultar em uma forma aguda,
caracterizada por, febre, leucopenia, depressdo, anorexia, descarga oculonasal,
erosdes e ulceragdes na mucosa oral, diarreia, diminuicdo da producao de leite e,
em alguns casos, aumento da frequéncia respiratéria (GROOMS et al., 2002). A
forma aguda pode ainda se manifestar em quadros hemorragicos, como
trombocitopenia, diarreia sanguinolenta, epistaxe, hemorragias nas superficies das
mucosas e morte, esse quadro clinico esta associado aos bidtipos (ncp) (CORAPI et

al., 1990). Entre os diversos sinais clinicos que podem ocorrer na forma aguda da



infecgdo, pode-se considerar a capacidade do virus em interromper o
desenvolvimento embrionario (DUBOVI, 1994), defeitos congénitos, como
hidrocefalia, hipoplasia cerebelar, atrofia ou displasia da retina e retardo no
crescimento, bem como o desenvolvimento de animais persistentemente infectados
(PI) (GROOMS et al., 2002).

As infecgbes por BVDV em suinos sdo, geralmente, sem sinais clinicos
(CASTRUCCI et al., 1974; LEFORBAN et al., 1992; DAHLE et al., 1993a; DAHLE et
al., 1993b; WALZ et al., 1999; WALZ et al., 2004) apesar de, em alguns casos, terem
sido relatados, em animais adultos, problemas reprodutivos, nascimento de leitdes
fracos, aborto e mumificagéo fetal (VANNIER; ALBINA, 1999). A infec¢ao intrauterina
pelo BVDV pode levar a falhas reprodutivas semelhantes as produzidas por
amostras de virus da PSC de patogenicidade baixa ou média, causando infertilidade,
abortos, malformagdes congénitas, natimortalidade e leitbes com atraso no
crescimento ou comprometimento neurologico (ROEHE; BRITO, 2012).

Em porcas prenhes, a infeccdo transplacentaria ocorre, podendo causar
abortos, natimortos, nascimento de leitegadas debilitadas, malformacgdes e até o
nascimento de leitdes (Pl) (PATON; DONE, 1994; BECHER et. al., 2003). Tao et al.
(2013a) relataram ainda a ocorréncia de codlicas intestinais e hipertermia em alguns
animais adultos acometidos.

Casos em que a infeccao pelo BVDV induziu grande quantidade de lesdes em
suinos adultos sao causados por estirpes virais com longo histérico de passagem e
infeccbes nesta espécie (TERPSTRA; WENSVOORT, 1988). Em leitdes, a infecgao
por BVDV provoca como principais sinais clinicos: anemia, retardo no crescimento,
animais-refugo, pelagem aspera, poliartrite, tremores congénitos, petéquias na pele,
diarreia, conjuntivite e cianose de extremidades (TERPSTRA; WENSVOORT, 1988).

Ainda assim, a infecgdo pos-natal de suinos por BVDV é considerada
praticamente inofensiva, ao contrario das infeccbes pelo CSFV, que acomete os
rebanhos com alta mortalidade (MOENNING, 1990).

Entre as pestiviroses, apenas a PSC é classificada como doenca de
notificagdo obrigatéria pela Organizagdo Mundial de Saude Animal (OIE). A PSC

ocorre apenas em suinos domeésticos e javalis, € uma enfermidade que causa alta
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mortalidade, e € caracterizada por febre alta, letargia, diarreia amarelada e lesdes de
pele, orelhas, abdémen e pernas (MOENNIG et al., 2003).

2.4 Técnicas diagnésticas

O BVDV tem uma caracteristica multipla de apresentagdes clinicas, que se
estendem desde formas subclinicas a agudas, podendo apresentar sinais clinicos
similares aos causados por outros agentes (GROOMS, 2006). Dessa forma, o
diagnodstico final do BVDV €& baseado em testes laboratoriais e dados
epidemiologicos (SANDVIK, 2004).

Em relagao aos métodos indiretos, a virusneutralizagdo (VN) é o teste-padrao
de referéncia (OIE, 2012). A desvantagem da VN é por se tratar de uma técnica que
necessita de um cultivo celular, é laboriosa e demanda um tempo relativamente
longo (DUBOVI, 2013). Porém, sua vantagem é poder ser utilizada no diagndstico de
BVDV independente da espécie estudada (SANDVIK, 2004). Um parametro a ser
levado em consideragédo, € a estirpe viral utilizada, pois a sensibilidade do teste
depende da homologia da estirpe utilizada no diagnostico, bem como da estirpe
predominante no campo (DUBOVI, 2013).

Dos métodos diretos, o isolamento viral (IV) em cultivo celular é recomendado
pela OIE (OIE, 2012). Porém, este teste é dependente da posterior identificagdo do
agente; faz-se necessaria a utilizagdo de outra técnica direta, como a transcrigéo
reversa combinada a reagcéo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) (DUBOQOVI, 2013).

A RT-PCR tem sido empregada por ser uma técnica altamente sensivel e
fornecer resultados mais rapidos que o IV (SALIKI; DUBOVI, 2004), além de poder
ser utilizada uma grande variedade de amostras, como soro sanguineo, leite, urina,
sangue total, suabes, pele e tecidos; contudo, cada tipo de amostra apresenta
particularidades nas metodologias (GOYAL, 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Verificar a prevaléncia de anticorpos contra o virus da diarreia viral bovina em

suinos abatidos em matadouros-frigorifico.

3.2. Objetivos especificos

verificar a prevaléncia de anticorpos anti-BVDV-1 e anti-BVDV-2 em suinos

terminados;

gerar informagdes sobre a prevaléncia de BVDV conforme a origem dos

animais (estados e municipios);

investigar associagdes entre a prevaléncia da infecgao e fatores de risco;

verificar os titulos de anticorpos em amostras positivas testadas frente a 100

TC|D50 eabs0 TC|D50;

detectar a presenca de anticorpos especificos para CSFV em amostras

sororreagentes ao BVDV.
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4. MATERIAL E METODOS

Este projeto foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias — FCAV/Unesp, Jaboticabal — SP,
com o titulo “Estudo epidemiolégico de ocorréncia e transmisséo do virus da diarreia
viral bovina em suinos” e foi aprovado com o numero de protocolo 07998/14 (Anexo
I). O projeto teve auxilio - pesquisa — projeto regular pela Fundagdo de Amparo a
Pesquisa do estado de Sao Paulo - Processo FAPESP n° 2014/13590-3.

4.1. Selegao das amostras

Foram coletadas 1930 amostras de sangue de suinos com idade entre 5 a 6
meses de idade, porém durante os testes de virusneutralizacdo (VN), foram
descartadas 120 amostras contaminadas e 105 amostras com citotoxidade, portanto
foi utilizado neste estudo um total de 1705 amostras. Os estabelecimentos de abate
foram escolhidos para o projeto levando em consideragao a proximidade da cidade
de Jaboticabal, estado de Sao Paulo. Em todos, obteve-se a autorizacdo do
matadouro e do servico de inspecao para realizagado das coletas.

Todas as 1705 amostras de soro sanguineo analisadas eram procedentes de
suinos terminados, totalizando 33 rebanhos, que foram abatidos em dois
matadouros-frigorifico. A Tabela 1 elenca o total de amostras coletadas e
respectivas origens.

Procedeu-se a coleta de 882 amostras no periodo de agosto a dezembro de
2013, em um estabelecimento de abate de suinos que possuia o Servigco de
Inspegao Estadual — SISP, localizado no municipio de Guariba, regido Nordeste do
estado de Sao Paulo. As outras 823 amostras foram coletadas no periodo de
fevereiro a junho de 2014, em um estabelecimento que possuia o Servigo de
Inspecgao Federal - SIF, localizado no municipio de lpua, mesma regiao do estado.

Em ambos os frigorificos, eram abatidos no maximo 200 animais diariamente,
em dias alternados da semana. Os frigorificos recebiam animais de todo o Brasil,

com mais frequéncia dos estados de Santa Catarina, Parana e Mato Grosso do Sul.
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As coletas foram realizadas em todos os animais dos lotes no momento da
sangria, sendo que os lotes de propriedades iguais foram excluidos da coleta,
evitando assim duplicidade. Definiu-se como lote o total de animais descritos na
Guia de Transito Animal — GTA, porque tinham a mesma origem (propriedade),
transporte e idade padronizados. Os animais abatidos no periodo do estudo
procederam de sete estados brasileiros: Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias,
Sao Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (Figura 1, 2, 3 e 4).

Os municipios de origem dos animais amostrados estao dispostos na Tabela
1, e a localizagédo geografica dos mesmos na Figura 1, 2, 3 e 4, representando assim
a diversidade da amostragem. Vale ressaltar que em alguns municipios foi

amostrada mais de uma propriedade (Tabela 1).
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4.2. Amostragem

Foi determinado o numero de amostragem de forma a estimar a prevaléncia
do BVDV em suinos com razoavel precisao.
Segue a estatistica e férmula utilizada para a determinagdo das amostras

minimas que deveréao ser colhidas.

n:

(196ﬁ(szn+U—Ex1-mnm—s.m—U—EM1—m]
d

(S+E—1)2

(THRUSFIELD, 2010)

Onde:

Z=1,96

p= 0,05 (prevaléncia esperada)
d= 0,02 (erro admitido)

N= 13.500 (populacéao)

S= 0,8 (sensibilidade)

E= 1 (especificidade)

nc= amostra corrigida de acordo com a populagao

nc =(N.n)/(N+n)

Foi determinado o numero minimo de 553 animais para cada matadouro-
frigorifico. A amostra nao foi aleatéria; durante o periodo de coleta, as amostras
foram obtidas de acordo com o abate de animais de diferentes propriedades. Devido
a disponibilidade de se realizar mais coletas, no periodo do estudo, foram totalizadas
1705 amostras (Tabela 1).
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Tabela 1. Numero de amostras de soro sanguineo, coletadas em matadoutos-
frigorifico no estado de S&o Paulo, das diferentes propriedades no
periodo de agosto de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Amostras
Propriedade Municipio/estado N° de
amostras

1 Siqueira Campos/PR' 255
2 Rodeio Bonito/RS 98

3 Siqueira Campos/PR' 104
4 Guariba/SP 49
o Cristais Paulista/SP 27

6 Colina/SP 120
7 Concoérdia/SC 104
8 Rio Verde/GO? 61

9 Jaboticabal/SP? 64
10 Jaboticabal/SP? 31

11 Saudades/SC* 128
12 Vicentina/MS 50
13 Laranjeiras do Sul/PR 30
14 Campo Grande/MS 30
15 Nova Erechim/SC 30
16 Aguas Frias/SC® 30
17 Ipua/SP 31

18 Dourados/MS 30
19 lomeré/SC 30
20 Aguas Frias/SC® 30
21 Primavera do Leste/MT 30
22 Pinhalzinho/SC® 30
23 Uniao do Oeste/SC 30
24 Salto Veloso/SC 30
25 Rio Verde/GO? 30
26 Pinhalzinho/SC® 27
27 Espigéo Alto do Iguagu/PR 29
28 Saudades/SC* 29
29 Chapecd/SC 30
30 Ponta Pora/MS 30
31 Monte Alto/SP 28
32 Aguas Frias/SC® 30
33 Itiquira/MT 20

Total 1705

123458 Niimeros iguais indicam mesmo municipio de origem, porém propriedades diferentes.
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A)

B)

Figura 1. Mapa com a localizagdo geografica dos municipios do estado do Mato
Grosso (A) e estado do Mato Grosso do Sul (B), da regido Centro-oeste,
Brasil, onde foram coletadas as amostras no periodo de agosto de 2013 a
junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.
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C)

D)

Figura 2. Mapa com a localizagao geografica dos municipios do estado de Goias
(C) e estado do Rio Grande do Sul (D), da regido Centro-oeste e
Sudeste, Brasil, onde foram coletadas as amostras no periodo de agosto
de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.
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E)

F)

Figura 3. Mapa com a localizacdo geografica dos municipios do estado do Parana

(E) e estado de Santa Catarina (F), da regidao Sul, Brasil, onde foram
coletadas as amostras no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014,
Guariba/lpua, SP, 2013/14.
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Figura 4. Mapa do estado de Sao Paulo destacando o municipio onde esta
localizada a propriedade com amostras coletadas, no periodo de agosto
de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

4.3. Método de coleta

As amostras de sangue foram colhidas no momento da sangria, na linha de
matanca, em tubos descartaveis BD®. Ao final de cada coleta, as amostras foram
transferidas para o Laboratério de Viroses da Reproducéo, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus Jaboticabal — SP, onde foram
deixadas a temperatura ambiente durante 3 horas para coagulagcdo e posterior
armazenagem em temperatura de 2°C a 8°C, até o momento de serem centrifugadas
a 3.000 G por 10 minutos, nao ultrapassando um periodo de 24 horas, devido a
possivel ocorréncia de hemolise.

Os soros obtidos foram transferidos para microtubos de polipropileno em duas
aliquotas, devidamente identificadas com numero sequencial de amostras e lotes,
armazenadas a uma temperatura de -20°C, até o momento da realizagéo dos testes

sorolégicos.
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Dados das propriedades de origem dos animais foram obtidos por meio da
Guia de Transito Animal (GTA). Este documento proporcionou o rastreamento por
meio dos servigos de defesa sanitaria animal nos estados de origem e que possuiam
0 cadastramento das propriedades amostradas. Apds autorizagao e disponibilizagao
pelos orgaos oficiais dos contatos dos estabelecimentos, foi possivel realizar um
questionario de carater epidemiolégico nas propriedades para levantamento de
possiveis fatores de risco associados com a prevaléncia da infec¢do do BVDV em

suinos.
4.4. Teste de virusneutralizagao (VN)

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 for Terrestrial Animals” (OIE, 2012). Os testes foram
realizados no Laboratério de Viroses da Reproducdo, Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias (FCAV), Unesp, Campus 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), gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Eduardo
Furtado Flores, do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa
Maria/RS.

Todas as amostras sororreagentes nédo so foram retestadas para a certeza do
resultado, como também foram testadas em duplicata a fim de ser calculada a média
geométrica (GMT) dos dois valores de titulos obtidos.

As amostras sororreagentes no teste com 100 TCIDs, foram testadas
novamente com 50 TCIDsy, com objetivo de encontrar alguma modificacédo na

identificacao do titulo viral.
4.4.1. Manutencao das culturas celulares

Foram utilizadas células MDBK cultivadas por cultura em monocamada em

garrafas de poliestireno descartaveis para cultivo TPP®, com area de 75 cm? (T75),
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em estufa a 37°C, utilizando meio de manutencdo “Minimum Essential Medium”
(Eagle- MEM) Gibco®, filtrado, sem antibiéticos, acrescido de 0,2% de bicarbonato
de sédio e de 10% de soro fetal bovino (SFB) Cultilab® livre de pestivirus, anticorpos
contra o BVDV e micoplasma.

A manutengcdo das células era realizada a cada 72 horas por meio de
subcultivos. Nesta etapa, o meio de manutencgao era desprezado, e a monocamada
recebia tratamento com solugdo de tripsina Difco®, por um tempo maximo de 5
minutos em estufa a 37°C, sempre verificando a opacidade que a solugao gera na
monocamada quando esta ocorrendo a individualizagao das células.

Transcorrido o tempo de reacdo da tripsina, ela era descartada, e eram
realizadas leves batidas na garrafa, para auxiliar no desprendimento da
monocamada. Essas células foram previamente contadas em cadmara de Neubauer,
e uma concentracdo aproximada de 200.000 células/mL era ressuspendidas com a
adicdo de meio de manuteng¢ao com 10% de SFB.

Por fim, as novas garrafas eram incubadas em estufa a 37°C para formacéao

de uma nova monocamada.
4.4.2. Multiplicagao do virus padrao

Amostras cp do BVDV-1 (estirpe Singer) e do BVDV-2 (estirpe VS-253) foram
multiplicadas em garrafas com area de 75 cm? (T75) com monocamada pré-formada
de células MDBK, acrescidas por meio de manutencao Eagle-MEM.

Independentemente do gendtipo, o virus-padrdo era multiplicado a partir da
inoculagao de 1 mL da suspensao viral, em garrafas com monocamada pré-formada
com tempo de 24 horas de preparagao e uma concentracdo de 200.000 células/mL.
O meio de manutencdo da monocamada era retirado e, apds isso, era realizada a
inoculagdo. A garrafa entdo permanecia durante 1 hora a 37°C, para ocorrer a
adsorgao do virus as células.

Decorrida a duracdo de 60 minutos, eram adicionados 5 mL de meio de
manutengao e suplementada com 5% de SFB. Mais uma vez, a garrafa era incubada
a 37°C até que o tapete-celular demonstrasse de 80% a 90% de efeito citopatico
(ECP).
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Depois de apresentar o ECP desejavel, a garrafa era submetida ao
congelamento a -20°C e, logo apos essa etapa, era realizado o descongelamento
rapido, com a funcdo de romper as células e liberar as particulas virais. O volume
era colocado em tubos de 15 mL e submetido a centrifugacéo refrigerada (4°C) a
5.000 G durante 15 minutos para sedimentacao dos residuos. O sobrenadante com
as particulas virais era distribuido, no volume de 0,6 mL, em criotubos e armazenado
no nitrogénio liquido a -196°C. Uma amostra era selecionada e realizada a titulagao

viral.
4.4.3. Titulagao viral

A titulacdo viral era realizada em placas de microtitulagdo descartaveis de
poliestireno cristal com 96 cavidades e fundo chato TPP®. Foram realizadas
diluicdes seriadas (107 a 10®) a partir de 0,5 mL de suspens&o viral em 4,5 mL de
meio de manutencdo Eagle-MEM. Na placa, foram dispostas nas oito primeiras
colunas 50 pL de cada diluicdo por cavidade, em 8 repeticdes. A cada coluna foram
adicionados mais 50 yL de meio de manutencdo. As duas ultimas colunas foram
reservadas para o controle de suspensdo celular, com 100 yL de meio de
manutencao.

Apos a distribuicdo na placa das diluicbes, foram adicionados 50 pL de
suspensao celular contendo 300.000 células/mL em meio de manutengdo com 10%
SFB em todos os pocos, com excegao das colunas divisérias. A placa era incubada
a 37°C, com atmosfera controlada de 5% de CO,, durante 96 horas. Na leitura, era
visualizado o ECP e o TCIDs; obtido pelo método de REED e MUENCH (1938). Nas
reagdes realizadas durante o estudo, foi utilizado um titulo de 10%%/50 pL para
BVDV-1 (Singer) e de 10°%/50 uL para BVDV-2 (VS-253).

4.4.4. Pesquisa de anticorpos neutralizantes

Foi utilizada a técnica de virusneutralizagdo (VN) para a pesquisa de

anticorpos neutralizantes contra o BVDV-1 e o BVDV-2 em todas as amostras de
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soro sanguineo coletadas. As amostras foram submetidas a VN em duplicata, com
diluicdes progressivas entre 1:10 até a dilui¢do 1:5.120.

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e realizada a
inativagdo do complemento em banho-maria a 56°C durante 30 minutos. As diluicbes
das amostras foram realizadas em placas descartaveis de microtitulacdo de 96
cavidades com fundo plano, utilizando o meio de manutencédo Eagle-MEM, com
adicao de 1% de uma solugao de penicilina (10.000 Ul/mL), estreptomicina (10.000
ug/mL) e antifingico Gibco®.

A VN compreende varios procedimentos, sendo eles: a primeira coluna da
placa foi destinada ao controle de suspensao celular, sendo adicionados 100 pL de
meio de manutencido; na segunda coluna, destinados ao controle de toxicidade,
foram adicionados 90 pL de meio de manutencdo e 10 uL do soro-teste; dessa
forma, a primeira diluicdo testada (1:10) corresponde a diluigdo do controle de
toxicidade. Na terceira coluna, que representa a diluigdo inicial, foram adicionados
80 pL de meio de manutencgéo e 20 yL do soro-teste, alcangando uma diluig&o inicial
1:5 da amostra. A partir da quarta até a décima segunda coluna, foram adicionados
50 yL de meio de manutencgao, e diluigdes sucessivas foram realizadas. Depois da
homogeneizagao, foram retirados 50 uL da terceira coluna, o volume era de 100 pL,
e adicionados na quarta coluna, e repeticées foram realizadas até a décima segunda
coluna, de onde foram descartados 50 pL apds a homogeneizagcao final; desse
modo, todas as cavidades destinadas as diluicdes sucessivas da amostra continham
50 L.

Apés a preparacao da suspensdo viral contendo 100 TCIDsg ou 50 TCIDsyp,
dependendo da dose infectante utilizada para a VN, foram adicionados 50 pL da
suspensdo celular da terceira até a décima segunda coluna. Na primeira e na
segunda colunas, nao foi adicionada suspenséo viral. Com a adi¢do da suspensao
viral, as diluicdes das amostras passaram a corresponder de 1:10 até 1:5.120,
respectivamente da terceira a décima segunda coluna. As placas entdo foram
incubadas a 37°C durante sessenta minutos, com atmosfera controlada contendo
5% de CO..

A partir do tempo de incubacdo, foram adicionados 50 pL, em todas as

cavidades, de uma suspencao de células MDBK, contendo 300.000 células/mL em
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meio de manutengao, adicionadas de 10% de SFB. Apos essa etapa, a placa foi
incubada novamente em estufa com atmosfera controlada a 5% de CO,, durante 96
horas.

Terminado esse periodo, foi realizada a leitura das placas em microscépio
otico invertido, iniciando a leitura pela coluna destinada ao controle de suspensao
celular; em seguida, o controle de toxicidade e, posteriormente, a leitura das demais
colunas, verificando a presenga ou auséncia de efeito citopatico (ECP).

As amostras foram consideradas sororreagentes quando promoveram
neutralizagdo total de 100 TCIDsg ou 50TCIDsy do BVDV, dependendo da dose
infectante utilizada. Os titulos de anticorpos foram expressos como a reciproca da
maior diluicdo em que foi verificada a neutralizagao viral, e o titulo final foi resultante

da média geométrica (GMT) dos titulos encontrados nas duplicatas.

4.4.5. Controle da TCIDsg para 100 TCID

Para todas as reacdes, foi necessario validar os testes de acordo com a
preconizacao do “Manual of Diagnostic Tests and Vaccines of Terrestrial Animals”
(OIE, 2012), que é entre 30 e 421 TCIDsg. Para calcular as 100 TCIDsy que foram
usadas na reagao de VN, a partir do titulo viral, foi subtraido o logaritmo de 100
TCIDso (2,0).

Foi utilizada para a placa de validagao a mesma diluicdo para as 100 TCIDso.
A partir das 100 TCIDsp, foram definidas as diluicdes 1, 10 e 30 TCIDs5,. Para a
obtencao da diluicdo de 30 TCIDsg, foi diluido 0,6 mL de 100 TCIDsp em 1,4 mL de
meio de manutencao Eagle-MEM, para o preparo de 10 TCIDsp, foi adicionado 0,2
mL da diluigdo de 30 TCIDsp em 1,8 mL de meio de manutencéo e, para o preparo
da diluicdo de 1 TCIDsg, foi diluido 0,2 mL da diluigdo de 10 TCIDsp em 1,8 mL de
meio de manutencao.

Com as diluicbes prontas, foram dispensados 50 pL em uma placa de
microtitulacdo de noventa e seis cavidades das respectivas diluicdes 1, 10, 30 e 100
TCIDsp, cada diluicdo ocupando uma coluna de 8 cavidades. Na mesma placa, foram

destinadas a décima primeira e a décima segunda colunas para o controle de
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suspensao celular. A quinta coluna e a décima eram deixadas como colunas-limite,
sem adicao de tipo algum de reagente.

Ainda na mesma placa, foram realizados os mesmos procedimentos de
titulagcao descritos no item 4.4.3 para confirmagao do titulo viral utilizado, ja que foi
obtido a partir de uma das diluigdes (10" a 10°®).

Na reacéo, o titulo viral utilizado era previamente conhecido; assim, na placa
de retrotitulagdo, apenas 4 diluigdes préoximas ao titulo foram utilizadas para
confirmagao. Foram adicionados 50 uL de cada diluigao viral entre a sexta e a nona
colunas. Apds 1 hora de incubacgao a 37°C, adicionaram-se 50 uL da suspensao
celular contendo 300.000 células/mL em meio de manutengcdo com 10% de SFB em
cada coluna que continha dilui¢gdes virais.

A placa foi mantida durante 96 horas em estufa a 37°C com atmosfera

controlada 5% de CO,. Os resultados da placa de retrotitulacdo validam o teste.
4.4.6. Controle das TCIDs para 50TCID

Foi realizada toda a técnica descrita no item 4.4.5, porém, para calcular as 50
TCIDsp usadas na reacao de VN, a partir do titulo viral, foi subtraido o logaritmo de
50 TCIDsq (1,69).

4.5. Diagnostico diferencial de peste suina classica (PSC)

Devido a relatos em estudos de reagao cruzada entre os diferentes pestivirus,
principalmente entre o BVDV e o da CSFV, em todas as amostras sororreagentes ao
BVDV, foi realizado a pesquisa de anticorpos especificos para a PSC.

Para tentar detectar a presenca de anticorpos anti-PSC, foi aplicado o teste
Enzyme Linked Imunossorbent Assay — ELISA ac’, sendo o teste realizado no

Instituto Biologico (IB/APTA S&o Paulo-SP). Se houvesse amostras sororreagentes a

! PrioCHECK® (CSFV Antibody 2.0 ELISA Kit, strip, Zurique, Suiga).
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PSC, imediatamente o Servico Estadual de Defesa Sanitaria Animal seria

comunicado para adogéo das medidas previstas na legislagédo sanitaria.
4.6. Aplicagao do questionario

Foi aplicado questionario estruturado (Anexo Il) aos proprietarios com o
objetivo de obter informagdes epidemiolégicas do rebanho. Para confeccdo desse
questionario, foram elencados os principais fatores de risco potencialmente
relacionados a presenca de infeccdo por BVDV em rebanhos suinos, sendo eles:
numero total de suinos; presenca de funcionarios que lidam com mais de uma
especie de animal; presenca e quantidade de caprinos, ovinos e bovinos na mesma
propriedade onde ha criagdo de suinos; presenga de caprinos, ovinos e bovinos em
um raio de 3 km do rebanho suino; ocorréncia de problemas reprodutivos
(abortamento, natimortos, mumificagdo, retorno ao cio) no rebanho suino nos ultimos
6 meses; ocorréncia de problemas reprodutivos (abortamento, nascimento de crias
fracas, natimortos, mumificagédo, retorno ao cio) em bovinos, caprinos e ovinos da
propriedade; ocorréncia de problemas reprodutivos (abortamento, nascimento de
crias fracas, natimortos, mumificagdo, retorno ao cio) em suinos e em ruminantes
das propriedades vizinhas; uso de leite de ruminantes ou derivados na alimentacao
dos suinos.

Questionamentos sobre a biosseguridade da propriedade também foram
incluidos. A ocorréncia desses fatores nas propriedades foi preferencialmente
inquirida aos responsaveis pelo manejo dos animais. Os dados obtidos foram

analisados juntamente com os resultados dos testes laboratoriais das amostras.
4.7. Andlise estatistica

Foi feita estatistica descritiva, com a distribuicao de frequéncia e calculo do
intervalo de confiangca das taxas de prevaléncia, usando a metodologia
recomendada por Thrusfield (2010). Para a comparagdo entre as taxas de
prevaléncia nos estados e nos municipios, foi utilizado o teste de x? ou o teste exato

de Fisher. Para verificar se as variaveis estavam associadas a ocorréncia da
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infeccdo, foi feita a analise univariada, com calculo do risco relativo, seus
respectivos intervalos de confianca e teste exato de Fisher. Para o BVDV-1, as
variaveis com valor p menor que 0,2, na analise univariada, foram submetidas a
analise de regressao logistica multivariada. Para investigar a associagdo com a
ocorréncia do BVDV-2, as variaveis com valor p menor que 0,2, na analise
univariada, foram submetidas a analise de regressdo logistica univariada. Em
seguida, as variaveis com valor de p menor que 0,2 na regressao logistica
univariada, foram submetidas a analise de regressao logistica multivariada. Os
calculos foram realizados empregando o software Epi Info 7.

Foi empregado o indice Kappa para avaliar a concordancia entre a ocorréncia
de BVDV-1 e BVDV-2 nos lotes e para avaliar a concordancia entre os testes de VN
para animais sororreagentes ao genotipo 1, gendtipo 2 ou aos dois genatipos.

Para verificar se houve concordancia, nos testes de VN, em relagcdo a dose
infectante utilizada, de um mesmo gendtipo, foram utilizados o indice Kappa e o
teste Binomial.

As médias geométricas (GMT) dos titulos, das diferentes doses infectantes,

utilizadas nos testes de VN, foram comparadas pelo teste de Wilcoxon.
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5. RESULTADOS
5.1. Teste de VN para BVDV-1

Dos 1705 soros avaliados pelo teste de VN, foram detectadas 51 amostras
sororreagentes para o genotipo 1 do BVDV, obtendo-se 3,0% (IC 95%: 2,28% a
3,91%) de positividade para a estirpe Singer (Figura 5).

As porcentagens de animais sororreagentes por propriedade variaram entre
1,18% a 16,67%. Os maiores percentuais foram detectados nos municipios de
Primavera do Leste, estado de Mato Grosso, com 16,67% (5/30) (IC 95%: 7,34% a
33,56%); Laranjeiras do Sul, estado do Parana, com 13,33% (4/30) (IC95%: 1,17% a
25,50%) e Saudades, estado de Santa Catarina, com 6,90% (2/29) (IC95%: 1,91% a

21,96%) (Tabela 2).

BVDV-1 (Singer)

M Positivas

Negativas

Figura 5. Representacéo grafica das porcentagens de amostras de soro sanguineo
de suinos sororreagentes, submetidas ao teste de virusneutralizagao,
para deteccao de anticorpos anti-BVDV-1 (Singer), em relagéo ao total de
1705 amostras coletadas no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014,
Guariba/lpua, SP, 2013/14.
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Tabela 2. Municipios e numero de amostras de soro sanguineo de suinos
sororreagentes no teste de virusneutralizacdo para BVDV-1 (estirpe
Singer), de um total de 1705 amostras coletadas no periodo de agosto
de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

(Continua)
Municipios Reagentes IC 95 (%) Total
N % - N
Goias
Rio Verde' 2 3,28 0,90 a 11,19 61
Rio Verde' 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Mato Grosso do Sul
Campo Grande 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Dourados 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Ponta Pora 0 0 0a11,35 30
Vicentina 0 0 0a7,13 50
Mato Grosso
ltiquira 0 0 0a16,11 20
Primavera do Leste 5 16,67 7,34 a 33,56 30
Parana
Espigao Alto do Iguagu 0 0 0a11,70 29
Laranjeiras do Sul 4 13,33 1,17 a 25,50 30
Siqueira Campos® 3 1,18 0,40 a 3,40 255
Siqueira Campos® 2 1,92 0,53 a 6,74 104

Rio Grande do Sul

Rodeio Bonito 9 9,18 4,91 a 16,54 98

Santa Catarina

Aguas Frias® 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Aguas Frias® 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Aguas Frias® 0 0 0a11,35 30
Concordia 2 1,92 0,53a6,74 104
Chapeco 0 0 0a11,35 30
lomeré 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Nova Erechim 2 6,67 1,85 a 21,32 30
Pinhalzinho* 0 0 0a11,35 30
Pinhalzinho* 2 7,41 2,06 a 23,37 27
Salto Veloso 0 0 0a11,35 30
Saudades® 5 3,91 1,68 a 8,82 128
Saudades® 2 6,90 1,91 a 21,96 29
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Tabela 2: (Continuacgéo)

Municipios Reagentes IC 95 (%) Total
N % - N
Unido do Oeste 1 3,33 0,59 a 16,67 30

Sao Paulo

Colina 2 1,67 0,46 a 5,87 120
Cristais Paulista 0 0 0a12,46 27
Guariba 1 2,04 0,36 a 10,69 49
Ipud 0 0 0a 11,03 31
Jaboticabal® 3 4,69 1,61 a 12,90 64
Jaboticabal® 0 0 0a11,03 31
Monte Alto 0 0 0a12,06 28

Total 51 3 - 1705

123458 Nimeros iguais indicam mesmo municipio de origem, porém propriedades diferentes.

5.2. Teste de VN para BVDV-2

Dos 1705 soros avaliados submetidos ao teste de VN contra a BVDV-2, foram
observadas 40 amostras sororreagentes para o genaétipo 2 do BVDV, com 2,35% (IC
95%: 1,73 a 3,18) de positividade para a estirpe VS 253 (Figura 6).

As porcentagens de animais sororreagentes por propriedade variaram entre
0,78% a 7,41%. Os maiores percentuais de sororreagentes foram detectados nos
municipios de Primavera do Leste, estado de Mato Grosso e Salto Veloso, estado de
Santa Catarina, com 10% (3/30) (IC95%: 3,46% a 25,62%). No municipio de
Pinhalzinho, estado de Santa Catarina, foram detectados 7,41% (2/27) (1C95%:

2,06% a 23,37%) de animais sororreagentes (Tabela 3).
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BVDV-2 (VS 253)

M Positivas

 Negativas

Figura 6. Representagéo grafica das porcentagens de amostras de soro sanguineo
de suinos sororreagentes, submetidas ao teste de virusneutralizagéo,
para deteccao de anticorpos anti-BVDV-2 (VS 253), em relagao ao total
de 1705 amostras coletadas no periodo de agosto de 2013 a junho de
2014, Guaribal/lpua, SP, 2013/14.

Tabela 3. Municipios e numero de amostras de soro sanguineo de suinos
sororreagentes no teste de virusneutralizagdo para BVDV-2 (estirpe VS
253), de um total de 1705 amostras coletadas no periodo de agosto de
2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

(Continua)
Municipios Reagentes IC 95 (%) Total
N % - N
Goias
Rio Verde' 1 1,64 0,29 a 8,72 61
Rio Verde' 0 0 0a11,35 30
Mato Grosso do Sul
Campo Grande 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Dourados 2 6,67 1,85 a 21,32 30
Ponta Pora 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Vicentina 2 4 1,10 a 13,46 50
Mato Grosso
Itiquira 0 0 0a16,11 20

Primavera do Leste 3 10 3,46 a 25,62 30
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Tabela 3: (Continuagao)

Municipios Reagentes IC 95 (%) Total
N % - N
Parana
Espigéo Alto do Iguacu 0 0 0a11,70 29
Laranjeiras do Sul 2 6,67 1,85a 21,32 30
Siqueira Campos® 7 2,75 1,34 a 5,56 255
Siqueira Campos® 1 0,96 0,17 a 5,25 104
Rio Grande do Sul
Rodeio Bonito 2 2,04 0,56 a7,14 98
Santa Catarina
Aguas Frias® 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Aguas Frias® 2 6,67 1,85 a 21,32 30
Aguas Frias® 0 0 0a11,35 30
Concordia 1 0,96 0,17 a 5,25 104
Chapeco 0 0 0a11,35 30
lomeré 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Nova Erechim 0 0 0a11,35 30
Pinhalzinho® 2 6,67 1,85 a 21,32 30
Pinhalzinho® 2 7,41 2,06 a 23,37 27
Salto Veloso 3 10 3,46 a 25,62 30
Saudades® 1 0,78 0,14 a 4,29 128
Saudades® 0 0 0a11,70 29
Unido do Oeste 1 3,33 0,59 a 16,67 30
Sao Paulo
Colina 2 1,67 0,46 a 5,87 120
Cristais Paulista 0 0 0a12,46 27
Guariba 0 0 0a7,27 49
Ipud 2 6,45 1,79 a 20,72 31
Jaboticabal® 0 0 0a5,66 64
Jaboticabal’ 0 0 0a11,03 31
Monte Alto 0 0 0a 12,06 28
Total 40 2,35 - 1705

1.234.5,

® Numeros iguais indicam mesmo municipio de origem, porém propriedades diferentes.
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5.3. Analise dos resultados sorolégicos para os genétipos 1 e 2 de BVDV

Para ambas as estirpes testadas, 63,6% (21/33) (IC95%: 47,22 a 80,05) das
propriedades apresentaram animais sororreagentes ao BVDV (Figura 7).

Considerando as propriedades que apresentaram animais sororreagentes ao
BVDV-1, 71,4% (15/21) (IC 95%: 52,11 a 90,75) reagiram aos genotipos 1 e 2.
Contudo os animais sororreagentes aos genodtipos 1 € 2 ndo foram os mesmos
dentro da mesma propriedade. Apenas 23,8% (5/21) (IC 95%: 5,59 a 42,03) das
propriedades tiveram amostras de animais que reagiram somente contra o genaétipo
1 (Figura 8).

Em relacdo as propriedades que tiveram animais sororreagentes contra o
genotipo, 2, 66,6% (14/21) (IC 95%: 46,50 a 86,83) delas apresentaram animais
sororreagentes tanto ao gendtipo 1 como ao gendtipo 2. Porém, conforme
observado anterioremente, os animais sororreagentes aos genotipos 1 e 2 nao
foram os mesmos dentro da mesma propriedade. Apenas 28,6% (6/21) (IC 95%:
9,25 a 47,89) das propriedades tiveram animais sororreagentes somente contra o
genotipo 2 (Figura 8).

Considerando as animais que foram sororreagentes aos dois gendtipos,
apenas 4,8% (1/21) (IC 95%: 0,85 a 22,67) das propriedades tiveram animais que

reagiram ao genotipo 1 e 2 simultaneamente (Figura 8).
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Figura 7.

Representacao grafica da porcentagem de propriedades com amostras de
soro sanguineo de suinos sororreagentes no teste de VN, contra a estirpe
de BVDV-1 (Singer) e contra a estirpe BVDV-2 (VS 253), em relagdo ao
total de 1705 amostras coletadas no periodo de agosto de 2013 a junho
de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

A analise estatistica revelou uma concordancia sofrivel quando comparada as

propriedades com animais sororreagentes contra o gendtipo 1 e 2, kappa=0,3452 (IC
95%: 0,0041 a 0,6864).
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Figura 8. Representagao grafica da porcentagem de propriedades com amostras de
soro sanguineo de suinos sororreagentes no teste de VN, contra a estirpe
de BVDV-1 (Singer) e contra a estirpe BVDV-2(VS 253), em relagao ao
total das 33 propriedades coletadas no periodo de agosto de 2013 a junho
de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

5.4. Reagao cruzada entre BVDV-1 e 2

Dos 1705 soros analisados, somente 0,1% (2/1705) apresentou reatividade
cruzada ao BVDV-1 e ao BVDV-2. Os titulos de anticorpos neutralizantes detectados
nos soros com reatividade cruzada foram iguais, ndo sendo possivel fazer a

diferenciacao pelo teste de VN (Tabela 4).

Tabela 4. Comparacgao das reacdes de VN ao BVDV-1 e ao BVDV-2 realizadas em
amostras de soro sanguineo de suinos abatidos no periodo de agosto de
2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

BVDV-1 (Singer)

Reagentes Nao reagentes Total

BVDV-2 Reagentes 2 (0,1%) 38 (2,2%) 40 (2,35%)
(VS 253) Nao Reagentes 49 (2,9%) 1616 (94,8%) 1665 (97,65%)
Total 51(3,0%) 1654 (97,0%) 1705 (100%)
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A analise estatistica revelou uma concordancia fraca em relacdo as amostras
sororreagentes ao BVDV-1 e ao BVDV-2, kappa= 0,0181 (IC 95%: -0,029 a 0,0652).

5.5. Prevaléncia de BVDV conforme os estados de origem dos animais

De acordo com a tabela, verifica-se que o maior percentual de animais
sororreagentes ao BVDV-1 foi respectivamente nos estados de Mato Grosso, com
10% (5/50); Rio Grande do Sul com 9,18% (9/98) e Goias com 3,29% (3/91) de

amostras sororreagentes (Tabela 5, Figura 9).

Tabela 5. Frequéncia (%) e numero de amostras de soro sanguineo de suinos
sororreagentes ao BVDV-1 (Singer) pelo teste de virusneutralizagao de
acordo com estado de origem, Guariba/lpuéa, SP, 2013/14.

Estado Total Reagentes IC (95%) (%)
Goias 91 3 1,13a9,25 3,29%°
Mato Grosso do Sul 140 2 0,39 a 5,06 1,432
Mato Grosso 50 5 4,34 a 21,36 10,00°
Parana 418 9 1,14 a 4,04 2,15°
Rio Grande do Sul 98 9 3,47 a 14,90 9,18°
Santa Catarina 558 17 1,91 a 4,82 3,05°
Séo Paulo 350 6 0,79 a 3,69 1,712

Total 1705 51 - -

2P |etras iguais na mesma coluna n&o diferem entre si pelo teste de X°.
IC: intervalo de confianga.
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Figura 9. Representacao grafica das porcentagens de amostras de soro sanguineo
de suinos sororreagentes, submetidas ao teste de VN para deteccdo de
anticorpos anti-BVDV-1 (Singer), de acordo com os estados de origem
das 1705 amostras coletadas no periodo de agosto de 2013 a junho de
2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Apos andlise pelo teste X2, concluiu-se que existe diferenca significativa entre
as prevaléncias nos estados. Observou-se que a taxa do estado de Mato Grosso do
Sul difere da de Mato Grosso, p=0,01446, RR=7,00 e (IC 95%: 1,40-34,94); a de
Mato Grosso do Sul difere da do Rio Grande do Sul, p=0,00878, RR= 6,42 e (IC
95%: 1,42-29,11); a de Mato Grosso difere da do Parana, p=0,01086, RR= 4,64 e
(IC 95%:1,62-13,31); a de Mato Grosso difere da de Santa Catarina, p=0,02767,
RR=3,28 e (IC 95%: 1,26-8,52); a de Mato Grosso difere da de Sao Paulo,
p=0,00647, RR=5,83 e (IC 95%: 1,85-18,41); a do Parana difere da do Rio Grande
do Sul, p=0,00244, RR=4,26 e (IC 95%: 1,74-10,46); a do Rio Grande do Sul difere
da de Santa Catarina, p= 0,00890, RR= 3,01 e (IC 95%: 1,38-6,57) e a do Rio
Grande do Sul difere da de Sao Paulo, p=0,00127, RR=5,35 e (IC 95%: 1,95-14,69).

De acordo com a Tabela 6, verifica-se que o maior percentual de animais
sororreagentes ao BVDV-2 foi encontrado respectivamente nos estados de Mato
Grosso, com 6,0% (3/50); Mato Grosso do Sul com 4,29% (6/140) e Santa Catarina

com 2,51% (14/558) de amostras sororreagentes.
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Tabela 6. Frequéncia (%) e numero de amostras de soro sanguineo de suinos
sororreagentes ao BVDV-2 (VS 253) pelo teste de virusneutralizagédo de
acordo com estado de origem, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Estado Total Reagentes IC (95%) (%)
Goias 91 1 0,19 a 5,97 1,10°
Mato Grosso do Sul 140 6 1,98 a 9,03 4,29°
Mato Grosso 50 3 2,06 a 16,22 6,0°
Parana 418 10 1,30 a 4,35 2,42

Rio Grande do Sul 98 2 0,56a7,14 2,02
Santa Catarina 558 14 1,50a4,17 2,512
Séo Paulo 350 4 0,45a2,90 1,148

Total 1705 40 - -

% letras iguais na mesma coluna nao diferem entre si pelo teste de Exato de Fisher.
IC: intervalo de confiancga
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A frequéncia de animais sororreagentes para o BVDV-2 por estado de origem
variou de 1,10% (estado de Goias) a 6,0% (estado de Mato Grosso) (Figura 10).

W Goias

Mato Grosso do Sul

W Mato Grosso

W Paranad

Rio Grande do Sul

% sororreagentes
w

M Santa Catarina

Sdo Paulo
1.14%

BVDV-2 (VS 253)
Estirpe viral

Figura 10. Representacao grafica das porcentagens de amostras de soro sanguineo
de suinos sororreagentes, submetidas ao teste de VN para deteccéo de
anticorpos anti-BVDV-2 (VS 253), de acordo com os estados de origem
das 1705 amostras coletadas no periodo de agosto de 2013 a junho de
2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Nao se observou diferenga significativa entre os estados de origem e a

prevaléncia de anticorpos contra BVDV-2 de acordo com teste exato de Fisher.

5.6. Resultados dos titulos encontrados

Conforme esperado, foram observadas variagcdes nos titulos das amostras
dentro da mesma propriedade, sendo o maior titulo encontrado de 80. As maiores
amplitudes encontradas nos titulos ocorreram nos animais dos municipios de Rodeio
Bonito/RS, com variagdo de 10 a 40; Concoérdia/SC, com variacdo de 20 a 80;
Jaboticabal/SP, com variacédo de 10 a 40; Dourados/MS, com titulo de 40 e Unido do
Oeste/SC, com titulo de 80 (Tabela 7).
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Tabela 7. Numero de amostras de soro sanguineo de suinos sororreagentes e as
variagdes dos titulos de anticorpos no teste de VN contra o BVDV-1
(Singer), em amostras coletadas no periodo de agosto de 2013 a junho de
2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

BVDV-1 (Singer)

Propriedade Municipio/estado N° total de Reagentes/n® Variagao
animais/ total suinos dos titulos
propriedade de
anticorpos
1 Siqueira Campos/PR' 255 3/255 10 a 20
2 Rodeio Bonito/RS 98 9/98 10 2 40
3 Siqueira Campos/PR' 104 2/104 10
4 Guariba/SP 49 1/49 20
S Cristais Paulista/SP 27 0/27 0
6 Colina/SP 120 2/120 10
7 Concordia/SC 104 2/104 20a 80
8 Rio Verde/GO? 61 2/61 10
9 Jaboticabal/SP® 64 3/64 10 a 40
10 Jaboticabal/SP® 31 0/31 0
" Saudades/SC* 128 5/128 10 a 20
12 Vicentina/MS 50 0/50 0
13 Laranjeiras do Sul/PR 30 4/30 10 a 20
14 Campo Grande/MS 30 1/30 20
15 Nova Erechim/SC 30 2/30 10 a 20
16 Aguas Frias/SC® 30 1/30 20
17 Ipua/SP 31 0/31 0
18 Dourados/MS 30 1130 40
19 lomeré/SC 30 1/30 10
20 Aguas Frias/SC® 30 1/30 20
21 Primavera do Leste/MT 30 5/30 10a20
22 Pinhalzinho/SC® 30 0/30 0
23 Uni&o do Oeste/SC 30 1/30 80
24 Salto Veloso/SC 30 0/30 0
25 Rio Verde/GO? 30 1/30 10
26 Pinhalzinho/SC® 27 2/27 20
27 Espigéo Alto do 29 0/29
Iguacu/PR 0
28 Saudades/SC* 29 2/29 20
29 Chapeco/SC 30 0/30 0
30 Ponta Pora/MS 30 0/30 0
31 Monte Alto/SP 28 0/28 0
32 Aguas Frias/SC® 30 0/30 0
33 Itiquira/MT 20 0/20 0

1234506

Numeros iguais indicam mesmo municipio de origem, porém propriedades diferentes.
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Para o BVDV-2, também ocorreu variacdo dos titulos em amostras obtidas
dentro da mesma propriedade. As maiores amplitudes encontradas nos titulos
ocorreram em animais dos municipios de Rodeio Bonito/RS, com variacdo de 10 a
40; Dourados/MS, com variagao de 10 a 40; Salto Veloso/SC, com variagao de 20 a
80 e Ponta Pord/MS, com titulo de 40 (Tabela 8).
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Tabela 8. Numero de amostras de soro sanguineo de suinos sororreagentes, e a

variagédo dos titulos de anticorpos no teste de VN contra o BVDV-2 (VS
253), em amostras coletadas no periodo de agosto de 2013 a junho de
2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

BVDV-2 (VS 253)

Rebanho Municipio/estado N° total de Reagentes/n®  Variagdo dos
animais/ lote total suinos titulos de
anticorpos

1 Siqueira Campos/PR' 255 71255 10 a 20
2 Rodeio Bonito/RS 98 2/98 10 2 40
3 Siqueira Campos/PR’ 104 1/104 20
4 Guariba/SP 49 0/49 0
S Cristais Paulista/SP 27 0/27 0
6 Colina/SP 120 2/120 10
7 Concordia/SC 104 1/104 10
8 Rio Verde/GO? 61 1/61 20
9 Jaboticabal/SP® 64 0/64 0
10 Jaboticabal/SP* 31 0/31 0
" Saudades/SC* 128 1/128 20
12 Vicentina/MS 50 2/50 10 a 20
13 Laranjeiras do Sul/PR 30 2/30 10 a 20
14 Campo Grande/MS 30 1/30 20
15 Nova Erechim/SC 30 0/30 0
16 Aguas Frias/SC® 30 1/30 10
17 Ipua/SP 31 2/31 10
18 Dourados/MS 30 2/30 10 a 40
19 lomeré&/SC 30 1/30 10
20 Aguas Frias/SC® 30 2/30 10
21 Primavera do Leste/MT 30 3/30 10 a 20
22 Pinhalzinho/SC® 30 2/30 10 a 20
23 Unizo do Oeste/SC 30 1/30 10
24 Salto Veloso/SC 30 3/30 20 a 80
25 Rio Verde/GO? 30 0/30 0
26 Pinhalzinho/SC® 27 2127 10
27 Espig&o Alto do 29 0/29

Iguagu/PR 0
28 Saudades/SC* 29 0/29 0
29 Chapecd/SC 30 0/30 0
30 Ponta Pora/MS 30 1/30 40
31 Monte Alto/SP 28 0/28 0
32 Aguas Frias/SC® 30 0/30 0
33 ltiquira/MT 20 0/20 0

123,456

Numeros iguais indicam mesmo municipio de origem, porém propriedades diferentes.
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5.7. Comparacao dos titulos de anticorpos obtidos na VN frente a 100 TCID5, ou
50 TCIDs

Para o gendtipo 1, as GMT dos titulos de anticorpos foram maiores quando
submetidas ao teste com 100 TCIDsy, comparadas com 50 TCIDsp; dessa forma, a
tendéncia dos titulos de anticorpos com 100 TCIDsg foi maior. Foi verificado que a
mediana dos titulos virais testada com 100 TCIDs, foi de 14; ja para 50 TCIDs, a

mediana dos titulos virais foi de 10 (Figura 11).
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Figura 11. Representacao grafica da variagdo das médias geométricas dos titulos
contra BVDV-1 (Singer) encontrados em 51 amostras de soro sanguineo
de suinos sororreagentes, quando submetidos ao teste de VN com 100
TCIDsp e 50 TCIDsp, em relagao ao total des 1705 amostras coletadas no
periodo de agosto de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Quando se analisaram os dados dicotdbmicos em relagado aos testes de VN
com 100 e 50 TCIDso para BVDV-1, foi encontrada uma concordancia muito boa pelo
indice kappa 0,978 (IC: 0,7722 a 1,183) e teste binomial: p= 1, mostrando que as
diferentes doses infectantes utilizadas n&o diferem significativamente em relagéo a

deteccdo de amostras sororreagentes. Contudo, considerando a GMT dos titulos
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encontrados nos diferentes testes, observou-se que ha diferenca significativa entre
os titulos, de acordo com a dose utilizada, segundo o teste de Wilcoxon (V = 394.5,
p-value= 0.0007302).

Para o gendtipo 2, as GMT dos titulos de anticorpos foram maiores quando
submetidas ao teste com 50 TCIDsg comparadas com 100 TCIDsp; desse modo, a
tendéncia dos titulos de anticorpos com 50 TCIDsy foi maior. Foi verificado que a
mediana dos titulos virais testada com 100 TCIDsp foi de 10; ja com 50 TCIDsp, a

mediana dos titulos virais foi de 20 (Figura 12).
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Figura 12. Representacédo grafica da variagdo das médias geométricas dos titulos
contra BVDV-2 (VS 253) encontrados em 40 amostras de soro sanguineo
de suinos sororreagentes, quando submetidos ao teste de VN com 100
TCIDsp € 50 TCIDsg, em relagcao ao total des 1705 amostras coletadas no
periodo de agosto de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Ao serem analisados os dados dicotdmicos em relagao aos testes de VN com
100 e 50 TCIDsy para BVDV-2, foi encontrada uma concordancia muito boa pelo
indice kappa 0,8468 (0,6437 a 1,0498) e teste binomial p= 0,01563, mostrando que
as diferentes doses infectantes utilizadas ndo diferem significativamente quanto a

deteccdo de amostras sororreagentes. Contudo, considerando a GMT dos titulos
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encontrados nos diferentes testes, observou-se que ha diferenca significativa entre
os titulos, de acordo com a dose utilizada, segundo teste de Wilcoxon (V = 13, p-
value = 8.5 x 10 (0,00008567).

5.8. Analise dos fatores de risco
5.8.1. BVDV-1

Para todas as 33 propriedades coletadas, foi realizado contato com os
Servigos de Defesa Sanitaria Animal, das respectivas Unidades Federativas e, com
prévia autorizagao, conseguiu-se aplicar um questionario de carater epidemiologico

estruturado para cada propriedade (Tabela 9).
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Tabela 9. Analise univariada dos fatores de risco para a presenca de anticorpos
contra o BVDV-1, no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014,

Guariba/lpua, SP, 2013/14.

VARIAVEIS RR IC (95%) p

Possui ruminantes 2,7586 0,4965 a 15,3269 0,125
Criacao de bovinos leiteiros 5,3846 0,8666 a 33,4592 0,0047*
Aquisicédo de bovinos nos ultimos 6 meses 1,6923 1,0308 a 2,7784 0,067*
Aquisicio de caprinos/ovinos ultimos 6 meses 0,0 - 1,0
Aquisi¢éo de suinos nos ultimos 6 meses 0,8 0,4793 a 1,3354 0,6776
Bovinos em propriedades vizinhas (3,5km) 1,3913 0,7075 a 2,7358 0,4334
Caprinos/ovinos em propriedades vizinhas (3,5km) 1,25 0,7489 a 2,0865 0,6776
Problemas reprodutivos nos suinos (6 meses) 0,7353 0,3497 a 1,5462 0,4196
Problemas reprodutivos bovinos/caprinos/ovinos 1,5625 1,0112 a 2,4143 0,2062
Problemas reprodutivos propriedades vizinhas 1,6 1,2234 a 2,0926 1,0
Leite cru ou derivado alimentagao dos suinos 19,4444 -14,1235 a 53,0124 0,4293
Quem trata os suinos também trata os ruminantes 1,2308 0,7451 a 2,033 0,7026
Bovinos s&o vacinados para BVD 1,2338 0,7433 a 2,0479 0,4861
Os suinos sao vacinados 2,0 0,3957 a 10,1083 0,5381
Aplica conceitos de biosseguranca 1,3103 0,4749 a 3,6155 0,61
Possui cerca ao redor da granja 2,7586 0,4965 a 15,3269 0,125
Possui cinturdo verde 0,9766 0,5296 a 1,8009 1,0
Funcionarios tomam banho antes do trabalho 1,0667 0,6116 a 1,8605 1,0
Caminhdes de fora entram na propriedade 1,3333 0,5736 a 3,0992 0,6434
Caminhdes que transporta suinos/racao 1,4063 0,8743 a 2,2619 0,3792
Caminhdes ndo sdo lavados e desinfetados 0,9375 0,5375 a 1,6352 1,0
Existe veiculo de transporte interno na granja 1,4154 0,8812 a 2,2733 0,2593
Ha livro de registro de visitas 1,7059 1,2565 a 2,3161 0,2713
Distancia da rodovia da granja é > que 500 metros 0,9375 0,5375 a 1,6352 1,0
Distancia rebanho suinos/abatedouro é > 3,5km 0,6786 0,3766 a 1,2226 0,2728
Lava e desinfeta instalacdes 2,0 0,3957 a 10,1083 0,5381
Tem quarentenario 0,9467 0,5535a 1,61194 1,0
Embarcadouro/desembarcadouro junto a cerca 0,7632 0,2766 a 2,1057 0,61
Manejo todos dentro/todos fora 1,0909 0,6527 a 1,8234 1,0
Desinfeccdo de materiais e equipamentos 1,8571 1,3010 a 2,6509 0,0319*
Ratos sao vistos de dia 0,9659 0,576 a 1,6199 1,0
Ratos sao vistos de noite 0,9444 0,5003 a 1,783 1,0
Presenca de caes e gatos na granja 0,8276 0,4393 a 1,559 1,0
Tém muitas moscas 1,0353 0,6173 a 1,7362 1,0
Visitantes ndo respeitam vazio sanitario de 72 horas 0,92 0,5112 a 1,6556 1,0

IC: intervalo de confianga; RR: risco relativo; p: teste exato de Fisher

* Variaveis consideradas para a analise de regresséo logistica

Nas variaveis, criagao de bovinos leiteiros, aquisi¢ao de bovinos nos ultimos 6

meses € possuir sistema de desinfecgdo para

introducdo de materiais e

equipamentos na granja, consideradas como possiveis fatores de risco de infec¢ao

por BVDV-1, foi aplicada a anélise de regressao logistica multivariada, e nao foi

identificada associacdo entre os fatores analisados e o risco de infeccéao,

considerando que 3 variaveis, obtiveram valores de p>0,05 (Tabela 10).
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Tabela 10. Resultado da analise de regressdo logistica multivariada obtida com
modelo incluindo as variaveis associadas com a infecgdo (com p<0,2 na
analise univariada) por BVDV-1 (Singer) em amostras de soro sanguineo
de suinos abatidos no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014,
Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Variavel Odds ratio Intervalo de confianca P
(OR) 95% da OR
Bovinos leiteiros 6,0000 0,4778 a 75,3438 0,1652
Aquisicao de bovinos 4,5000 0,5701 a 35,5187 0,1536
Sistema desinfecgdao materiais 1192945,3339 0,0000 a >1.0" 0,9607
5.8.2. BVDV-2

Todas as variaveis foram confrontadas com a ocorréncia ou nado de animais
sororreagentes ao BVDV-2. Foi realizada uma analise univariada dos dados, para
identificacdo de possiveis fatores de risco com significancia quanto a ocorréncia da
infeccdo. As variaveis com valor de p<0,2 foram identificadas como possivelmente
associadas ao risco da infeccao: “aquisicdo de bovinos nos ultimos 6 meses”
(p=0,0672); “aplicacdo de conceitos de biosseguranga” (p=0,0121); “caminhdes nao
sdo lavados e desinfetados” (p=0,0046) e “visitantes n&o respeitam vazio sanitario
de 72” (p=0,1142) (Tabela 11).
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Tabela 11. Anadlise univariada dos fatores de risco para a presenca de anticorpos
contra o BVDV-2, no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014,
Guariba/lpua, SP, 2013/14.

VARIAVEIS RR IC (95%) p

Possui ruminantes 0,8276 0,4393 a 1,559 1,0
Criacao de bovinos leiteiros 1,1442 0,5683 a 2,3039 0,6856
Aquisicédo de bovinos nos ultimos 6 meses 1,6923 1,0308 a 2,7784 0,0672*
Aquisicio de caprinos/ovinos ultimos 6 meses 0,0 - 1,0
Aquisi¢éo de suinos nos ultimos 6 meses 1,36 0,6467 a 2,8599 0,4196
Bovinos em propriedades vizinhas (3,5km) 1,087 0,604 a 1,956 1,0
Caprinos/ovinos em propriedades vizinhas (3,5km) 0,7353 0,3497 a 1,5462 0,4196
Problemas reprodutivos nos suinos (6 meses) 0,7353 0,3497 a 1,5462 0,4196
Problemas reprodutivos bovinos/caprinos/ovinos 1,5625 1,0112 a 2,4143 0,2062
Problemas reprodutivos propriedades vizinhas 1,6 1,2234 a 2,0926 1,0
Leite cru ou derivado alimentagao dos suinos 1,3333 0,82 22,1679 0,4293
Quem trata os suinos também trata os ruminantes 1,2308 0,7451 a 2,033 0,7026
Bovinos s&o vacinados para BVD 1,2338 0,7433 a 2,0479 0,4861
Os suinos sao vacinados 2,0 0,3957 a 10,1083 0,5381
Aplica conceitos de biosseguranca 0,00 - 0,0121*
Possui cerca ao redor da granja 1,3103 0,4749 a 3,6155 0,61
Possui cinturdo verde 0,9766 0,5296 a 1,8009 1,0
Funcionarios tomam banho antes do trabalho 1,0667 0,6166 a 1,8605 1,0
Caminhdes de fora entram na propriedade 1,3333 0,5736 a 3,0992 0,6334
Caminhdes que transporta suinos/racao 1,0588 0,5608 a 1,999 1,0
Caminhdes ndo sdo lavados e desinfetados 3,5625 1,0316 a 12,3031 0,0046*
Existe veiculo de transporte interno na granja 1,4154 0,8812 a 2,2733 0,2593
Ha livro de registro de visitas 1,7059 1,2565 a 2,3161 0,2713
Distancia da rodovia da granja é > que 500 metros 1,2 0,6269 a 2,2969 0,6905
Distancia rebanho suinos/abatedouro é > 3,5km 0,8352 0,4833 a 1,4431 0,7157
Lava e desinfeta instalacdes 2,0 0,3957 a 10,1083 0,5381
Tem quarentenario 0,9467 0,5535 a 1,6194 1,0
Embarcadouro/desembarcadouro junto a cerca 0,7632 0,2766 a 2,1057 0,61
Manejo todos dentro/todos fora 1,32 0,7897 a 2,2063 0,4688
Desinfeccao de materiais e equipamentos 1,4857 0,9502 a 2,3231 0,2233
Ratos sao vistos de dia 0,7969 0,469 a 1,3538 0,4813
Ratos sao vistos de noite 1,3333 0,5736 a 3,0992 0,6434
Presenca de caes e gatos na granja 1,3103 0,4749 a 3,6155 0,61
Tém muitas moscas 1,2549 0,7386 a 2,132 0,4813
Visitantes ndo respeitam vazio sanitario de 72 horas 0,5412 0,2439 a 1,2008 0,1142*

IC: intervalo de confianga; RR: risco relativo; p: teste exato de Fisher
* Variaveis consideradas para a analise de regresséo logistica

Para as 4 variaveis, consideradas como possiveis fatores de risco de infecgéo
por BVDV-2, foi aplicada a analise de regresséo logistica univariada. O resultado
demonstrou que a aplicagdo de conceitos de biossegurancga, ndo tem associagao

com o risco de infeccao (p=9693) (Tabela 12).
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Tabela 12. Resultado da analise de regressao logistica univariada obtida com modelo
incluindo as variaveis associadas com a infecgdo (com p<0,2 na analise
univariada) por BVDV-2 (VS 253) em amostras de soro sanguineo de
suinos abatidos no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014,
Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Variavel Odds ratio (OR) Intervalo de P
confianca 95% da
OR
Aquisicao bovinos 5,5 0,9625a 31,4298 0,0552
Biosseguranca 4522915,3856 0,0000 a>1.0E12  0,9693
Caminhées nao sao lavados e 13,3 2,0814 a 84,9857 0,0062
desinfetados

Visitantes nao respeitam vazio 0,2353 0,0489 a 1,1316 0,0710

sanitario72 horas

As variaveis “aquisicao de bovinos nos ultimos 6 meses”, “caminhdes néo sao
lavados e desinfetados” e “visitantes nado respeitam vazio sanitario de 72 horas”
tiveram valores de p< 0,2, sendo consideradas como possiveis fatores de risco de
infeccdo por BVDV-2. Foi realizada uma nova analise de regressédo logistica
multivariada, considerando as 3 variaveis.

Os resultados mostraram que apenas as variaveis “caminhdes nao sao
lavados e desinfetados” (p=0,0077) e “visitantes ndo respeitam vazio sanitario de 72
horas” (p=0,0491) foram associadas a possivel ocorréncia da infeccédo por BVDV-2

em suinos (Tabela 13).

Tabela 13. Resultado da analise de regressao logistica multivariada obtida com
modelo incluindo as variaveis associadas com a infecgdo (com p<0,2
na analise de regressao logistica univariada) por BVDV-2 (VS 253) em
amostras de soro sanguineo de suinos abatidos no periodo de agosto
de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP, 2013/14.

Variavel Odds ratio  Intervalo de confianga P
(OR) 95% da OR
Aquisicao de bovinos 3,3115 0,2881 a 38,0650 0,3365
Caminhoes nao sao lavados e 30,9151 2,4739 a 386,3263 0,0077
desinfetados
Visitantes nao respeitam vazio 0,0881 0,0078 a 0,9901 0,0491

sanitario de 72 horas
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5.9. Efeito citopatico do BVDV-1 (estipe Singer) e do BVDV-2 (estirpe VS 253)

Nas reagcbes de VN, foram encontradas caracteristicas préoprias do efeito

citopatico do BVDV-1 (estirpe Singer) (Figuras 13).

Figura 13. Foto de micrografia eletrébnica do efeito citopatico do BVDV-1 (estirpe
Singer) em células MDBK. A: Controle negativo (aumento 40x) tapete
celular integro. B: Sem efeito citopatico. Neutralizacdo positiva para
BVDV-1 (aumento 40x). C e D: Efeito citopatico (aumento 40x).
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E caracteristicas proprias do efeito citopatico do BVDV-2 (estirpe VS 253)
(Figura 14).

Figura 14. Foto de micrografia eletronica do efeito citopatico do BVDV-2 (estirpe VS
253) em células MDBK. A: Sem efeito citopatico. Neutralizagao positiva
para BVDV-2 (aumento 40x). B: Efeito citopatico (aumento 40x).
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6. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DE PESTE SUINA CLASSICA (PSC)

As 51 amostras sororreagentes no teste de VN ao BVDV-1 foram
submetidas a pesquisa de anticorpos especificos contra PSC utilizando um kit
comercial de ELISA. Em todas as amostras, obteve-se porcentagem de inibi¢cao (pi)

<40%, o que as classificou como negativas para anticorpos anti-PSC (Tabela 14).

Tabela 14. Porcentagem de inibicdo obtida no ensaio imunoenzimatico para
deteccdo de anticorpos contra o virus da PSC, em amostras
sororreagentes no teste de virusneutralizagdo para anticorpos contra
BVDV-1 (Singer), em amostras de soro sanguineo de suinos abatidos
no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP,

2013/14.
(Continua)
N° da Amostra Origem DO450 pi (%) Resultado Final
1 Siqueira Campos/PR 1.089 -0.64 Negativo
2 Siqueira Campos/PR 1.084 -0.18 Negativo
3 Siqueira Campos/PR 1.202 -11.09 Negativo
4 Rodeio Bonito/RS 1.124 -0.38 Negativo
5 Rodeio Bonito/RS 1.148 6.09 Negativo
6 Rodeio Bonito/RS 1.027 5.08 Negativo
7 Rodeio Bonito/RS 1.087 -0.46 Negativo
8 Rodeio Bonito/RS 1.126 -4.06 Negativo
9 Rodeio Bonito/RS 1.076 0.55 Negativo
10 Rodeio Bonito/RS 1.121 -0.36 Negativo
11 Rodeio Bonito/RS 1.094 -1.10 Negativo
12 Rodeio Bonito/RS 1.129 -4.34 Negativo
13 Siqueira Campos/PR 1.088 -0.55 Negativo
14 Siqueira Campos/PR 0.998 7.76 Negativo
15 Guariba/SP 1.027 5.08 Negativo
16 Colina/SP 1.045 3.41 Negativo
17 Colina/SP 1.096 -1.29 Negativo
18 Concoérdia/SC 0.996 7.94 Negativo
19 Concoérdia/SC 1.050 2.95 Negativo
20 Rio Verde/GO 1.035 4.34 Negativo
21 Rio Verde/GO 1.002 -0.55 Negativo
22 Jaboticabal/SP 1.004 7.20 Negativo
23 Jaboticabal/SP 1.069 1.20 Negativo
24 Jaboticabal/SP 1.089 -0.64 Negativo
25 Saudades/SC 1.043 3.60 Negativo
26 Saudades/SC 1.136 -4.99 Negativo
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Tabela 14: (Continuagao)

N° da Amostra Origem DO450 pi (%) Resultado Final
27 Saudades/SC 1.078 0.36 Negativo
28 Saudades/SC 1.051 2.86 Negativo
29 Saudades/SC 1.070 1.10 Negativo
30 Laranjeiras do Sul/PR 0.973 10.07 Negativo
31 Laranjeiras do Sul/PR 1.077 0.46 Negativo
32 Laranjeiras do Sul/PR 1.130 -4.43 Negativo
33 Laranjeiras do Sul/PR 1.157 -6.93 Negativo
34 Campo Grande/MS 1.101 -1.75 Negativo
35 Nova Erechim/SC 1.358 0.25 Negativo
36 Nova Erechim/SC 1.354 0.55 Negativo
37 Aguas Frias/SC 1.372 -0.77 Negativo
38 Dourados/MS 1.314 3.48 Negativo
39 lomeré/SC 1.308 3.92 Negativo
40 Aguas Frias/SC 1.356 0.40 Negativo
41 Primavera do Leste/MT 1.350 8.84 Negativo
42 Primavera do Leste/MT 1.328 2.46 Negativo
43 Primavera do Leste/MT 1.371 -0.69 Negativo
44 Primavera do Leste/MT 1.393 -2.31 Negativo
45 Primavera do Leste/MT 1.396 -2.53 Negativo
46 Uni&do do Oeste/SC 1.376 -1.13 Negativo
47 Rio Verde/GO 1.352 0.69 Negativo
48 Pinhalzinho/SP 1.262 7.03 Negativo
49 Pinhalzinho/SP 1.242 8.77 Negativo
50 Saudades/SC 1.324 2.75 Negativo
51 Saudades/SC 1.294 4.95 Negativo

Total: 51 - - - -

DO450: Densidade 6tica 450; pi: porcentagem de inibicao.

As 40 amostras sororreagentes na VN para BVDV-2 também foram
submetidas a pesquisa de anticorpos especificos para PSC utilizando um kit
comercial de ELISA. Em todas as amostras, obteve-se pi <40%. O que significa que

s&o negativas para anticorpos anti-PSC (Tabela 15).
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Tabela 15. Porcentagem de inibicdo obtidas no ensaio imunoenzimatico para
deteccdo de anticorpos contra o virus da PSC, em amostras
sororreagentes no teste de virusneutralizagdo para anticorpos contra
BVDV-2 (VS 253), em amostras de soro sanguineo de suinos abatidos
no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014, Guariba/lpua, SP,

2013/14.

N° da Amostra Origem DO450 pi (%) Resultado Final
1 Siqueira Campos/PR 0.980 7.28 Negativo
2 Siqueira Campos/PR 0.941 10.97 Negativo
3 Siqueira Campos/PR 1.043 1.32 Negativo
4 Siqueira Campos/PR 0.956 9.55 Negativo
5 Siqueira Campos/PR 0.981 7.19 Negativo
6 Siqueira Campos/PR 1.025 3.02 Negativo
7 Siqueira Campos/PR 0.966 8.60 Negativo
8 Rodeio Bonito/RS 0.952 9.93 Negativo
9 Rodeio Bonito/RS 0.968 8.42 Negativo
10 Siqueira Campos/PR 0.898 15.04 Negativo
11 Colina/SP 0.968 8.42 Negativo
12 Colina/SP 1.003 5.10 Negativo
13 Concordia/SC 0.989 6.43 Negativo
14 Rio Verde/GO 0.944 10.69 Negativo
15 Saudades/SC 0.978 7.47 Negativo
16 Vicentina/MS 0.916 13.33 Negativo
17 Vicentina/MS 0.813 23.08 Negativo
18 Laranjeiras do Sul/PR 0.875 17.21 Negativo
19 Laranjeiras do Sul/PR 0.967 8.51 Negativo
20 Campo Grande/MS 0.983 7.00 Negativo
21 Aguas Frias/SC 0.948 10.31 Negativo
22 Ipua/SP 0.971 8.13 Negativo
23 Ipua/SP 0.949 10.21 Negativo
24 Dourados/MS 0.819 22.51 Negativo
25 Dourados/MS 0.884 16.36 Negativo
26 lomeré/SC 0.945 10.59 Negativo
27 Aguas Frias/SC 0.965 8.70 Negativo
28 Aguas Frias/SC 0.942 10.87 Negativo
29 Primavera do Leste/MT 0.933 11.73 Negativo
30 Pinhalzinho/SP 0.840 20.52 Negativo
31 Pinhalzinho/SP 0.937 11.35 Negativo
32 Uni&do do Oeste/SC 0.960 9.17 Negativo
33 Salto Veloso/SC 0.882 16.55 Negativo
34 Salto Veloso/SC 0.956 9.55 Negativo
35 Salto Veloso/SC 0.889 15.89 Negativo
36 Pinhalzinho/SP 0.828 21.66 Negativo
37 Pinhalzinho/SP 0.853 19.29 Negativo
38 Ponta Pora/MS 0.936 11.44 Negativo
39 Primavera do Leste/MT 0.995 5.86 Negativo

40 Primavera do Leste/MT 0.922 12.77 Negativo

Total: 40 - - - -
DO0450: Densidade o6tica 450; pi: porcentagem de inibi¢ao.
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7. DISCUSSAO

A prevaléncia de 5,34% (91/1705) de amostras sororreagentes de suinos ao
BVDV 1 e 2 no teste de VN detectado neste estudo foi baixa, como encontrado em
estudos de outros paises (HOLM JENSEN, 1985; LOKEN et al., 1991; GRAHAM et
al, 2001; LOEFFEN et al., 2009) .

A baixa prevaléncia de anticorpos contra BVDV pode estar associada a
populacdo estudada. Considerando que os animais eram provenientes de criagao
intensiva de suinos que adotava medidas de biosseguridade, e este procedimento
pode reduzir ou eliminar a presenga de alguns agentes infecciosos. Loeffen et al.
(2009) e O’Sullivan et al. (2011) atribuiram a baixa prevaléncia de BVDV em
rebanhos suinos nas regides que estudaram a alta especializagao da agropecuaria,
em que o contato interespécies foi reduzido com a opg¢do de uma unica criagcao
zootécnica na propriedade.

Os dados encontrados em estudos realizados em outros paises corroboram
os resultados desta pesquisa pelo fato de a prevaléncia ser baixa. Loeffen et al.
(2009) avaliaram 6020 amostras de soro obtidas de 616 granjas de reprodutores e
1890 amostras de soro de 189 granjas de terminagdo para determinar a
soroprevaléncia de BVDV-1 por meio do ELISA. O estudo constatou uma
prevaléncia nas granjas de terminagao de 0,42% nos suinos e 3,2% para rebanho e,
para categoria de porcas, foi de 2,5% para as porcas e 11% em rebanhos. O
presente estudo demonstrou uma diferenga aproximadamente seis vezes superior
na prevaléncia de amostras sororreagentes em animais de terminagédo (3,0%)
quando comparado com os resultados do estudo de Loeffen et al. (2009) (0.42%).
Este fato pode ser explicado pela diferenga na sensibilidade nas técnicas utilizadas
(ELISA/VN) e pelo nivel de biosseguridade distinto nas granjas estudadas.

Na China, 551 amostras de suinos com sinais clinicos como diarreia,
abortamento e morte de leitdes, entre 2007 e 2010, foram submetidas a técnica de
Nested RT-PCR, e os resultados demonstraram uma prevaléncia de 23,1% em
2007; 27,7% em 2008; 33,6% em 2009 e 23,6% em 2010 mostrando uma alta
prevaléncia da infeccdo de BVDV-1 (DENG et al., 2012b). Essas prevaléncias sao

altas, se comparadas as encontradas neste estudo. Amostras provenientes de
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animais com sinais clinicos reprodutivos foi o fator que pode ter interferido nos
resultados para os animais chineses coletados. Deng et al. (2012b) associaram a
prevaléncia encontrada de forma conectada com a prevaléncia do BVDV nos
rebanhos bovinos, com a ampla utilizagdo de vacinas vivas para PSC, produzidas
com a utilizacdo dos soros de bovinos dos mesmos rebanhos chineses, situacao que
oferece risco de transmissao de BVDV por utilizacdo de vacinas contaminadas. Fan
Xue-zheng et al. (2010) testaram os lotes de vacinas vivas contra PSC utilizadas na
China e confirmaram 5 amostras contaminadas com BVDV das 23 coletadas para os
testes. No Brasil, ndo ocorre vacinagao contra PSC nas areas coletadas neste
estudo, eliminando o possivel risco de infeccdo pelo BVDV por meio das vacinas
contra PSC. O risco da infecgdo por meio do uso de vacinas € quase inexistente,
pois ndo ocorre o uso de vacinas atenuadas na suinocultura nacional.

Em relagdo a outros paises, como Austria, Alemanha e Holanda, as
pesquisas com suinos indicam uma maior frequéncia de animais sororreagentes
(LIESS; MOENNING, 1990; O'CONNOR et al., 1991; TERPSTRA; WENSVOORT,
1991). Em rebanhos suinos da Noruega, Irlanda e Dinamarca, os resultados
encontrados indicam que a soroprevaléncia de BVDV (LOKEN et al., 1991;
GRAHAM et al., 2001; HOLM JENSEN, 1985) foi semelhante aquelas do presente
estudo. Ja em estudo realizado com rebanho-sentinela de suinos no estado de
Ontario, Canada, nao foi identificado animal algum positivo para BVDV
(O’SULLIVAN et al., 2011).

A maior dificuldade para relacionar os dados encontrados foi a falta de
informagéo sobre a ocorréncia de anticorpos contra BVDV em suinos no Brasil, e as
diferentes informacdes referentes a outros paises, como tipo de exploragao, idade
dos animais estudados e métodos de diagndstico empregados nos estudos.

No Brasil, nao ha relatos da ocorréncia de anticorpos contra BVDV em suinos,
0 que torna este trabalho inédito. Ao mesmo tempo, encontra-se dificuldade para
uma discussdao e comparacdo se forem considerados municipios e estados de
origem. Pode ser verificado que nao ocorreu diferenga significativa entre os
municipios e quanto a proporgao de sororreagentes a ambos os gendtipos. Quando
se verificam as informacdes dos questionarios, a maior parte dos lotes foi coletada

de propriedades que recebem animais de empresas integradoras, ou seja, onde as
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medidas de biosseguridade exigidas dos proprietarios sdo semelhantes. Esse fator
pode estar associado a ndo diferengca entre a propor¢gdo de sororreagentes e 0s
municipios de origem. Entdo, pode-se considerar que a repeticao deste estudo
podera apresentar resultados semelhantes.

Animais dos estados de Mato Grosso e Rio Grande do Sul apresentaram
maior risco de infecgdo pelo BVDV-1 quando comparados com os demais estados.
Uma possivel explicagdo ao risco da ocorréncia da infecgcdo no estado de Mato
Grosso seria por comportar o maior rebanho bovino do pais, com 28.740.802 de
cabecas, essa afirmagao é endossada, visto que as propriedades do estado de Mato
Grosso também possuiam ruminantes. O estado do Rio Grande do Sul se destaca
entre os estados estudados como o segundo maior rebanho de vacas ordenhadas,
com 1.516.689 de cabecas (IBGE, 2012), mostrando a relagao entre a possivel
ocorréncia da infeccdo e a proximidade interespécies, informacdo embasada na
condicdo que a propriedade do estado do Rio Grande do Sul também possuia
bovinos leiteiros.

Como néo ha relatos da soroprevaléncia de BVDV em suinos no Brasil, foram
consideradas as ocorréncias do mesmo virus na espécie bovina. No estado de Mato
Grosso, foram encontrados trabalhos sobre a ocorréncia de contra BVDV; e que
demonstraram que na regido do Pantanal de Mato Grosso do Sul (MS), houve uma
ocorréncia de anticorpos neutralizantes de 43,6% (PELLEGRIN et al., 1997), ainda
no estado de MS, foi observada ocorréncia de 83,67% de sororreagentes
(RICHTZEINHAIN et al., 1999). Considerando o estado de Goias (GO), foram
encontradas 54,11% de amostras sororreagentes no estudo realizado por
Guimaraes et al. (2001) e 64%, segundo Alfaia et al. 2004 e Brito, 2010.

No estado de Sao Paulo (SP), diversos estudos demonstraram a ocorréncia
de anticorpos contra BVDV. Langoni et al. (1995) encontraram 39,5%; 78% para
Richtzeinhain et al. (1997) e 78% para estes mesmos autores (1999) e 16,2% para
Pituco et al. (1997). Estudo realizado pelo Laboratério de Viroses de Bovideos do
Instituto Bioldgico encontrou 47,7% (PITUCO; DEL FAVA, 1998). Dias e Samara
(2003) encontraram 57,18% na regido Nordeste do estado.

No estado do Parana, foram encontradas ocorréncias de anticorpos contra
BVDV. Richtzeinhain et al. (1999) encontraram 67,42% e Médici et al. (2000)
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encontraram 73,47%. N&o foram encontrados trabalhos com a ocorréncia de
anticorpos contra BVDV no estado de Santa Catarina. No estado do Rio Grande do
Sul, Krahl et al. (1997) determinaram ocorréncia de 23,4% contra BVDV; Canal et al.
(1998) encontraram 56% e Richtzeinhain et al (1999) 72,95%. Flores et al. (2000)
pesquisaram a ocorréncia de bovinos sororreagentes ao BVDV-1 e ao BVDV-2, em
1134 amostras de soro sanguineo; 280 (24,7%) foram sororreagentes ao BVDV,
dessas amostras, 28 (2,5%) reagiram ao BVDV-1; 37 (3,3%) reagiram ao BVDV-2 e
215 (18,96%) foram sororreagentes a ambos os genotipos.

Alguns estudos epidemiologicos determinaram que os bovinos sdo os
principais hospedeiros do BVDV, e a principal fonte de infeccdo para os suinos
(VANNIER; ALBINA, 1999; RIDPATH, 2010). Assim, o contato com bovinos em uma
mesma propriedade é considerado a principal causa de transmissdo de BVDV em
suinos (VANNIER; ALBINA, 1999; LIESS; MOENNIG, 1990). Segundo Deng et al.
(2012b), a prevaléncia do BVDV em rebanhos suinos esta intimamente ligada a
prevaléncia da enfermidade em rebanhos bovinos.

Em todos os estados brasileiros que tiveram suinos sororreagentes, ha uma
alta prevaléncia de anticorpos contra BVDV em bovinos, demonstrando que a
infeccdo estda amplamente distribuida e, consequentemente, a circulagédo viral
acompanha essas prevaléncias encontradas, possibilitando a infeccdo de espécies
susceptiveis, como € o caso dos suinos, principalmente onde as criagbes sao muito
proximas e facilitam a infecgdo interespécies ativa dentro de uma mesma
propriedade. Com efeito, havendo a presenga de bovinos infectados pelo BVDV,
potencializar-se-a também o risco de transmissdo por meio de fOmites como
caminhdes, pessoas, alimentos, agua, dentre outros.

A técnica utilizada no trabalho (VN) é sensivel e especifica e é considerada
padrao-ouro para o diagnostico sorolégico da infecgao por BVDV (EDWARDS, 1990;
HOWARD, 1990; SANDVIK, 1999; OIE, 2012). Porém, o inconveniente € que os
resultados demandam tempo, porque esta € uma técnica laboriosa que exige
estrutura com cultivo-celular (SANDVIK, 1999).

Os resultados encontrados demonstraram que a VN foi altamente especifica
contra os gendtipos utilizados, apenas 0,1% das amostras apresentou reatividade

cruzada nos dois gendétipos e nao houve reatividade alguma contra PSC. Segundo a
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OIE (2012), a VN é altamente especifica e pode ser utilizada para mensurar e
identificar anticorpos neutralizantes especificos. Pellerin et al. (1994) também
observaram baixa reatividade soroldgica cruzada entre BVDV-1 e BVDV-2. Flores et
al. (2000) sugerem a realizagdo da VN com utilizagdo dos dois genétipos de isolados
locais. Segundo os resultados encontrados, se exclusivamente o gendtipo 1 tivesse
sido utilizado nos testes, apenas 3,0% de amostras sororreagentes teriam sido
detectadas contra 5,34%, quando utilizados os dois genétipos. De acordo com a OIE
(2012), é importante a utilizacdo dos dois gendtipos, para evitar que numeros mais
baixos de sororreagentes sejam detectados. Fulton et al. (1997) deixam claro que a
especificidade da VN frente a baixos niveis de anticorpos contra o BVDV-1 ou contra
o BVDV-2, pode interferir na detecgao de amostras sororreagentes, quando utilizado
apenas um dos genotipos.

Com os resultados obtidos, foi verificado que, em relagcdo a ecopatologia dos
virus, apenas duas amostras 0,1% (2/1705) revelaram neutralizag&o positiva para os
dois gendtipos; os outros 2,9% (49/1705) reagiram com neutralizagdo apenas ao
BVDV-1 e 2,2% (38/1705) tiveram neutralizagdo positiva contra o BVDV-2. Esses
resultados demonstram a alta variabilidade genética e antigénica dos virus
circulantes. Essa alta diversidade antigénica do BVDV pode interferir diretamente no
diagndstico soroldgico, principalmente pelo fato da baixa reatividade soroldgica
cruzada entre os gendtipos 1 e 2 (EDWARDS; PATON, 1995; BROCK, 1995).

Segundo Botton et al. (1998), alguns isolados apresentam uma baixa
reatividade soroldgica cruzada contra as estirpes vacinais norte-americanas Singer,
NADL e Oregon. De acordo com Flores et al. (2000), amostras brasileiras de BVDV,
principalmente as do gendtipo 2, apresentam reatividade soroldgica muito baixa em
relacdo as estirpes vacinais do BVDV. Os resultados encontrados sdo muito
importantes, pois provavelmente demonstram que os rebanhos foram infectados
especificamente pelo BVDV-1 ou pelo BVDV-2, partindo do pressuposto de que no
Brasil, os dois gendtipos do BVDV ja foram identificados (BOTTON et al., 1998;
FLORES et al., 2005; CORTEZ et al., 2006).

Os titulos de anticorpos neutralizantes encontrados para BVDV foi baixo
independente do gendtipo utilizado no teste de VN. Considerando as GMT
encontradas, 48,35% (44/91) obtiveram titulos de (10), 27,47% (25/91) titulos de
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(14), 17,58% (16/91) titulos de (20), 1,1% (1/91) titulo de (28), 3,3% (3/91) titulos de
(40), 1,1% (1/91) titulo de (56) e 1,1% (1/91) titulo de (80). Loeffen et al. (2009)
encontraram titulos de anticorpos neutralizantes para BVDV em amostras de suinos
de terminacdo. Contra a estirpe Osloss, (8/1890) amostras obtiveram titulos de
anticorpos, com variagao entre (15 a 3840), das oito amostras, cinco delas também
obtiveram titulos de anticorpos contra a estirpe NADL, com variagao de (30 a 160).
Em comparacdo, Loeffen et al. (2009) encontraram titulos de anticorpos
relativamente superiores ao deste estudo, contudo os valores dos titulo de
anticorpos encontrados permanecem entre a variagdo citada. Graham et al. (2001)
encontraram 1 amostra de suino com titulo de anticorpo de (64), titulo baixo e muito
parecido com os titulos de anticorpos encontrados.

Um estudo e um experimento paralelos a este estudo foram conduzidos. No
estudo, foi pesquisada a presenca de anticorpos neutralizantes contra BVDV em
amostras de suinos de subsisténcia, foram encontradas (17/320) amostras
sororreagentes, com variagdo de titulos de anticorpos de (10 a 160). No
experimento, leitdes foram infectados com BVDV-1 (estirpe Singer), a soroconversao
ocorreu no dia 26 pos-infecgdo, os dois animais infectados apresentaram titulos de
anticorpos com variagdo de (40 a 160), dados nado publicados. Os titulos
encontrados no estudo e no experimento apresentam variagdo de titulos de
anticorpos similares a este estudo. Uma explicagcao para a detecgao de titulos baixos
de anticorpos possa ser uma infecgao recente, onde a curva padréao da producgao de
anticorpos apresentada por animais infectados esteja no inicio.

Quando foram testadas as amostras sororreagentes com 100 TCIDs, frente a
50 TCIDsp; contra o mesmo gendtipo viral, ndo se encontraram diferencas
significativas em relacado a deteccao de amostras sororreagentes e a dose infectante
utilizadas, obtendo uma concordancia muito boa pelo indice Kappa entre os testes
com diferentes doses. Porém quando se compararam as GMT encontradas com as
diferentes doses infectantes utilizadas entre um mesmo gendtipo, foi observado que
ha diferenga significativa pelo teste de Wilcoxon entre os valores dos titulos
neutralizantes obtido com as doses utilizadas no teste. De forma descritiva, para o
BVDV-1, o teste com 100 TCIDsy foi melhor, por detectar as mesmas amostras

testadas com 50 TCIDsg, porém as GMT encontradas foram maiores; ja para o
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gendtipo 2, o teste de VN foi melhor quando utilizada 50 TCIDsp, devido a detecgéo
das mesmas amostras testadas com 100 TCIDsp, porém as GMT foram maiores.

Alguns estudos ja evidenciaram discrepancias entre os resultados de VN
contra os gendtipos 1 e contra o 2, da mesma maneira com os respectivos titulos de
anticorpos, em bovinos experimentalmente infectados ou bovinos vacinados
(FULTON et al., 1997; JONES et al., 2001; VOGEL et al., 2002; LIMA et al., 2005).

Saliki e Dubovi (2004) descreveram que a discordancia encontrada nos
resultados no teste de VN pelos laboratérios, tem como principal fator as diferentes
estirpes de BVDV empregadas. Outros fatores além das diferentes estirpes virais
utilizadas, como as linhagens celulares, a dose infectante utilizada e o tempo de
incubacado, também geram discrepancias nos resultados da VN. Esses fatores
demonstram a falta de uniformizagdo dos laboratérios na realizagdo da técnica
(CHASE et al., 2003; KAPIL et al., 2005).

Em relagdo ao BVDV-1, nado foi atribuida associagao significativa no teste de
regressao logistica a nenhum dos fatores de risco. Para a prevaléncia do BVDV-2,
foi encontrada associagao significativa no teste de regressado logistica para os
fatores “caminhdes n&o sdo lavados e desinfetados” (p=0,0077) e “visitantes né&o
respeitam vazio sanitario de 72 horas” (p=0,0491). Diferente do que se encontrou,
Loeffen et al. (2009) em um estudo na Holanda, identificaram como possiveis fatores
de risco associados a infecgao pelo BVDV em suinos a presenga de bovino e suino
na mesma propriedade e uma alta densidade de ovinos e/ou caprinos em um raio de
trés quildmetros.

Estudo recente demonstrou que algumas doengas podem permanecer em um
pais por muito tempo sem serem detectadas e que a aplicacdo de medidas de
biosseguridade pode ser implementadas ou cumpridas tarde demais para evitar a
disseminagao por meio de fébmites. No caso do surto do virus da diarreia epidémica
suina (PEDV) ocorrido nos Estados Unidos nos anos de 2013 e 2014, foram
considerados os seguintes itens: caminhdes contaminados a partir de um ponto de
carregamento de suinos, contato entre o condutor do veiculo com o ponto de
carregamento e o contato do motorista com o ponto de descarregamento dos
animais deveriam ser evitados. Mesmo parecendo medidas higiénicas sanitarias

simples, a mobilizagdo deveria partir de motoristas, produtores e proprietarios de
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unidades de distribuicdo de animais para que ocorresse a reducado do risco de
veiculagdo do patégeno e a implementacdo das medidas preventivas fosse eficaz
(LOWE et al., 2014).

A nao desinfecgao dos veiculos de transporte e o ndo cumprimento de vazio
sanitario de 72 horas para os visitantes foram os fatores de risco associados a
ocorréncia da infecgdo por BVDV em suinos. Esses resultados encontrados estédo
relacionados aos fatores de risco atribuidos a disseminagdo do PEDV,
demonstrando que medidas de biosseguridade de simples aplicagdo nédo sao
empregadas ou cumpridas de forma adequada, favorecendo a ocorréncia de
infecgdes.

Como existe a possibilidade de reacao cruzada de anticorpos contra BVDV e
CSFV, todas as amostras sororreagentes ao BVDV neste estudo foram submetidas
a pesquisa de anticorpos anti-PSC, mas nenhuma amostra foi identificada com
reacao positiva para anticorpos especificos contra PSC.

Estes resultados apontam a importancia de estudar a infec¢ao pelo BVDV em
suinos, pois todos os animais sororreagentes deste estudo eram de estados da area
livre de PSC e que executam vigilancia epidemiolégica. Entretanto, foi provada a
existéncia de circulagdo de pestivirus. Deveras, é conhecida a reacido cruzada entre
BVDV e CSFV em testes sorologicos, como € o caso do teste de VN, assim ha
necessidade de conhecer a ocorréncia de BVDV em suinos, para facilitar o
direcionamento das interpretacbes em testes diagnosticos e evitar equivocos em
situacdes de suspeita de focos de PSC.

Portanto, € fundamental que novos estudos de prevaléncia para BVDV em
suinos sejam realizados, no ambito de gerar mais informagdes epidemioldgicas que

possam ajudar na caracterizagao da infecgdo em suinos.
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8. CONCLUSOES

Foi encontrada baixa prevaléncia de 5,34% de amostras sororreagentes ao
BVDV em suinos abatidos em matadouros-frigorifico. Observou-se a ocorréncia de

um numero maior de animais sororreagentes ao BVDV-1 do que ao BVDV-2.

Os estados com maior percentual de animais sororreagentes ao BVDV-1
foram Mato Grosso com 10,00% e Rio Grande do Sul com 9,18%. Para o BVDV-2,
os estados com maior percentual de animais sororreagentes foram Mato Grosso
com 6,0% e Mato Grosso do Sul com 4,29%. Nao foi detectada diferencga estatistica

para a ocorréncia entre municipios.

Nado foram encontradas associagdes significativas entre a ocorréncia de
BVDV-1 e nenhum dos fatores de risco pesquisados. Entretanto, para o BVDV-2,
foram encontradas associagdes significativas nos fatores: “caminhdes nao séao

lavados e desinfetados” e “visitantes n&o respeitam vazio sanitario de 72 horas”.

Os titulos encontrados contra o BVDV-1 no teste de VN com 100 TCIDsg
foram maiores quando comparados ao teste das mesmas amostras com 50 TCIDsy.
Contudo, os titulos encontrados contra o BVDV-2 no teste de VN com 100 TCIDsg

foram menores quando comparados ao teste das mesmas amostras com 50 TCIDsy.

Em nenhuma amostra sororreagente ao BVDV foi detectado anticorpos

especificos contra PSC.
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1. INFORMAGOES DA PROPRIEDADE
Nome da propriedade: Cadigo da propriedade no estudo:
Nome do proprietario: Telefone(s) de contato (DDD +
namero)
Endereco: Municipio/UF
1.8 Coordenadas geograficas Altitude: Data da coleta das amostras
Grau ‘ Minuto | Segundos Grau ‘ Minuto ‘ Segundos /
Latitude (S) Longitude (W)

2. COMPOSIGAO DO REBANHO DE SUINOS

SUINOS:

Cachagos Laltdes Leitbes Leitdes
Matrizes| ¢ maternidade cheche terminacao

3. INFORMAGOES EPIDEMIOLOGICAS

Total:

Possui RUMINANTE (bovino, caprino ou ovino) na propriedade: ( ) NAO ( ) SIM - Discriminar a

quantidade:
Bovinos Ovinos Caprinos
Questionamentos NAO SIM
Possui criagdo de bovinos leiteiros?
Fez aquisicdo de bovinos nos ultimos 6 meses ?
Fez aquisi¢cao de caprinos ou ovinos nos Ultimos 6 meses ?
Fez aquisi¢céo de suinos nos ultimos 6 meses ?
Existem bovinos em propriedades vizinhas (até 3km de raio)?
Existem caprinos e ovinos em propriedades vizinhas (até 3km de raio)?
Ocorreram problemas reprodutivos nos suinos nos ultimos 6 meses?
Ocorreram problemas reprodutivos em bovinos, caprinos ou ovinos nos Ultimos 6 meses?
Sabe se ocorreram problemas reprodutivos em suinos e/ou em bovinos, caprinos e ovinos nas propriedades
vizinhas?
Utiliza-se leite cru ou algum derivado de leite na alimentag&o dos suinos?
A pessoa que trata dos suinos também faz o trato de outros animais (ruminantes)?
Os bovinos sao vacinados contra Diarreia Viral Bovina (BVD) ?
Os suinos sao vacinados ? Quais vacinas:
Aplica conceitos de biosseguranga na criagdo de suinos ?*
*Sem sim, completar quadro abaixo.
4. INFORMAGOES DE BIOSSEGURANGA
Néo | Sim Ndo | Sim
Possui cerca ao redor da granja? Lava e desinfeta instalagdes?
Possui cinturdo verde? Tem quarentenario?
Funcionarios tomam banho antes do trabalho Embarcadouro/ desembarcadouro de
(vestiario proprio) e usam uniforme da granja? animais é junto a cerca periférica?
Caminhdes de fora entram na propriedade? Manejo todos dentro/ todos fora?
N . Possui sistema de desinfecgdo para
Caminhdes de transporte de suinos transportam . = o ¢4a0 p
raga0? |ntrodu9ao de materiais e equipamentos na
) granja?
Caminhdes séo lavados e desinfetados? Ratos séo vistos de dia?
Existe veiculo de transporte interno na granja? Ratos sao vistos de noite?
Ha livro de registro de visitas? Presenca de cées e gatos na granja?
Distancia da rodovia onde ha transporte de suinos & .
. Tem muitas moscas?
maior que 500 metros
Distancia de outro rebanho de suinos ou abatedouro Visitantes respeitam vazio sanitario de 72
é maior que 3,5 km horas?




