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RESUMO

CHAVES, N.P. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral
bovina (BVDV) em bovinos leiteiros ndao vacinados no estado do
Maranhé&o. [Antibodies frequency against the bovine viral diarrhea virus (BVDV)
in not vaccined dairy bovines in the state of Maranhao]. 2008. 104 f.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Estadual do
Maranh&o, S&o Luis, 2009.

O Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) possui distribuicdo mundial e é
considerado um dos principais patégenos de bovinos. E responséavel por
perdas econdmicas tanto na esfera produtiva como reprodutiva. Deste modo, a
pesquisa foi realizada, com o objetivo de estabelecer a frequéncia de
anticorpos contra o BVDV na bacia leiteira do estado do Maranhdo. Amostras
de soro sanguineo de 920 fémeas bovinas ndo vacinadas contra a diarréia viral
bovina (BVD) foram analisadas por meio da técnica de ELISA indireto. O
estudo foi realizado em 92 propriedades leiteiras, pertencentes a 23 municipios
localizados nas regionais de Acailandia, Bacabal, llha de Sao Luis, Imperatriz e
Pedreiras. As amostras de soro foram coletadas de fémeas com ou sem sinais
clinicos de infeccdo pelo BVDV e estratificadas segundo a faixa etéria (> 3
anos, entre 3 a 7 anos e > 7anos). Durante a coleta das amostras, aplicou-se
questionario epidemiolégico para investigar fatores que poderiam estar
associados a infeccéo. Das 920 amostras de soro analisadas, 65,66% (n=604)
foram reagentes, 3,80% (n=35) suspeitas e 30,54% (n=281) ndo reagentes.
Nas regionais obtiveram-se frequéncias de 67,5% (n=108), 53,57% (n=150),
80% (n=96), 63,75% (n=102) e 74% (n=148), para llha de S&o Luis, Imperatriz,
Acailandia, Pedreiras e Bacabal, respectivamente. Nos 23 municipios
amostrados foram encontrados animais reagentes, com detecgéo de bovinos
sorologicamente positivos em 94,57% das propriedades. N&o se observou
diferenca significativa (P=0,21) entre a populacao estratificada por faixa etéaria.
Das variaveis consideradas fatores de risco para a infeccdo pelo BVDV, a
presenca de suinos, auséncia de assisténcia veterinaria, uso de monta natural
ou de monta natural associada a inseminacao artificial e diarréia, apresentaram
significancia estatistica (P<0,05) associada a soropositividade para BVDV. Os
resultados obtidos demonstram niveis elevados de frequéncia e prevaléncia do
BVDV no rebanho bovino de aptidao leiteira do estado do Maranhdo. Esses
achados indicam a necessidade da realizacdo de diagndstico sistematico e
monitoramento dos rebanhos, além da implantacdo de medidas de controle e
profilaxia, como remocao gradual de animais infectados, realizacdo de
quarentena ao ingresso de novos animais nas propriedades, realizacdo de
exames sorolégicos e vacinagoes.

Palavras - chave: Frequéncia, anticorpos, BVDV, ELISA, bovinos leiteiros.



ABSTRACT

CHAVES, N.P. Antibodies frequency against the bovine viral diarrhea virus
(BVDV) in not vaccined dairy bovines in the state of Maranhao. [Frequéncia
de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina (BVDV) em bovinos
leiteiros ndo vacinados no estado do Maranhdo]. 2008. 104 f. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Estadual do Maranhé&o,
Séo Luis, 2009.

The Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) has a wide world distribution and it is
considered one of main bovine pathogens. It is responsible for economic losses
in the productive and reproductive sphere. In this way, the research was
realized, with the objective to establish the frequency of antibodies against the
bovine viral diarrhea virus in the state of Maranhéo dairy basin. Serum sanguine
samples of 920 bovine females not vaccined against the diarrhea viral bovine
(BVD) were analysed through the indirect ELISA technique. The study was
realized in 92 dairy properties, belonging to 23 districts located in the regions of
Acailandia, Bacabal, Sdo Luiz island, Imperatriz and Pedreiras. The serum
samples were collected from females with or without BVDV infection clinical
signals and stratified according to aged band (> 3 years, between 3 and 7 years
and > 7 years). It was applied an epidemiological questionnaire during the
sample collect to research the factors that could be associated to infection.
From the 920 serum analysed samples, 65.66% (n=604) were reagents, 3.80%
(n=35) suspected and 30.54% (n=281) not reagents. In the regional samples,
they obtained frequency of 67.5% (n=108), 53.57% (n=150), 80% (n=96),
63.75% (n=102) and 74% (n=148), for S&o Luiz island, Imperatriz, Agailandia,
Pedreiras and Bacabal, respectively. In the 23 studied districts reagents
animals were found, with detection of serological positives bovines in 94.57%
properties. It was not observed significative difference (P=0.21) in the aged
band of stratified population. From the considered variables as risk factors for
the BVDV infection, the presence of porcine, lack of veterinary assistance, use
of natural breeding or natural breeding associated to artificial insemination and
diarrhea, presented statistic significance (P<0.05) associated to BVDV
seropositivity. The obtained results had demonstrated high levels of frequency
and prevalence of BVDV in the state of Maranhao’s dairy aptitude bovine flock.
These findings indicate the need of systematic diagnose accomplishment and
the flock monitoring, beyond the implementation of control and prophylaxis
measures, as a gradual removal of infected animals, accomplishment of
guarantine of new animals added in the proprieties, accomplishment of
serological exams and vaccination.

Key-words: Frequency, antibodies, BVDV, ELISA, dairy bovines.
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1 INTRODUCAO

A Diarréia Viral Bovina (BVD) € uma das doencas mais importantes dos
bovinos (VOGEL et al.,, 2001; DIAS & SAMARA, 2003; NORONHA et al.,
2003, BACHOFEN et al., 2008). O agente etiolégico é um RNA virus da
familia Flaviviridae, género Pestivirus, espécies BVD-1 e BVD-2 e biotipos
citopatogénico (CP) e néo-citopatogénico (NCP) (ICTV, 2000). O virus é
altamente infeccioso (LONERAGAN et al., 2005) e apresenta instabilidade do
material genético o que confere variacdo antigénica, genotipica e biotipica ao
virus (DONIS, 1995; STAHL et al., 2009).

A infeccao pelo BVDV pode resultar em grande variabilidade de sinais
clinicos associados a enfermidades reprodutiva, respiratéria ou digestiva
(diarréia viral bovina, BVD), doenca das mucosas (DM) e BVD agudo-
hemorragica (VOGEL et al., 2001; DIAS & SAMARA, 2003, GROOMS, 2004).
Tradicionalmente, as manifestacbes da infeccdo sdo apresentadas em trés
categorias: infec¢cdo pos-natal ou BVD, infeccéo fetal e doenca das mucosas
(DM) (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004).

O virus pode ser transmitido através da saliva, secre¢cdes nasal, ocular,
urina, fezes, sémen, embrido, placenta, fomites contaminados e sangue
(REVELL et al., 1988; KIRKLAND et al., 1991; MOENNIG & PLAGEMANN,
1992; HOUE et al., 1993; VOGEL et al., 2001, MARLEY et al., 2009).

Os animais se infectam de duas maneiras, pela infec¢do pos-natal de
bovinos que ndo tiveram exposicao prévia ao virus ou pela infeccdo fetal
durante a gestacdo. Quando a infeccéo fetal ocorre entre 90 a 120 dias de
gestacdo produzira imunotolerancia ao virus e o0 nascimento de animais
persistentemente infectados (PI). Esse animal desenvolvera a doenca das
mucosas sendo a fonte de infec¢do mais importante em um rebanho (HOUE,
1999; RADOSTITS et al., 2002; POTGIETER, 2004, BACHOFEN et al., 2008).

O virus tem distribuicho mundial, sendo descrito como um sério
problema sanitario gerando perdas produtivas e reprodutivas (CANAL et al.,
1998; REINHARDT et al., 2001; BRACKENBURY et al., 2003; DIAS &
SAMARA, 2003; KUNRATH et al., 2004, DIEGUEZ et al., 2008). Na maioria

dos
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paises a BVD € endémica, com soroprevaléncia de 60 a 85%, com 1 a 2% de
animais Pl (HOUE, 1999).

No Brasil, foram realizados isolamentos do BVDV nas regifes Sudeste,
Centro-Oeste e Sul (VIDOR, 1974; LOVATO, 1998; FLORES et al., 2000a;
PINTO et al.,, 2001) e nos estados de S&do Paulo, Rio de Janeiro, Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul, Parana, Bahia,
Pernambuco e Sergipe, 0s inquéritos soroldégicos comprovam que o Vvirus esta
disseminado na populacdo bovina destes estados (PITUCO et al., 1997; DIAS
& SAMARA, 2003).

O diagnéstico da BVD é realizado através da deteccao do virus (ou
componentes virais) e da demonstracdo de anticorpos especificos. O
isolamento do virus em cultivo celular confirma a presenca desse agente nos
animais infectados (RIET-CORREA et al., 1996; REINHARDT et al., 2001,
DIAS & SAMARA, 2003). A identificacao final do virus pode ser feita também
por diferentes métodos, como as técnicas de soroneutralizacdo,
imunofluorescéncia, imunoperoxidase, reacdo de polimerase em cadeia
(PCR) e ensaio imunoenzimético (EIE) (ROEHE, 1996; SANDVIK, 1999;
GUIMARAES et al., 2000; DIAS & SAMARA, 2003; PILZ, 2005).

A profilaxia e controle da infeccdo pelo BVDV consistem
fundamentalmente na identificacdo e remocdo de animais Pl das
propriedades, com ou sem a utilizacdo concomitante de vacinas (FULTON &
BURGE, 2001). Atualmente, os esfor¢cos concentram-se na elaboracdo de
vacinas que induzam uma resposta imunolégica capaz de conferir protecao
fetal e impedir a geracdo de bezerros com infeccdo persistente (BEER et al.,
2000; LINDBERG, 2003, ARENHART et al., 2008).

Deste modo, considerando a importancia que a Diarréia Viral Bovina
possui nos rebanhos bovinos, principalmente aqueles voltados a exploragéo
leiteira, juntamente a auséncia de dados soro-epidemiolégicos da ocorréncia
desta enfermidade nos rebanhos do Maranhdo, o que torna o trabalho
pioneiro no estado, aliado ainda a praticas deficientes de sanidade nas
propriedades, o presente trabalho objetivou estabelecer a frequéncia de

anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina (BVDV), em bovinos nao
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vacinados, na bacia leiteira do Maranhdo, estimar a prevaléncia da diarréia
viral bovina, identificar a faixa etaria de fémeas bovinas em que mais ocorre a
doenca, avaliar possiveis fatores de risco associados a enfermidade e sugerir
medidas sanitarias e de controle para a BVD.

17
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Revisao de Literatura

2 REVISAO DE LITERATURA

A denominacdo “Diarréia Viral Bovina (BVD)” abrange uma série de
manifestacdes clinico-patolégicas que variam desde infec¢des inaparentes até
uma enfermidade altamente fatal. Essa denominacdo deve-se ao fato do
agente ter sido inicialmente identificado em casos de doenga gastroentérica em
bovinos. Posteriormente, a infeccdo foi associada a uma ampla variedade de
sinais clinicos, incluindo sinais respiratorios, digestivos, reprodutivos,
hematoldgicos, imunodepressivos e neurologicos (BAKER, 1990; BOTTON et
al., 1998a; FLORES et al.,, 1999; GROOMS, 2004). Atualmente, o virus é
reconhecido como sendo responsavel por diversas manifestacdes clinicas e
perdas econdmicas importantes em rebanhos de corte e leite em todo o0 mundo
(LINDBERG, 2003; DIEGUEZ et al., 2008).

2.1 Etiologia

O agente etiolégico da diarréia viral bovina € um virus denominado
BVDV (virus da diarréia viral bovina), classificado na familia Flaviviridae e
membro do género Pestivirus. O género Pestivirus abriga outros dois virus
antigenicamente relacionados, o virus da peste suina classica (CSFV) e o da
doenca da fronteira (BDV), dos ovinos (BAKER, 1987; FRANCKI et al., 1991,
HORZINEK, 1991; ICTV, 2000).

O BVDV mede de 40 a 60 nm de diametro (FRANCKI et al., 1991) e esta
entre os menores virus RNA envelopados que causam infecgcbes em animais
(HORZINEK, 1981). O seu genoma é constituido por um dnico segmento de
RNA, fita simples, com aproximadamente 12,5 Kb de extensdo (RENARD et al.,
1985; FRANCKI et al., 1991). O virus possui um nucleocapsideo icosaédrico
envolto por um envelope lipoprotéico contendo glicoproteinas virais: gp48/EO,
gp25/E1, gp53/E2 e NS23 (DONIS, 1995).

As glicoproteinas estruturais EO, E1 e E2 localizadas no envelope viral
exercem fungdes importantes no revestimento protetor do acido nucléico viral e
permitem sua saida da ceélula infectada, bem como sua entrada em outras
células (DONIS, 1996). A proteina NS23/p125 é considerada a mais importante

na replicagdo viral. Esta proteina € responsavel ainda pela produgdo da
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proteina NS3/p80 que esta correlacionada a formacgdo de citopatologia em
culturas de células (FRANCKI et al., 1991; DONIS, 1995).

Uma das importantes caracteristicas do BVDV é a grande diversidade
antigénica, genotipica e biotipica do virus (DONIS, 1995). Algumas evidéncias
indicam que a alta instabilidade em seu genoma devido a alta frequéncia de
mutacles, a propensdo a recombinacdo e a pressao seletiva pela resposta
imune estimulada por infecgbes naturais ou vacinacdes explicariam tal fato
(BOLIN & GROOMS, 2004).

O BVDV apresenta dois grupos antigénicos baseados na sua replicacao
em cultura de células designados como biotipos néo-citopatogénico (NCP) e
citopatogénico (CP) (MEYERS & THIEL, 1996, FRAY et al., 2000). O NCP é
mais comumente isolado no campo; replicam em cultura de células sem causar
nenhum efeito citopético (BAKER, 1987), e podem atravessar a placenta
estabelecendo infeccdo persistente (FRAY et al.,, 2000). Este biotipo €
responsavel pela circulacdo permanente do BVDV na populacdo bovina
(BROWNLIE, 1990; BOOTH et al., 1995). Em contraste, o biotipo CP, que se
origina de mutac6es do virus NCP (CORAPI et al., 1988; DONIS, 1995), produz
efeito citopatico caracteristico, que se traduz em vacuolizacdo citoplasmatica e
morte celular (GILLESPIE et al., 1960; ZHANG et al., 1996) e € incapaz de
estabelecer infeccao fetal persistente (BROWNLIE et al., 1989).

Uma posterior classificagdo do virus, baseado em diferencas
encontradas na seqiéncia genética de uma regido do genoma, conhecida
como regiao 5’UTR, determinou a existéncia dos gendtipos 1 (BVDV-1) e 2
(BVDV-2), estes com diferencas a nivel molecular e quanto a severidade dos
sinais clinicos que produzem (RIDPATH et al., 1994). Além disso, tem sido
proposta uma subclassificacdo de isolados do BVDV-1 em 11 subgendtipos
(VILCEK et al., 2001; STAHL et al., 2009) e do BVDV-2 em pelo menos dois
subgrupos, 2a e 2b (FLORES et al., 2002).

O BVDV-1 inclui isolados classicos de viruléncia baixa ou moderada,
além de cepas tradicionalmente usadas na pesquisa (ex: Oregon C24V,

Osloss), enquanto o BVDV-2 inclui isolados de doengas severas isolados na
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América do Norte, cepas de baixa viruléncia e isolados previamente
classificados como atipicos (HAMERS et al., 2002).

2. 2 Epidemiologia

O BVDV apresenta distribuicdo mundial, sendo considerado um dos
principais patégenos de bovinos. Infec¢cdes nos rebanhos sdo muito comuns,
as quais sdo evidenciadas por altas taxas de animais soropositivos na
populacdo bovina com idade acima de 3 anos (VOGEL et al., 2001; DIAS &
SAMARA, 2003; NORONHA et al., 2003, BACHOFEN et al., 2008).

O virus é altamente infeccioso para bovinos (LONERAGAN et al., 2005).
A prevaléncia média de animais portadores de anticorpos situa-se entre 60% e
90% nos diferentes paises (BROWNLIE, 1990). Entretanto, a incidéncia da
Doenca das Mucosas (DM) clinica é baixa, pois normalmente a prevaléncia dos
bovinos persistentemente infectados (PI) no rebanho é de aproximadamente 1
a 2% (RADOSTITS et al., 2002).

O virus da BVD é patdgeno ndo s6 para bovinos, como também para
ovinos, caprinos e ruminantes selvagens, cabendo aos suinos a habilidade de
se tornarem infectados assintomaticamente. Entretanto, o bovino é a Unica
espécie capaz de desenvolver a DM (SNOWDON, 1975; HARKNESS et al.,
1978; DOYLE & GEUSCHELE, 1983).

No Brasil, véarios relatos clinicos e sorol6gicos demonstram a presenca
da infeccdo desde o final dos anos 60. O primeiro isolamento do virus no pais,
a partir do soro de um bezerro, foi realizado em 1974 no Rio Grande do Sul
(VIDOR, 1974). Desde entdo, varios estudos soroepidemioldgicos, relatos
clinicos e isolamentos de virus tém demonstrado que a infeccao esta
amplamente difundida no rebanho bovino brasileiro (VIDOR, 1974; PITUCO et
al.,, 1997; LOVATO, 1998; FLORES et al., 2000a; PINTO et al., 2001; DIAS &
SAMARA, 2003, SILVA et al., 2004).

Amostras dos dois genotipos e com diferencas genéticas e antigénicas
marcantes das cepas americanas ja foram identificadas no Brasil (BOTTON et
al., 1998b, FLORES et al., 2002). Essa diversidade genética e antigénica

possui implicagbes praticas para o diagnoéstico, producdo de vacinas e
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programas de controle da enfermidade (FLORES et al., 2002, RIDPATH
2003a).

A situacdo epidemioldgica atual da infeccdo no pais ainda é pouco
conhecida. Isso se deve, em parte, ao pequeno numero de laboratérios que
realizam o diagnostico da infeccdo. InformacBes de veterinarios de campo
indicam que é provavel que ocorra um maior numero de casos sem
diagnéstico, especialmente da forma reprodutiva. Da mesma forma, é possivel
gue ocorra subnotificacdo, com grande parte dos diagnosticos sendo realizados
a campo, sem confirmagéao laboratorial (FLORES, 2003).

A transmissdo do BVDV pode ocorrer através de dois principais
mecanismos: contato direto ou indireto com animais virémicos e suas
secrecOes e infeccdo transplacentaria. Pritchard (1956; 1963) observou que o
virus pode ser transmitido horizontalmente pelo contato direto com secrecfes
orais e nasais, ou pelo contato indireto com fetos abortados e placentas. A
infeccdo oronasal é considerada uma das principais vias de transmissao do
BVDV.

As principais fontes de infeccdo para o rebanho sdo os animais
infectados ou clinicamente assintomaticos através de secre¢cfes nasais, saliva,
sangue, fezes e urina, sémen, secre¢des uterinas e placenta (CORIA &
MACCLURKIN, 1978; STECK, 1980; KAHRS,1981; STUBER, 1984; REVELL et
al., 1988; KIRKLAND et al., 1991; MOENNIG & PLAGEMANN, 1992; HOUE et
al., 1993; VOGEL et al., 2001, MARLEY et al., 2009).

A possibilidade de infeccdo venérea foi constatada por Whitmore et al.
(1978) e Kirkland et al. (1991) ao observarem que o sémen de reprodutores
cursando a forma aguda da doenca pode se tornar fonte transitéria de infeccgéo.
Revell et al. (1988) constataram que o BVDV pode estar presente no sémen de
reprodutores com infeccdo persistente e ser eliminado intermitentemente,
difundindo assim a infeccdo (McCLURKIN et al., 1979). Além disso, o homem
pode contribuir para a disseminacdo do virus, através de instrumentos de
trabalho, inseminacéo artificial, transferéncia de embrides, premunigdo contra
Babesiose e Anaplasmose e vacinas contaminadas com o BVDV (MOENNIG &
PLAGEMANN, 1992).
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A infeccdo transplacentaria ocorre em fémeas prenhes suscetiveis,
situacdo em que o virus invade o placentoma multiplica-se e alcanca o feto
(CASARO et al.,, 1971). A capacidade de o BVDV estabelecer infeccdes
persistentes “in utero” (BROWNLIE et al., 1984) faz com que o animal infectado
albergue o virus provavelmente durante toda sua vida, o que o0 torna um
reservatorio capaz de transmitir o virus a outros animais (HOUE et al., 1993).
Acredita-se que a infeccdo persistente esteja associada somente a amostra
NCP, pois esta hdo comprometeria 0 desenvolvimento fetal (BROWNLIE et al.,
1989; OSBURN, 1989), ao passo que as amostras CP levariam a interrupcao
da gestacédo. O virus NCP, infectando o feto no periodo em que ele ainda néo é
imunocompetente, sera reconhecido como “préprio”, instalando-se a
imunotolerancia especifica a amostra infectante (BROWNLIE et al., 1987,
BROWNLIE, 1990).

O estabelecimento de infec¢des persistentes, provavelmente representa
0 mais importante fator na manutencdo dos pestivirus na natureza (CORIA &
McCLURKIN, 1978). Ocasionalmente, fémeas Pl podem sobreviver até a idade
reprodutiva e dar origem a “familias” de animais PI, as quais s&o perpetuadas
através de infeccdes transplacentéarias (LITTLEJOHNS & WALKER, 1985).

Animais Pl representam aproximadamente de 1 a 2% da populacéo
bovina e sdo os maiores disseminadores do virus nos rebanhos (BOLIN et al.,
1985c; HOWARD et al., 1986; EDWARDS et al., 1987; PETERS et al., 1987,
VAN OIRSCHOT, 1998). A prevaléncia de animais virémicos aparentemente
baixa observada € suficiente para manter o virus na populacdo (BAKER, 1995).
Apesar da prevaléncia de animais Pl ser usualmente baixa, esta pode ser muito
alta em determinados rebanhos (BOLIN et al., 1985c; FREY et al., 1991). Bolin
et al. (1985c) em uma unica propriedade onde testou 115 animais, isolou virus
de 31 amostras, representando 27% de animais virémicos no rebanho.

Os animais Pl representam o ponto-chave da epidemiologia da infeccéo
pela sua importancia na perpetuacdo e disseminacdo do virus; e por isso
constituem-se no alvo principal de medidas de combate do agente (FLORES,
2003).
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2.3 Patogenia, Sinais Clinicos e Patologia
A patogenia depende de fatores interativos multiplos envolvendo as
fases intra-uterina e pos-natal e de fatores imunolégicos do hospedeiro
(BIELEFELDT-OHMANN, 1995; RADOSTITS et al., 2002; POTGIETER, 2004).
Tradicionalmente, as manifestacdes da infeccdo sdo apresentadas em
trés categorias: infeccdo pos-natal ou BVD, infeccdo fetal e doenca das
mucosas (DM) (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; POTGIETER, 2004).

2.3.1 InfeccBes Pos-Natais

A infeccdo de animais imunocompetentes pelo BVDV NCP é na maioria
das vezes assintomatica, caracterizada por quadros sub-clinicos,
ocasionalmente causando uma infeccdo aguda relativamente leve
(BROWNLIE, 1985), por amostras do BVDV-1 (PELLERIN et al.,, 1994).
Algumas cepas de maior patogenicidade podem provocar um curto periodo
febril, acompanhado por hipersalivacdo, descarga nasal, tosse e diarréia.
Sinais de infeccdo respiratoria também podem ser observados. Lesdes
ulcerativas na mucosa oral podem estar presentes. A enfermidade é
autolimitante, cursando com alta morbidade e letalidade muito baixa ou ausente
(FLORES, 2003).

As amostras de BVDV- 2 tém sido freqientemente associadas a BVD
aguda, a doenca respiratoria severa, e algumas vezes a sindrome hemorragica
que cursa com trombocitipenia. Pode afetar bovinos jovens e adultos e tem alta
letalidade, principalmente nos animais jovens (USDA, 1994). Alguns animais
morrem de forma hiperaguda. Surtos com 40% de morbidade e 10% de
mortalidade, com sinais de diarréia, pirexia e agalactia em bovinos adultos
foram também diagnosticados como BVDV-2. Embora frequentemente
associadas a doenca severa, cepas de BVDV-2 podem ser nada ou pouco
virulenta, a exemplo da maioria das cepas de BVDV-1 (FLORES, 2003).

2.3.1.1 Imunossupressao
Durante o curso da BVD ocorre imunossupressao, caracterizado por

diminuicdo da producao de interferon (MALMQUIST, 1968), e pela queda no
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namero de neutrdfilos e linfocitos B e T circulantes (BOLIN et al., 1985d). Esta
imunossupressao pode ocasionar o aumento da patogenicidade de agentes
secundarios no trato respiratorio e digestivo, como o virus da Rinotragueite
Infecciosa Bovina (IBR), Parainfluenza-3 (PI1-3), pneumonias
microfibrinopurulentas por Mannheimia (Pasteurella) hemolytica e diarréias por
Salmonella spp, Coronavirus ou Rotavirus (BAKER, 1987).

O mecanismo de imunossupressao induzido pelo BVDV nédo foi
estabelecido, embora especulacbes tenham sido importantes, baseado
amplamente em observacdes in vitro (POTGIETER, 1995).

A capacidade do BVDV de causar imunossupressdo pode estar
relacionado ao tropismo do virus por células do sistema imune. O virus infecta
células TCD4+ e células TCD8+, células B e células apresentadoras de
antigeno (APC) in vivo (BRUSCHKE et al., 1998, SOPP et al., 1994).
Mondcitos, macréfagos e células dendriticas (DCs) constituem a maioria de
APCs envolvidas na resposta imune. Destas APCs, as DCs sdo as mais
efetivas e tem a habilidade para iniciar uma resposta imune primaria em
animais novos (BANCHEREAU et al., 2000). Além disso, o BVDV tem sido
relatado por modular funcdes de células imunes apds infeccéo in vitro, com
aumento na producdo de 6xido nitrico em macréfagos infectados, diminuicdo
na producao de Fator de Necrose Tumoral a (TNFa), reducao da expressao de
receptores para Fc e proteinas do complemento (C3) e da atividade fagocitica
de macréfagos alveolares (WELSH et al., 1995).

2.3.2 Infeccdes Pré-Natais

A gestacao € o periodo mais importante na infec¢do e disseminacéo do
BVDV (CASARO et al., 1971; CORIA & McCLURKIN, 1978). Apés a infeccao
de fémeas prenhes, o BVDV é capaz de atravessar a placenta e infectar o feto.
A infeccdo fetal é responsavel pelos maiores impactos econémicos causados
pelo virus (FLORES, 2003). O resultado da infeccédo pré-natal dependera do
periodo da gestacdo em que ela ocorre e o0 biotipo do virus infectante
(OSBURN, 1989; BROWNLIE, 1990).
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A patogenia da infecgéo durante os primeiros 30 dias de gestagao ainda
€ incerta, em nivel de células germinativas e implantacdo embrionaria
(BROWNLIE, 1990). Nesta época, 0 estabelecimento da infeccdo persistente
pode ocorrer, mas é provavelmente um evento raro (PATON et al., 1990).
Neste estagio inicial, poucos casos de infeccdo transplacentaria ocorrem
(WHITMORE et al., 1978), provavelmente porque o contato entre o epitélio
maternal e o trofoblasto ndo é suficientemente intimo (KENDRICK, 1976).
Vérios autores observaram que o BVDV, neste periodo, pode causar queda
nos indices de concepcao, morte fetal ou reabsorcdo embrionaria e infertilidade
temporéaria (McCLURKIN et al., 1979; WHITMORE et al., 1981; GRAHN et al.,
1984; BARLOW et al., 1986; VIRAKUL et al., 1988; PATON et al., 1990; HOUE
et al., 1993).

A infeccdo com o BVDV no periodo entre 37 e 99 dias de gestacéo leva
frequentemente ao aborto (CASARO et al., 1971; MEYLING et al., 1987), mas
também pode causar mumificacao fetal e nascimento de natimortos (SCOTT et
al., 1973; McCLURKIN et al., 1984; BROWNLIE et al., 1989). Mumificacdes
fetais tém sido ocasionalmente encontradas nas infec¢fes induzidas até 107
dias de gestacéo (SCOTT et al., 1973).

De especial interesse epidemioldgico é a infeccéo fetal nos primeiros 90
a 120 dias de gestacdo por cepas NCP que gera animais Pl. Os fetos que
resistem a infeccdo freqientemente se tornam imunotolerantes ao virus.
Podem nascer e se desenvolver normalmente, apesar de alguns nascerem
fracos e morrerem nos primeiros dias de vida. Os animais Pl permanecem
portadores por toda a vida e geralmente ndo apresentam anticorpos contra o
virus. A infeccdo destes animais Pl por cepas citopatogénicas determina o
aparecimento da doenca das mucosas (DM) (LIESS et al., 1984; McCLURKIN
et al., 1984; BROWNLIE et al., 1989; FLORES, 2003).

Infeccdo no periodo aproximado de 110 a 150 dias, pode resultar em
malformacbes ou degeneracdes de oOrgaos fetais (CASARO et al.,, 1971;
BROWN et al., 1973; DONE et al.,, 1980; BAKER, 1987). Nesta fase da
gestacdo, o SNC €& um alvo comum nas infec¢bes pelo BVDV, podendo dar

origem a lesbBes cavitativas ou anomalias anatdbmicas, como hipoplasia
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cerebelar, microcefalia, mielinizacdo deficiente na medula espinhal e, nos
olhos, pode determinar, atrofia ou displasia da retina, catarata, microftalmia,
podendo observar-se ainda, aplasia timica, braquignatismo e retardo de
crescimento que, dependendo de sua gravidade ou localizagdo, podem
ocasionar a morte ou aborto (SCOTT et al., 1973; LIESS et al.,, 1984;
BROWNLIE, 1990; FLORES, 2003).

Aproximadamente apds os 150 dias de gestacédo o feto esta geralmente
apto a desenvolver uma resposta imunoldgica eficaz, sendo capaz de
responder a infeccdo e eventualmente eliminar completamente o virus. Ao
exame do soro fetal (pré-colostral), a presenca de anticorpos neutralizantes
especificos pode ser a Unica alteracdo notavel no recém-nascido (CASARO et
al., 1971; BROWN et al., 1979).

2.3.3 Doencga das Mucosas (DM)

Os animais persistentemente infectados estdo sujeitos a desenvolver
uma sindrome usualmente fatal produzida pelo BVDV, denominada Doenca
das Mucosas (DM) (LIESS et al., 1974). Esta € uma enfermidade com
manifestagdo severa que acomete animais geralmente entre 6 e 24 meses de
idade, levando invariavelmente a morte (BROWNLIE et al., 1984). A doenca
ocorre quando um animal Pl infectado com o virus NCP é superinfectado com o
virus CP “homdlogo”. A estreita semelhanga antigénica dos "pares" de
amostras CP e NCP isoladas de casos de DM foi verificada pela similaridade
nos titulos neutralizantes produzidos pelos pares de amostras (HOWARD et al.,
1987), pela semelhanca nos pesos moleculares dos polipeptideos
imunoprecipitados (POCOCK et al, 1987) e pelo perfil de reatividade
antigénica (CORAPI et al., 1988). Howard et al. (1987) e Corapi et al. (1988)
supdem que a amostra CP de surtos de DM tem origem por mutac¢do do virus
NCP no animal PI.

O surgimento do biotipo CP em casos de DM tem sido explicado por dois
possiveis mecanismos. Um deles é através de rearranjos dos genes
responsaveis pela proteina ndo estrutural NS23, da qual se origina a NS3. O

segundo é pela insercédo de genes celulares no genoma viral (MEYERS et al.,
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1991; QI et al.,, 1992), ou seja, ela teria uma origem enddégena. Uma vez
originada a amostra CP, a partir do virus homoélogo NCP em um animal PI, a
transmissdo horizontal do virus CP para outros animais Pl provocaria o
desencadeamento de surtos de DM dentro dos rebanhos (MEYERS et al.,
1990). Outra possibilidade seria a superinfeccdo com o virus CP originado por
transmissao horizontal. Experimentalmente, superinfeccées com amostras CP
homologas foram produzidas em animais Pl (BROWNLIE et al., 1984; BOLIN et
al., 1985a).

A DM ocorre com baixa morbidade, em torno de 1 a 2% do rebanho e
altissima letalidade (préximo de 100%). E observada com maior freqiiéncia em
bovinos com 6 meses a dois anos de idade e geralmente tem curso agudo,
embora casos crénicos ja tenham sido descritos (FLORES, 2003).

Na forma aguda, a enfermidade se caracteriza por febre (40-41°C),
salivacdo, descarga nasal e ocular, diarréia profusa hemorragica, desidratacéo,
depressdo e morte. Laminite e coronite podem ser vistas. Os animais afetados
apresentam severa leucopenia. Na necropsia observam-se Ulceras e erosdes
em toda a mucosa do trato digestivo. No esofago, essas lesbes apresentam-se
no sentido longitudinal. As papilas ruminais apresentam-se diminuidas de
tamanho. O conteludo intestinal € escuro e aquoso e observa-se enterite
catarral ou hemorrdgica. As placas de Peyer apresentam-se edematosas,
hemorragicas e necréticas (FERREIRA et al., 2008).

A BVD aguda, causada principalmente por BVDV-2 apresenta-se
clinicamente muito semelhante a DM. No entanto, diferencia-se pelos seguintes
aspectos: a DM geralmente afeta um ou poucos animais, e ocorre somente em
animais Pl. Na DM, podem ser detectados os dois biotipos do virus, o
citopatogénico e o nao-citopatogénico. A BVD aguda pelo BVDV-2 geralmente
acomete varios animais do rebanho, e nesse caso apenas a cepa NCP é
detectada. Logo, o isolamento da cepa CP pode ser considerado um marcador
da DM (FLORES, 2003).

Na forma crbnica, menos comum, 0s sinais clinicos séao inespecificos.
Observa-se inapeténcia, perda de peso e apatia progressiva. A diarréia pode

ser continua ou intermitente. Algumas vezes, had descarga nasal e ocular
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persistente. Areas alopécicas e de hiperqueratinizacdo podem aparecer,
geralmente, no pescoco. LesbBes erosivas cronicas podem ser vistas na
mucosa oral e na pele. Laminite, necrose interdigital e deformacdo do casco
podem também ocorrer. Esses animais podem sobreviver por muitos meses e
geralmente morrem apds debilitacdo progressiva (FLORES, 2003; FERREIRA
et al., 2008).

2.4 Situacao da Diarréia Viral Bovina

J4 se passaram mais de 60 anos desde a descricdo inicial de uma
doenca entérica aguda caracterizada por surtos de diarréia e lesées erosivas
do trato digestivo de bovinos (OLAFSON et al., 1946). No inicio da década de
cinglenta o virus foi associado a ocorréncia de uma doenca entérica de alta
mortalidade conhecida como doenga das mucosas, enfermidade fatal sempre
precedida da infec¢éo pelo virus da BVD (RAMSEY & CHIVERS, 1953).

O conhecimento atual da patogenia do virus da BVD mostra que sua
atuacao essencial esta relacionada aos processos reprodutivos de bovinos. Por
isso, considera-se que o maior impacto econémico da infeccdo na pecuaria
deve-se aos problemas reprodutivos que ocasiona (ELLIS, 1995; FLORES,
1997). Além disso, toda a epidemiologia da infec¢do gira em torno da infeccao
fetal, com o nascimento de animais Pl (FLORES, 1997). Atualmente o virus é
bastante conhecido pelas perdas provocadas na pecuaria bovina estando
amplamente distribuido na populacdo mundial (MEYLING et al., 1990; HOUE et
al., 1990, DIEGUEZ et al., 2008).

A quantificacdo exata dos danos apds a infeccdo € bastante dificil, pois
os estudos tém se baseado na ocorréncia de surtos da doenca. Apenas alguns
trabalhos tém avaliado o impacto do virus em alguns rebanhos sem a
ocorréncia de surtos. As perdas podem variar de algumas centenas a milhares
de ddlares em alguns rebanhos (HOUE et al., 1993).

Os estudos observacionais que procuraram investigar a ocorréncia do
virus nos rebanhos tém apresentado resultados bastante controversos.
Segundo McGowan et al. (1993), a presenca do virus da BVD pode ser

associada a perdas embrionarias e, conseqientemente, reducdo nas taxas de
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concepcao dos rebanhos infectados. Animais que soroconverteram no periodo
no qual foram inseminados ou logo em seguida a inseminacao, apresentaram
segundo Virakul et al. (1988), uma reducdo nas taxas de concepc¢do em
comparacao a animais infectados previamente. Rebanhos expostos ao virus da
BVD apresentaram um aumento significativo no risco de retorno ao cio quando
comparados a rebanhos livres da doenca (ROBERT et al., 2004).

Rebanhos onde ocorrem surtos de aborto causados por BVD tém seu
desempenho reprodutivo prejudicado por razbes Obvias. Entretanto, ainda nao
sdo claros os efeitos da infeccdo em animais infectados subclinicamente.
Robert et al. (2004) encontraram uma associagao entre o retorno tardio ao cio e
presenca de vacas previamente expostas ao virus.

Ha também uma associacdo negativa entre a producdo de leite e a
presenca do virus da BVD (LINDBERG, 2003). Bennet et al. (1999a)
encontraram uma associacdo negativa entre vacas nao vacinadas infectadas
pelo virus e a produtividade destes animais, ou seja, a producédo de leite nestes
rebanhos sofreu uma queda de 30% em seu estudo realizado no Reino Unido.
Em outro rebanho de 273 vacas com 40% de prevaléncia, foi observada uma
queda na producao de leite de 7.500 para 5.724 litros, ou seja, cerca de 23%
de reducdo na producdo apdés duas semanas do inicio do surto com o
aparecimento de diversos quadros clinicos agudos durante este periodo
(DAVID et al., 1994).

Fouruchon et al. (2005) estimaram as perdas relacionadas a producéo e
concluiram que na média os custos chegaram a 10,7 Libras Esterlinas para
cada 1.000 litros de leite produzidos. Nos casos mais severos, a perda chegou
a 19,0 Libras Esterlinas para cada 1.000 litros.

Com relacdo ao risco de descarte, David et al. (1994) investigaram a
ocorréncia de BDV em trés rebanhos na Inglaterra e encontraram um aumento
de 11% no descarte involuntario de animais infectados em razdo da
cronicidade da doencga. Em outro estudo, Pritchard et al. (1989) relataram a
morte de 8% dos animais e o aumento de 11% no descarte precoce de animais
com infec¢des agudas da doenca em um rebanho de 183 animais em Norfolk,

Inglaterra. Em outro estudo realizado para avaliar as perdas causadas pelo
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virus, os riscos minimo, médio e maximo de descarte foram calculados, sendo
eles respectivamente 2, 8 e 11% (BENNETT et al.,, 1999b). Em propriedades
onde a doenca é endémica e os animais ndo vacinados, o risco de descarte
involuntério foi na média menor quando comparado aos estudos anteriores, ou
seja, o risco encontrado foi de 2% (MEYLING et al., 1990).

Um trabalho realizado por Tiwari et al. (2005), entre os animais
descartados pela baixa producdo de leite, vacas provenientes de rebanhos
onde o virus estava presente apresentaram um aumento de 1,86 no risco de
descarte quando comparado com animais oriundos de rebanhos onde o virus

da BVD nao se encontrava circulante.

2.4.1 Situacao da Diarréia Viral Bovina no Mundo

Na América do Sul, foi relatada a presenca da BVD em diversos paises.
Na Argentina, Romeno (1968) relatou pela primeira vez um surto de BVD.
Rweyemamu et al. (1990) detectaram uma prevaléncia de animais
soropositivos de 37%, em 1.494 amostras colhidas.

Mufioz et al. (1996), avaliaram a freqiéncia de isolamento de BVDV a
partir de 6rgdos de fetos bovinos colhidos em matadouros. Foi feita cultura
primaria de testiculo de feto, inoculada com homogenado de baco, rim, pulmao
e figado de 52 fetos. A investigacdo do antigeno foi realizada por
Imunofluorescéncia Indireta (IFl), detectando-se BVDV nao citopatico em, pelo
menos, um orgdo em 11 dos 52 fetos (21,2%). Em 2 fetos foi detectado BVDV
citopatico e ndo citopatico e 2 fetos negativos para isolamento revelaram
anticorpos contra o virus. Como as vacinas contra o BVDV na Argentina sao
inativadas, os autores concluem que os isolados séo virus de campo. Dois dos
fetos com isolamento de BVDV apresentaram anticorpos contra o virus. Pinto
et al. (1993), efetuaram ensaio sorolégico em 196 fetos, detectando 2% (4)
positivos para BVDV.

No Uruguai, desde 1974 existem suspeitas clinicas da enfermidade.
Também existem evidéncias sorologicas, histopatoldgicas e
imunohistoquimicas de que a enfermidade surgiu no Uruguai antes de 1980.

Em 1982, no Uruguai, foi realizado um pequeno estudo sorolégico com 71
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amostras de casos suspeitos de BVD onde 66% foram positivas. Esta
percentagem nao estd muito longe do estimado, de acordo com outro estudo
realizado em 1996, cujos resultados preliminares mostraram uma prevaléncia
de 62%. Esta prevaléncia foi estimada mediante a técnica de ELISA para a
deteccado de anticorpos no soro e leite (MAISONNAVE, 1998).

No Chile, Reinhardt et al. (1986) isolaram cepas citopatogénicas e nao
citopatogénicas de BVDV a partir de um surto de doenca das mucosas em
terneiros na regido sul do pais. Estes pesquisadores efetuaram estudo
sorolégico em 40 rebanhos, demonstrando que 100% dos rebanhos estavam
infectados, com prevaléncia de 69,2% de animais soropositivos. Rweyemamu
et al. (1990) detectaram prevaléncia de animais soropositivos para BVDV, de
77%, em 525 amostras provenientes de duas provincias.

Reinhardt et al. (1992) efetuaram isolamento do BVDV e identificagéo
por imunofluorescéncia, inclusive de animais persistentemente infectados.
Segundo Celeddn (1993), a infeccéo de bovinos pelo BVDV no Chile é descrita
desde os anos 1982 e 1984, pela observacdo de lesdes tipicas da forma
entérica, detectada em exames anatomopatolégicos. Atualmente, a BVD esta
oficialmente reconhecida no pais, que ndo dispde de um programa oficial de
controle. Vacinas inativadas sao aplicadas de forma massiva em algumas
zonas da regido sul do pais, concluindo-se serem necessarias mais
informacdes epidemioldgicas, do comportamento patogénico e antigénico das
cepas atuantes nas regifes. Além disso, é preciso dispor de melhores técnicas
de diagnéstico e de vacinas adequadas que permitam maior conhecimento e
controle desta virose no pais.

Celedon et al. (1996) observaram que a prevaléncia de anticorpos
soroneutralizantes para BVD, na regidao metropolitana do Chile, para bovinos
de aptidao leiteira e de corte, foi respectivamente de 60% (258/432) e 82%
(262/305). Isolaram ainda neste estudo, cepa NCP de 5 animais adultos, 14
fetos abortados, 1 natimorto e 3 bezerros. De 99 bovinos aparentemente
sadios, isolaram cepa NCP em 53% (52). Em 238 bovinos suspeitos de serem
Pl1, de 40% isolaram-se BVD.

32



Revisao de Literatura

Riedemann et al. (1996) analisaram 2.864 amostras de soro
provenientes de 12 rebanhos leiteiros da provincia de Valdivia, Chile, contra
BVD, pela técnica de soroneutralizacdo. A soroprevaléncia foi de 50,9% e
100% dos rebanhos estavam infectados. Reinhardt et al. (2001) analisaram 500
amostras de soro bovino provenientes de 50 rebanhos leiteiros da Regido X,
Chile. O objetivo do estudo foi comparar a técnica de soroneutralizacdo (SN)
com o teste de ELISA indireto (ELISA-I) em termos de especificidade e
sensibilidade na deteccao de anticorpos para BVDV. Os resultados mostraram
que a SN detectou 278 amostras positivas, enquanto o teste de ELISA-I
revelou 347 amostras como positivas.

Amostras altamente virulentas do BVDV foram isoladas de surtos
severos de BVD aguda na América do Norte, com mortalidade alta em animais
de varias idades. Trombocitopenia e enfermidade hemorragica foram descritos
em alguns rebanhos (CORAPI et al.,, 1989, ALVES et al., 1996). Foi
demonstrado que as amostras isoladas destes surtos tinham caracteristicas
genéticas e antigénicas distintas das amostras classicas do BVDV. Estes virus
isolados foram entdo classificados como BVDV tipo 2 e as amostras classicas
denominadas de BVDV tipo 1 (PELLERIN et al., 1994, RIDPATH et al., 1994).
Amostras de BVDV tipo 2 tém sido identificadas predominantemente nos
Estados Unidos e Canada, com poucos relatos na Europa (WOLFMEYER et
al., 1997).

O virus estd amplamente distribuido por todo o Continente Europeu; a
prevaléncia em diferentes paises parece variar consideravelmente. A
prevaléncia de rebanhos infectados pode estar entre 70 e 100%, mas também
pode ser menor que 40% (HOUE, 1995). Tem sido demonstrado que ambas as
cepas de BVDV, tipo 1 e 2, estdo circulando no continente (PATON, 1995,
HAMERS et al., 2002).

Em outro trabalho, Luzzago et al. (1999) demonstrou a prevaléncia de
anticorpos para BVDV em rebanho leiteiro no norte da Italia, entre 1995 a 1996.
Um total de 704 amostras de soro de 29 rebanhos ndo vacinados, com
problemas reprodutivos, foi testado pela técnica de soroneutralizacdo. Como

resultado do estudo, 53,3% das amostras foram sorologicamente positivas.
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Mockeliuniene et al. (2004) fizeram um estudo em 147 rebanhos leiteiros
de 27 diferentes regibes da Lituania. Foi diagnosticado BVDV em todas as
regides investigadas. O numero de animais soropositivos variou de 11,9% a
100%. E importante salientar que 29,9% dos rebanhos nédo estavam infectados
com BVDV e em 32,7% dos rebanhos de 70 a 100% de bovinos foram

soropositivos ao BVDV.

2.4.2 Situacao da Diarréia Viral no Brasil

Casos clinicos relacionando o BVDV como provavel agente etiologico
foram descritos por Correa et al., (1968), embora o virus ndo tenha sido isolado
até entdo, nem tdo pouco estudos sorolégicos tenham sido realizados. O
primeiro estudo sorolégico evidenciando a presenca de anticorpos anti-BVDV
em rebanhos brasileiros foi publicado em 1972, no Estado do Rio Grande do
Sul, onde foram detectados 39% de animais soropositivos em 229 soros
examinados (WIZIGMANN et al., 1972).

O primeiro isolamento do virus no pais, a partir do soro de um bezerro
em culturas de células, foi realizado em 1974 no Rio Grande do Sul (VIDOR,
1974). Em seguida, outros estudos sorolégicos e isolamentos virais foram feitos
em outras regibes do pais (ROEHE et al., 1998). Estudos recentes tém
demonstrado que a infeccéo pelo BVDV estd amplamente difundida no rebanho
bovino do Brasil (PITUCO et al.,, 1997; CANAL et al., 1998, BOTTON et al.,
1998 a,b; LOVATO, 1998; FLORES et al., 2000a, b; PINTO et al., 2001; DIAS &
SAMARA, 2003, FLORES et al., 2005).

A analise filogenética de amostras isoladas no pais revela a presenca do
virus dos 2 gendtipos no rebanho brasileiro (CANAL et al., 1998, GIL, 1998),
estas amostras apresentam diferencas genéticas e antigénicas marcantes das
cepas americanas (BOTTON et al., 1998a, FLORES et al. 2002).

Botton et al. (1998b) caracterizaram biologica, antigénica e
molecularmente 19 amostras do BVDV isoladas no Brasil, sendo 11 amostras
isoladas de fetos bovinos, 06 obtidas do sangue de animais clinicamente
saudaveis de rebanhos com problemas reprodutivos e 02 isoladas de casos

clinicos de enfermidade gastroentérica. Dezesseis amostras (84,2%), incluindo
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as isoladas de fetos e dos casos clinicos, pertenciam ao biotipo nao-
citopatogénico (NCP). A replicacdo das outras 03 amostras (15,8%) foi
caracterizada pelo aparecimento de vacuolizacdo e destruicdo progressiva do
tapete celular. A analise das amostras que produziram citopatologia, apés
clonagem, revelou tratar-se de populagbes mistas composta de virus
citopatogénicos (CP) e ndo-citopatogénicos (NCP).

Pinto et al. (2001), analisaram 22 amostras de cérebro bovino, negativos
para raiva e herpesvirus bovino (BHV) por IFI. Dez por cento de homogenado
dos cérebros foram preparados em Meio Minimo Essencial Eagle (MEM) e
inoculado em células de rim bovino (MDBK). Apés a 52 passagem do virus de
BVD em célula, a presenca deste foi investigada por IFI. Como resultado do
estudo, em 2 (9%) dos 22 isolados, observou-se efeito citopatico na 52
passagem. A presenca do antigeno viral foi confirmada por IFI.

Flores et al. (2000a) isolaram o virus de 2 novilhas de rebanhos
diferentes. Um dos animais apresentou enfermidade aguda, o outro animal
desenvolveu enfermidade de longa duracao (sete meses). Os animais afetados
foram necropsiados e fragmentos de tecidos foram coletados para
imunohistoquimica e tentativas de isolamento viral. Antigenos do BVDV foram
identificados e amostras NCP foram isoladas em cultivo celular a partir de
leucdcitos e baco dos animais afetados e identificados por imunofluorescéncia.
A caracterizacdo antigénica e analise filogenética desses isolados, revelou
tratar-se de BVDV tipo 2.

Soros de touros provenientes de 5 Centrais de Inseminacdo Artificial
foram submetidos a técnica de SN, foram encontradas 40,8% (201/493) de
amostras reagentes, com titulos variando de 4 a 8096 (PITUCO & DEL FAVA,
1998). Ja Langoni et al., (1995), em pesquisa realizada em Sao Paulo,
observaram por meio do EIE 39,5% de prevaléncia.

Pituco et al.(1997) estudaram a prevaléncia de anticorpos contra BVD na
regido do Vale do Ribeira, Estado de Sao Paulo. Foram examinadas 425
amostras de soro sangiineo de bufalas com idade a partir de 1 ano,
provenientes de 16 propriedades dos municipios de Registro, Pariqueracu,

Sete Barras, Iguape, Canadéia, Eldorado e Jacupiranga. A técnica empregada
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foi a SN em microplacas. A prevaléncia encontrada foi de 16,2% (69). Em 5
propriedades estudadas (33,3%) ndo foram detectados anticorpos no soro dos
animais e em 11 propriedades, a prevaléncia variou de 3,0% a 85,7%. Em
todos o0s municipios foram identificados animais positivos. Os dados
demonstram a disseminacdo do BVDV em rebanhos bubalinos e que ha
necessidade de maiores estudos para se estabelecer a importancia desta
espécie na cadeia epidemioldgica.

Richtzeinhain (1997) ao realizar estudo sorologico em diferentes estados
do Brasil pela técnica de soroneutralizacdo, observou prevaléncia de 78% em
Sdo Paulo, 84% no Mato Grosso do Sul, 67% no Parana, 71% no Rio de
Janeiro e de 73% no Rio Grande do Sul.

Dias e Samara (2003) analisaram amostras de soro sanguineo e leite
individual de 376 vacas lactantes, ndo vacinadas, provenientes de 10
propriedades localizadas nas regides Sul do Estado de Minas Gerais e
Nordeste do Estado de Sao Paulo. Para a pesquisa de anticorpos contra o
BVDV, utilizou-se o teste de ELISA indireto. Como resultados do estudo, em
todas as propriedades foram encontrados vacas reagentes no soro sanguineo,
cuja frequéncia variou de 12,28 a 100%, num total de 215 animais reagentes
(57,18%). A andlise do leite individual, ndo revelou animais reagentes em 2
propriedades, e nas demais a freqiiéncia variou de 5,26 a 70,83%, num total de
98 animais reagentes (26,07%).

Em Minas Gerais, Figueiredo et al. (1997) avaliaram pela
soroneutralizacdo, a prevaléncia de portadores de anticorpos contra o BVDV
em 287 soros de bovinos de diversas regides, colhidos em matadouro,
encontrando soropositividade entre 61,47% e 75,13% das amostras.

Na regido do Triangulo Mineiro, Mineo et al. (2002) testaram pelo
método ELISA, 2 rebanhos com falhas reprodutivas conhecidas. Ambos os
rebanhos mostraram padréo alto de anticorpos, com 55,8% soropositivos para
BVDV. O rebanho 1 teve um grande niumero de amostras positivas com uma
prevaléncia de 61%. O rebanho 2 apresentou prevaléncia de 45,7%.

Vieira et al. (1999) analisaram 282 amostras de soro bovino

provenientes de 34 rebanhos de bovinos de corte e leite com sinais clinicos de
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infertilidade, coletadas de diferentes distritos de Goias. Cento e oitenta e quatro
amostras foram testadas para BVDV pelo teste de ELISA comercial,
encontrando uma percentagem de 15,8% (29) das amostras positivas. Dentro
dos 25 municipios de Goiés, 52% (13) tiveram amostras positivas e dentro 0os
rebanhos, 47,1% (16) tiveram no minimo um animal positivo.

Na regido de Goiania, Guimaraes et al., (2000) compararam as técnicas
de Elisa e soroneutralizacéo ao testar 207 amostras de soro bovino criados em
regime semi-intensivo, encontraram 54,11% de soropositividade na regido
estudada e ndo houve diferenca estatistica significativa entre as técnicas.

Em 10 municipios de Goias, Brito et al. (2002) analisaram 452 amostras
de soro de 37 rebanhos de bovinos de leite, com problemas reprodutivos, ndo
vacinados contra BVDV. Foram utilizados 2 testes sorolégicos: o teste de
ELISA de bloqueio comercial e a técnica de soroneutralizacdo (SN). Do total
das amostras, 35,2% foram soropositivas no ELISA enquanto 34,5% foram
soropositivas no teste de SN. Setenta por cento dos rebanhos e 80% dos
municipios apresentavam no minimo um animal soropositivo.

Pellegrin et al. (1997), em uma propriedade localizada no Pantanal, MS,
coletaram 153 amostras de soro de matrizes Nelore de forma aleatéria, onde
estas amostras foram testadas para a presenca de anticorpos
soroneutralizantes para o BVDV. Os resultados mostraram 43,6% de reacoes
positivas ao teste.

No Rio Grande do Sul, Krahl et al. (1997), pesquisaram anticorpos para
BVD em 1.823 soros de bovinos, pela técnica de soroneutralizacéo.
Encontraram 23,4% amostras soropositivas, sendo que das 265 propriedades
examinadas, 45,3% (171) apresentaram animais reagentes.

Canal et al. (1998) obtiveram amostras de soro de 430 bovinos,
provenientes de 19 propriedades do Rio Grande do Sul e 1 propriedade de
Corrientes, Argentina, para a deteccdo de anticorpos para BVDV. Para andlise,
foi desenvolvido um teste de ELISA baseado em antigenos derivados da cepa
BVDV genotipo 1 isoladas na Suiga. Com isso, foram constatados anticorpos
em 56% dos soros testados para BVDV, indicando que no Brasil a prevaléncia

de infec¢cdo com o BVDV é similar & encontrada na Europa e EUA.
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Vilela et al. (2003), analisaram 260 amostras de soro bovino, de 20
propriedades pertencentes a 11 municipios do sul do Rio Grande do Sul, com
histérico de problemas reprodutivos. As amostras foram testadas pela técnica
de soroneutralizacdo, mostrando uma prevaléncia de 38,9% (101).

Vilela et al. (2004) analisaram 254 amostras de soro bovino de 16
propriedades de sete municipios da Regido Sul do RS. O monitoramento
sorologico foi feito pela técnica de soroneutralizacdo. Das 218 amostras
testadas para BVDV, 70,18% (153) foram soropositivas.

Em outro estudo, Storch et al. (2004) fizeram um levantamento das
inseminacdes artificiais realizadas no municipio de Pelotas/RS, em um plantel
de vacas leiteiras da raca Holandesa, registrando-se o percentual de retorno ao
cio. Ao mesmo tempo, amostras de sangue foram examinadas no Laboratorio
de Virologia e Imunologia da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), pela
técnica de SN, constatando a presenca de anticorpos para BVDV. Com o0s
dados obtidos na sorologia, associado aos sinais clinicos, chegou-se ao
diagnéstico presuntivo de BVD. A relacéo entre as inseminacdes e concepcdes
com a porcentagem de retorno ao cio foram respectivamente: 1997 de 12:11
(8.34%); 1998 de 24:20 (16.67%); 1999 de 63:48 (23.81%); 2000 de 82:47
(42.69%); 2001 de 71:40 (43.67%); 2002 de 84:39 (53.58%) e em 2003 de
102:38 (62.75%).

Schmitz (2006) testou 654 bidpsias de tecidos cutaneos da orelha de
bovinos e 161 fetos bovinos abortados pela técnica da imunohistoquimica
(IHQ). Concomitantemente foram avaliados também pela necropsia, histologia
e IHQ, 21 casos ocorridos entre 1996 a 2005, remetidos ao Setor de Patologia
Veterinaria (SPV) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Na IHQ a
marcacao positiva do antigeno viral foi evidenciada principalmente na pele,
cérebro, cerebelo, intestino delgado, linfonodos e bago. A prevaléncia de casos
de BVDV representou 23,8% do total de 21 bovinos suspeitos necropsiados e
1,86% de fetos abortados.

Quincozes et al., (2007) estimaram a prevaléncia e determinaram o0s
principais fatores associados a infeccdo pelo BVDV no rebanho bovino dos

municipios de Santa Vitdria do Palmar e Chui, na regido sul do estado do Rio
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Grande do Sul. Amostras de soro foram submetidas a prova de SN. Estas
foram coletadas em 85 propriedades, cujos animais apresentavam ou nao
sinais clinicos de infeccdo pelo BVDV. Das 1.734 amostras de soro analisadas,
1.150 (66,32%) foram positivas com a detecgdo de bovinos sorologicamente
positivos em 70 (82,35%) propriedades. Dentre os fatores avaliados,
exploracdo mista, criacdo extensiva, realizacdo de ordenha mecanica, uso de
inseminacao artificial ou de inseminacao artificial associada a monta natural,
uso de piquete de paricdo, auséncia de assisténcia veterinaria e idade,
apresentaram significancia estatistica (P<0,05) associada a soropositividade.
Os resultados obtidos demonstram a expressiva disseminagdo do BVDV no
rebanho bovino dessa regido do Rio Grande do Sul.

Pilz et al., (2007) na regido dos Campos Gerais do estado do Parana
utilizou a técnica da RT-PCR para a deteccéo da regidao 5’ UTR do genoma do
virus da diarréia viral bovina (BVDV) em pools de soros sanglineos
provenientes de um rebanho, constituido por 226 animais, que apresentava
distarbios da reproducdo. Com o estudo identificou-se 11 vacas lactantes e 12
bezerros em amamentacdo positivos. Para a identificagdo de animais
persistentemente infectados (PI) entre os 23 positivos na primeira avaliacao,
realizou-se a segunda colheita de soros sanguineos, trés meses depois. A RT-
PCR das amostras individuais de soro revelou resultado positivo em cinco
bezerros. Em dois, foi possivel isolar o BVDV em cultivo de células MDBK.

Na regido Nordeste o primeiro estudo soroldgico foi realizado por Ribeiro
et al., (1987) no estado da Bahia, que registraram prevaléncia de 14,64% pela
técnica de soroneutralizacdo. Em Pernambuco, Castro et al.,, (1993)
encontraram prevaléncia de 70% pela técnica da soroneutralizacdo. Em 1994,
Castro et al., na regido de Garanhuns (PE) no ano avaliaram a ocorréncia de
BVD em bezerros de até 1 ano de idade, com e sem sintomatologia
respiratéria, por amostragem pareada, pela prova de soroneutralizagdo. Dentre
0s 27 bezerros afetados por broncopneumonia, 5 soroconverteram para BVD,

engquanto que no grupo dos aparentemente sadios, ndo houve soroconversao.
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No estado do Sergipe, Melo et al., (1997) estimaram prevaléncias para o
BVDV que variou de 58,23 a 71,18%. Existem indicios que este estado nao se
adota como conduta preventiva o uso de vacina contra BVD

Noronha et al. (2003), coletaram sangue de 156 bovinos, de 1 a 4 anos
de idade, de 8 propriedades de diferentes municipios da Bahia, sem
diagndstico prévio ou antecedentes de vacinacdo contra BVDV. Foram também
obtidas 64 amostras do matadouro local, de outros 3 municipios diferentes. O
teste utilizado para analise das amostras foi a técnica de soroneutralizacao. O
teste demonstrou que 56% (123) das amostras foram positivas e 44% (96)
negativas. A distribuicdo dos titulos de anticorpos soroneutralizantes (TSN),
mostrou que 82% das amostras apresentaram TSN de até 512, enquanto que
18% apresentaram TSN maiores que 512. Neste trabalho também foi feito
isolamento viral a partir da fracdo leucocitaria e de secre¢des nasais em células
MDBK. Do total de 220 bovinos, 145 animais foram utilizados para o isolamento
viral. Foi confirmada a presenca do virus em 4 bovinos aparentemente sadios e
de 1 bezerro com sinais clinicos respiratorios. Os 5 isolados ndo apresentaram
efeito citopatico nos cultivos celulares. A presenca do antigeno viral foi
confirmada por IFI.

A deteccao de animais persistemente infectados (PI) em rebanhos com
grande numero de cabecas € dificil. Os Pl sdo usualmente pouco numerosos e
sua identificacdo requer que sejam testados essencialmente todos os animais
do rebanho. O primeiro levantamento feito buscando identificar animais Pl em
um namero relativamente grande de animais foi realizado por Oliveira et al.,
(1996). Na ocasido, foram testados 2.186 soros, sendo isolado virus de 2
amostras, o que corresponde a uma taxa de 0,26% de animais Pl. No entanto,
outros levantamentos sdo necessarios para que se possa ter uma idéia precisa
da prevaléncia de infec¢gBes persistentes nos rebanhos no Pais.

Em outro estudo, foi detectado o virus em um lote de neonatos
persistentemente infectados enviados ao matadouro, em que 15 de 40 animais
apresentavam viremia no momento da coleta das amostras (OLIVEIRA et al.,
1996). Esta situacdo é clara, e consistente com a patogenia de infec¢des pelo

BVDV adquiridas durante a gestacao, onde grupos de animais prenhes, que
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ndo tenham tido contato prévio com o virus ou ndo tenham sido imunizados,
sdo expostos a infeccdo durante a gestacdo. Nessa populacdo alvo, a
introducé@o do virus traz invariavelmente consequéncias desastrosas (ROEHE
et al., 1998). No entanto, Botton et al. (1998a) mencionaram a deteccdo de
virus em 0,78% e anticorpos em 1,36% de uma amostra de 1.396 soros fetais
coletados em matadouro. Estas taxas seriam certamente suficientes para

garantir a perpetuacao da infeccdo nos rebanhos.

2.5 DIAGNOSTICO

Deve-se suspeitar da infeccdo pelo BVDV, sempre que houver perdas
embrionarias, abortos, malformacdes fetais, nascimento de animais fracos,
morte perinatal. Além disso, casos de doenca entérica e/ou respiratdria com
componentes hemorragicos, além de erosdes e ulceracdes no trato digestivo
também sdo sugestivos da infeccdo pelo BVDV (FLORES, 2003).

Os materiais de eleicdo para o diagnéstico da infeccdo pelo virus da
BVD devem ser. sangue, soro sanguineo, orgaos (baco, timo, intestino,
intestino e linfonodos), fetos e envoltdrios fetais (placenta e placentomas), além
de 6rgéos ou tecidos com lesdes macroscopicas (FLORES, 2003).

Existem varias técnicas de diagnostico U(teis na deteccdo da
enfermidade que podem ser divididas em dois grandes grupos: o método direto
e 0 método indireto. O primeiro se baseia na detec¢do do antigeno viral e o
segundo determina a resposta imune do tipo humoral do hospedeiro frente a
acao do agente etioldgico (REINHARDT et al., 2001).

A identificacdo do virus pode ser feita por diferentes métodos, como as
técnicas de soroneutralizacdo, imunofluorescéncia (IFA), imunoperoxidase
(IPX), reacdo de polimerase em cadeia (PCR) e ensaio imunoenzimatico
(ELISA) (ROEHE, 1996; SANDVIK, 1999; GUIMARAES et al., 2000; DIAS &
SAMARA, 2003; PILZ, 2005). Em geral, a totalidade dos métodos diagnosticos
utilizados nos laboratorios para o estudo da BVD requer, para um resultado
satisfatorio, uma correlacao apropriada de amostras, bom material de trabalho,

transporte e processamento adequado (FAO,1985).
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O teste padrao de diagnostico do BVDV é a técnica de soroneutralizacao
gue consiste no isolamento do agente em cultivos celulares seguidos da
identificacdo por imunofluorescéncia e/ou imunoperoxidase (FAO, 1985;
FLORES, 2003). Segundo Duffel e Harkness (1985), esta prova diagnéstica
apresenta a limitacdo de nao detectar baixas taxas de anticorpos como no caso
de animais virémicos imunocompetentes, a necessidade de laboratorios
equipados e de pessoal treinado. Além disso, a técnica é demorada o que
impede resultados rapidos, requerendo de varios dias a algumas semanas para
obtencao dos resultados (RUTH, 1986).

Atualmente, os testes imunoenziméticos (EIE) tém sido utilizados para a

deteccao rapida de antigenos e anticorpos (SANDVIK, 1999).

2.5.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Esta técnica descrita por Engval e Perlmann (1971), expresso pela sigla
ELISA (Enzyme Linked Imuno Sorbent Assay) € utilizada para a deteccao de
pequenas quantidades de antigenos/anticorpos, que geralmente ndo sao
detectaveis pelos métodos convencionais. Apresenta a caracteristica de alta
sensibilidade e especificidade e rapidez na sua execucgdo. ISso permite o
estudo de grandes populacbes em curto espaco de tempo, e em laboratérios
de rotina (DINTER, 1989). A identificacdo de antigenos/anticorpos € baseada
em reagcdo enzima-substrato que produz uma mudanca de cor e a leitura
espectrofotométrica evita resultados subjetivos. Os erros técnicos pela
utilizacdo de "kits" comerciais sdo minimos, uma vez que as variaveis sao
padronizadas para que os parametros medidos, ndo se alterem (DUBOVI,
1990). A técnica de ELISA apresenta sensibilidade equivalente ao método do
isolamento viral (OIE, 2000).

2.6 CONTROLE E PROFILAXIA

A escolha das estratégias mais adequadas para controle e profilaxia da
infeccdo pelo BVDV, dependem basicamente das condicOes especificas de
cada rebanho (HOUE, 2003). Em geral, essas estratégias consistem na

prevencdo da entrada de animais Pl, deteccdo e eliminacdo destes das
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propriedades, além da utilizacdo de vacinas (VAN OIRSCHOT, 1999; FULTON
& BURGE, 2001). Entretanto, as Unicas abordagens que tém sido bem
sucedidas na reducdo do impacto decorrente da infeccdo pelo BVDV, séo
aquelas onde se da énfase as medidas de biosseguranca em geral, com ou
sem o uso de vacinas (LINDBERG, 2003).

Nos Estados Unidos, as primeiras vacinas contra o BVDV surgiram na
década de 60, sendo que, atualmente, estdo disponiveis mais de 160 vacinas
comerciais contendo imunégenos do virus (RIDPATH, 2003b). O objetivo
principal da vacinacdo é a prevencdo da infeccdo transplacentaria e
consequentemente as perdas reprodutivas e a geragdo de animais Pl (VAN
OIRSCHOT, 1999; LINDBERG, 2003). Apesar dos esforcos para a producao
de vacinas que atendam esse requisito e dos programas de controle da
enfermidade implantados nos Estados Unidos e Europa, o BVDV ainda
continua sendo responséavel por perdas econémicas significativas a pecuéria de
corte e leite em todo o mundo (HOUE, 2003; RIDPATH, 2003b).

As vacinas mais utilizadas contra o BVDV, geralmente incluem
preparacdes inativadas do virus (vacinas mortas) ou cepa(s) atenuadas
(vacinas vivas modificadas) (VAN OIRSCHOT, 1999; LINDBERG, 2003).

Programas de controle e erradicacdo da infeccao pelo BVDV sem uso de
vacinas tém sido implantados em alguns paises europeus. Esses programas
baseiam-se na identificagdo de rebanhos infectados e certificagdo de rebanhos
livres, seguidos do descarte dos animais Pl das propriedades positivas
(LINDBERG & ALENIUS, 1999). Rebanhos que possuem animais Pl podem ser
identificados por sorologia, ja que a presenca do virus resulta na auséncia de
anticorpos nos Pl e altos niveis de anticorpos nos animais que foram infectados
(HOUE, 1995).

A prevencdo da infeccdo pré-natal e nascimentos de animais PI
constituem a base do controle da doencga o qual implica em um restrito controle
de vacas maes e filhos. Bovinos que nascem PI representam um fator de
perpetuidade do virus no rebanho, consequientemente é importante a sua
deteccdo e remocdo do plantel. Uma eficiente estratégia para o controle da

doenca depende do conhecimento epidemiolégico desta, do estado
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imunolégico do rebanho, principalmente para o feto ou terneiro, e de um
diagnéstico confiavel (BROWNLIE, 1990; MOERMAN et al., 1993; SANDVIK,
1999).

Segundo Brock (2003), o virus da BVD é Unico capaz de causar
infeccbes persistentes em fetos expostos nos primeiros 150 dias de gestacéo.
Prevenindo as infeccbes fetais, podemos ter um melhor controle da doenca.
Esta habilidade unica do BVDV em causar as infec¢des persistentes permite ao
virus realizar mutacbes continuas e variagcdes antigénicas dentro das
populacdes bovinas. Por essa razdo, o BVDV difundiu-se rapidamente trazendo
prejuizos econémicos devido a doencas respiratdrias, reprodutivas e entéricas.

As vacinac¢fes fornecem alguma protecdo para a forma aguda, porém,
programas de vacinacdo nao podem, por si, controlar ou eliminar BVDV
(BROCK, 2003). Tanto vacinas vivas atenuadas como vacinas inativadas estao
disponiveis (BROWNLIE et al., 1995, CORTESE et al., 1998). O alvo primario
das vacinacdes € a prevencao das infeccdes congénitas, mas somente poucas
vacinas tém mostrado este nivel de protecdo (VAN OIRSCHOT et al., 1999).

As vacinas atenuadas ou vivas modificadas, geralmente contém
amostras do virus que sao capazes de replicar no hospedeiro. Entre as
principais vantagens do uso dessas, estd a capacidade de inducdo de uma
resposta imunoldégica mais sélida e duradoura que vacinas inativadas (VAN
OIRSCHOT, 1999, ARENHART et al.,, 2008). Isso foi demonstrado em um
trabalho em que anticorpos neutralizantes contra 12 isolados do BVDV foram
detectados 18 meses apOs imunizacdo com uma Unica dose de uma vacina
gue continha a cepa NADL do BVDV atenuada (CORTESE et al., 1998).

A grande maioria das vacinas utilizadas na profilaxia e controle da
infeccdo pelo BVDV nédo sédo eficazes na prevencdo da infeccao
transplacentaria e a consequente geragdo de animais Pl. Nesse sentido, o uso
de vacinas atenuadas parece ser uma boa alternativa (ARENHART et al.,
2008), visto que ja foi demonstrada a protecao fetal completa em ovinos frente
ao desafio, apés duas imunizagcbes com amostras do BVDV-1 e BVDV-2

atenuadas experimentalmente (BRUM et al., 2002).
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As vacinas vivas quando usadas de forma inadequada, tém sido
associadas com lesdes de ovario (GROOMS et al., 1998), supresséao imune e
doenca das mucosas (BOLIN, 1995). Também tem sido discutido que
vacinagfes inapropriadas promovem a propagac¢do do virus, o que ocorre
predominantemente em paises que usam vacinas vivas. Embora vacinas
inativadas ndo tragam este problema, elas induzem uma resposta imune mais
breve. Um dos maiores prejuizos com as vacinacdes é a necessidade de
aplicacdes repetidas, e, isto muitas vezes ndo é feito (CARRUTHERS &
PETRIE, 1996).

Diversos trabalhos tém demonstrado a incapacidade de vacinas
inativadas em conferir protecdo fetal completa em bovinos. As taxas de
protecdo obtidas variam entre 25% a 64% (HARKNESS et al., 1985); 83%
(BROWNLIE et al., 1995), até 86% (McCLURKIN et al., 1975).

Lima et al., (2005), estudaram os titulos e a duracdo de anticorpos
neutralizantes contra o BVDV induzidos por uma vacina experimental atenuada
em bovinos e compararam com os induzidos por trés vacinas comerciais
inativadas. Os resultados obtidos demonstram que a vacina experimental
atenuada induziu titulos de anticorpos significativamente superiores, mais
duradouros e com maior espectro de reatividade do que as vacinas comerciais.
Esses resultados associados a outro estudo realizado por Lima et al., (2004)
sdo promissores no sentido da utilizacdo dessas amostras na formulacédo de
vacinas atenuadas para o controle da infec¢ao pelo BVDV no Brasil.

No Brasil, s6 sdo comercializadas vacinas inativadas, contendo cepas
norte americanas do BVDV. Estudos prévios demonstraram que essas vacinas
induzem niveis baixos de anticorpos neutralizantes em ovinos e bovinos,
principalmente frente a amostras brasileiras do BVDV-2. Além disso, essas
vacinas foram incapazes de prevenir a infeccao fetal em ovelhas previamente
imunizadas (VOGEL et al., 2002).

O trabalho realizado por Flores et al. (2000b) caracterizando as cepas
virais com AcMs, mostrou diferencas estruturais existentes nas proteinas do
virus. A auséncia de homologia entre estas cepas leva a crer que as vacinas

possam nao estar funcionando, por serem produzido com cepas padrdoes ou
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isolado de outros paises. Isso € muito importante ndo s na vacinagdo como
também na interpretacdo do diagnostico. Animais vacinados nao estariam
devidamente protegidos e o0 uso de cepas padrdes no diagnostico pode estar
mascarando a verdadeira situacao da doenca nos rebanhos. Portanto, vacinas
elaboradas com cepas padrdes nao protegem suficientemente, por diferirem
antigenicamente das cepas isoladas regionalmente. Estes resultados
demonstram que testes de soroneutralizacdo utilizando virus de apenas um
genotipo podem resultar em um numero significativo de falsos negativos,
indicando a necessidade da formulagcdo de vacinas com amostras locais do
BVDV e/ou contendo virus dos dois genatipos.

A decisdo entre o uso ou ndo de vacinas para o controle das infec¢des
pelo BVDV deve ser realizado de acordo com as condi¢cdes especificas de
cada propriedade, além da avaliacdo do custo-beneficio (LINDBERG, 2003).

No Brasil, ndo existe um programa especifico de controle do BVDV.
Assim, o uso de vacinas vem sendo realizado indiscriminadamente,
comprometendo a interpretacdo dos testes sorologicos, uma vez que 0S
anticorpos vacinais ndo podem ser diferenciados daqueles induzidos pela
infeccdo natural. No Brasil, devido a falta de um controle oficial sobre a venda e
a aplicacdo de vacinas, o uso acontece de forma indiscriminada. Além disso,
ha estudos demonstrando que o uso de vacinas pode dar uma falsa sensacao
de seguranca em relacdo a uma determinada enfermidade, promovendo um

comportamento de risco por parte dos produtores.
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 Regido

O Estado do Maranhdo ocupa uma area territorial de 331.983,293 km?,
localizado a Noroeste da Regiao Nordeste. Limita-se ao Norte com o Oceano
Atlantico, Sul e Sudoeste ao Estado do Tocantins, Leste e Sudeste com o
Estado do Piaui e ao Oeste com o Estado do Para, possui 217 municipios com
uma populacdo estimada em 6.103.327 habitantes. O efetivo de rebanho
bovino é de 6.609.438 cabecas, sendo aproximadamente 9.45% de exploracao
leiteira (IBGE, 2007).

O rebanho leiteiro € composto de animais das racas Girolanda,
Holandesa e mesticos de Holandesa com um efetivo de aproximadamente
625.000 cabecas, das quais 25% (156.250) estdo em producao por um periodo
médio de seis meses, com uma producdo mensal média de 270.000.000 litros
de leite (INAGRO, 2007).

3.2 Propriedades

A bacia leiteira do Estado do Maranh&o é constituida pelas regionais da
Ilha de Sdo Luis (municipios de Paco do Lumiar, Raposa, Sdo José de
Ribamar e Sao Luis), Imperatriz (Amarante, Imperatriz, Jodo Lisboa, Lageado
Novo, Porto Franco, Sdo Joao do Paraiso e Senador La Roque), Acailandia
(municipios de Acailandia, Cidelandia e Sao Francisco do Brejao), Pedreiras
(Bernardo do Mearim, lgarapé Grande, Pedreiras e Trizidela do Vale) e
Bacabal (municipios de Bacabal, Bom Lugar, Lago Verde, Olho d’Agua das

Cunhas e Sao Luis Gonzaga), (Fig. 1).
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FIGURA 1. Mapa do Estado do Maranhdo com as principais regionais
produtoras de leite.

Foram realizados sorteios para selecionar quais propriedades seriam
amostradas e estas deveriam apresentar pré-requisitos como, sistema de
criacdo semi-intensivo, niumero igual ou superior a 20 animais e sem histérico
de vacinacdo anterior para BVD. Na determinagédo do tamanho da amostras
utilizou-se a formula proposta por Stevenson (1981), como especificada abaixo:

n=_22P.q
e2
Onde: n = Tamanho da amostra;

Z = Nivel de confianca (1,96);
P = Prevaléncia esperada;

q = (100-p)

e = margem de erro admitida.
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Para se estabelecer o tamanho da amostra, foi adotado, como valor de
referéncia, a prevaléncia observada por Castro et al. (1993), que foi de 70%, no
estado do Pernambuco, considerando-se uma margem de erro (e) de 3% e um

nivel de confianca (Z) (95%).

Z = 1,96 (95%);
P = 70%,;
q=30

e = 4%.

Logo: n= 1,96°. 70. (100-70) — N= 896 amostras
3 2

Assim, foi realizado o ajuste da amostra para 920.

3.3 Coleta das Amostras

Foram coletadas 920 amostras de sangue de animais, pertencentes a 92
propriedades do estado do Maranhdo. As amostras foram provenientes de
fémeas bovinas de aptidao leiteira estratificadas em trés faixas etarias: estrato-I
(até 3anos), estrato-2 (entre 3 a 7 anos) e estrato-3 (>7 anos), apresentando ou
nao sinais clinicos de infec¢do pelo BVDV. A porcentagem de animais dentro
de cada faixa etéria foi definida de acordo com os dados obtidos por Brownlie
(1990), que indicaram que a prevaléncia € maior em animais adultos. Com
base nesta caracteristica, foram coletadas 20% das amostras para animais até
03 anos, 60% para animais entre 03 a 07 anos e 20% para animais acima de
07 anos. O numero de amostras coletadas foi igual para todas as propriedades.
A distribuicdo das propriedades e o numero total de amostras encontram-se

listado na tabela 1.
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TABELA 1. Distribuicdo das regionais com seus respectivos municipios, bem
como, o numero de amostras/propriedade, Maranh&o, 2008

Regional Municipios N_°de N® de
Propriedades Amostras
Acailandia 4 40
Acailandia Cidelandia 4 40
S&o Francisco do Brejao 4 40
Bacabal 4 40
Lago Verde 4 40
Bacabal Olho D'agua das Cunhas 4 40
Séo Luis Gonzaga 4 40
Bom Lugar 4 40
Paco Lumiar 4 40
Ilha de Séo S&o José de Ribamar 4 40
Luis S30 Luis Gonzaga 4 40
Raposa 4 40
Amarante 4 40
Imperatriz 4 40
Joéo Lisboa 4 40
Imperatriz Lageado Novo 4 40
Porto Franco 4 40
S&o Joao do Paraiso 4 40
Senador La Roque 4 40
lgarapé Grande 4 40
Pedreiras Bernardo do Mearim 4 40
Pedreiras 4 40
Trizidela do Vale 4 40
TOTAL 92 920

As coletas foram realizadas nos meses de fevereiro a julho de 2008. O
sangue foi coletado pela puncdo da veia jugular, com agulhas descartaveis e
sistema de vacuo, em tubos esterilizados e siliconizados, os quais foram
deixados em posicao inclinada até a retracdo do coagulo e liberacdo do soro
e encaminhados sob refrigeracéo ao Laboratorio de Virologia da Universidade
Estadual do Maranhdao (UEMA). O soro foi separado do sangue total por
centrifugacdo a 2.000 rpm, durante 15 minutos. As amostras foram
acondicionadas em ampolas tipo Eppendorf (Fig. 2) e estocadas a -20° C até

a realizacado dos testes sorologicos.
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FIGURA 2. Fotografia da coleta de sangue, acondicionamento e
processamento das amostras de soro sanguineo de fémeas bovinas leiteiras:
(a) puncéo da veia jugular, (b) tubos vacutainer siliconizados com amostras de
sangue, (c) material para obtencdo das amostras de soro, (d) tubos eppendorf
com amostras de soro em duplicata.

3.4 Analise das Amostras

A detecgéo qualitativa de anticorpos contra BVD foi realizada mediante a
técnica de ELISA, conforme descrito por Chu et al. (1985) e Howard et al.
(1985) utilizando o “Kit” (CHEKIT BVD — SERO - Dr. BOMMELI AG / Liebefeld
— Bern — Swiss) comercial de ELISA indireto (I-ELISA), no Laboratério de
Virologia da UEMA. (Fig.3). As amostras foram analisadas em duplicata e,
aguelas que apresentaram resultados suspeitos foram retestadas. A leitura
espectofotométrica das placas de ELISA foi realizada no Laboratério de
Imunofisiologia da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) utilizando-se
uma leitora modelo Multskan EX Lodysisten.
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FIGURA 3. Fotografias da técnica de ELISA-indireto para identificacdo de
anticorpos anti-BVDV: (a, b, c) sensibilizacdo da placa de poliestireno com o
diluente da amostra; (d, e, f) adicdo dos controles positivos e negativos; (g)
adicéo dos soros a serem testados; (h) placas sensibilizadas com os respectivos
soros e incubada em camara Umida; (i) lavagem da placa de poliestireno ap6s a
incubacdo; (j, I) adicdo do conjugado; (m) placa na leitora de ELISA apds a
adicao do substrato e da solucao de parada.

A interpretacdo dos resultados foi determinada pelo calculo da razéo das
densidades o6pticas (OD) das amostras testadas com relacdo ao controle
positivo, utilizando um filtro com comprimento de onda de 450 nm, como

mostra a férmula abaixo:
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A/P = Amostra A 450 — NCx A 450
PCx A 450 — NCx A 450

Amostras com razdo A/P < 0,200 OD foram classificadas como
negativas, razao entre 0,200 > OD < 0,300 suspeitas e valores de OD > 0,300
positivas. Para que o teste fosse validado era necessario que a diferenca das
meédias dos controles positivos e negativos fosse > 0,150 OD e a média dos

controles negativos < 0,250 de densidade Optica.

3.5 Fatores de Risco

Para cada propriedade foi aplicado questionario epidemiolégico com o
objetivo de relacionar possiveis fatores de risco associados ao BVDV,
conforme descritos nos apéndices A e B. Os fatores de risco analisados nas
propriedades foram: tipo de ordenha, inseminacao artificial, aborto, presenca

de ovino-caprinos e suinos, aquisicdo de animais, assisténcia veterinaria.

3.6 Analise Estatistica

Para o calculo da frequéncia dividiu-se 0 numero de animais
sorologicamente positivos pelo nimero de animais amostrados, utilizando-se
andlise estatistica descritiva por meio de distribuices absoluta e relativa. A
prevaléncia observada no estudo foi calculada pela razdo da somatéria do
namero de animais soropositivos e suspeitos multiplicado por 100 e dividido
pelo nimero de animais testados.

Para o estudo da associacdo entre a soropositividade e fatores de riscos
analisados, utilizou-se estatistica por meio do teste Exato de Fisher ou, teste
Qui-quadrado de independéncia, quando as condi¢des para o teste Exato de
Fischer ndo foram verificadas. O nivel de significancia utilizado na decisdo dos
testes estatisticos foi de 5% (0,05) e obtiveram-se o0s intervalos com
confiabilidade de 95%. O programa utilizado para a obtencdo da analise foi o
Instat 2.0 verséo 2003 e o Epinfo 3.43 versao 2007.
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4 RESULTADOS
Das 920 amostras analisadas, 65,65% (n=604) foram reagentes, 3,80%
(n=35) suspeitas e 30,54% (n=281) ndo reagentes (Fig. 4).

/ 30,54%

3,8%

positivos ®suspeitos ™ negativos

FIGURA 4. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas da bacia Leiteira do estado do Maranh&o, 2008.

Com relagéo as cinco regionais que compdem a bacia Leiteira do Estado
do Maranhéo, obtiveram-se frequéncias de 67,5% (n=108), 53,57% (n=150),
80% (n=96), 63,75% (n=102) e 74% (n=148) para as regionais da llha de S&o
Luis, Imperatriz, Acailandia, Pedreiras e Bacabal, respectivamente (Fig. 5).
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FIGURA 5. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras nas regionais da llha de S&o Luis,
Imperatriz, Agailandia, Pedreiras e Bacabal, 2008.
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Do total de 23 municipios amostrados, em 100% foram registrados
animais reagentes. O numero de amostras foi igual para todos os municipios. O
municipio de Lageado Novo, pertencente a Regional de Imperatriz apresentou
0 menor percentual de amostras reagentes, 7,5% (n=3), enquanto Lago Verde,
da Regional de Bacabal apresentou o maior percentual, 97,5% (n=39) (tab.2).

TABELA 2. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras pertencentes a 05 regionais da Bacia
Leiteira do Estado do Maranh&o, 2008

. Nao
Regionais Municipios N°de  Reagentes SUSpeItos p,oontes
Amostras

n % n % n %
Paco do Lumiar 40 19 475 3 7,5 18 45,0
llha de Sao Sao Luis 40 27 675 2 5,0 11 275
Luis Séo José de 40 28 700 2 50 10 250

Ribamar

Raposa 40 34 85,0 1 2,5 5 125

Amarante 40 22 55,0 0 0 18 45
Imperatriz 40 26 65,0 1 2,5 13 325
_ Jodo Lisboa 40 26 65,0 4 10 10 25,0
Imperatriz Lageado Novo 40 3 75 1 25 36 90,0
Porto Franco 40 15 375 1 2,5 24 60,0
Sao Joao do Paraiso 40 34 85,0 2 5,0 4 10,0
Senador La Roque 40 24 60,0 2 50 14 35,0
Acailandia 40 32 80,0 4 1000 4 10,0
Acailandia Cidelandia 40 31 775 2 5,0 7 17,5
Sdo Francisco 40 33 85 3 75 4 100

Brejao

Bernardo do Mearim 40 35 875 0 0,0 5 125
Pedreiras lgarapé Grande 40 22 550 1 25 17 425
Pedreiras 40 29 725 2 5,0 9 225
Trizidela do Vale 40 16 40,0 1 2,5 23 57,5
Bacabal 40 31 775 1 2,5 8 20,0

Bom Lugar 40 25 625 0 0,0 15 0,0

Bacabal Lago Verde 40 39 975 1 2,5 0 0,0

Olho D'agua das 40 25 625 0 00 15 0,0

Cunhas

Sdo Luiz Gonzaga 40 28 70,0 1 25 11 275
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O intervalo de variacdo no percentual de animais reagentes entre os

%

municipios foi de 7,5% a 97,5% (Fig.6).

Positivo
Suspeito
Negativo

56 7 8 910111213141516 17 18 19 20 21 22 23

FIGURA 6. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras em 23 municipios da bacia leiteira do
estado do Maranhéo, 2008.

Das 92 propriedades testadas contra o BVDV, em 94,57% (n=87)
foram encontrados animais reagentes. Foram consideradas propriedades
positivas aquelas que possuiam pelo menos uma amostra reagente ao BVDV
(tab. 3, 4, 5, 6 e 7). A variacdo no percentual de animais reagentes para o
BVDV foi de 0 a 100%.

Em todas as propriedades da bacia leiteira da llha de Sao Luis
foram encontradas pelo menos 02 amostras reagentes. As propriedades do
municipio de Raposa apresentaram o maior nimero de animais reagentes 85%
(n=34). O percentual de positividade entre as propriedades variou de 20 a
100% (tab. 3).
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TABELA 3. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira da Ilha
de S&o Luis - MA, 2008

. Nao
Municipios Propriedade , N°de ~Reagentes  Suspeitos Reagentes
mostras
n % n % n %
1 10 6 60 O 0 4 40
Pago do 2 10 6 60 1 10 3 30
Lumiar 3 10 2 20 2 20 6 60
4 10 5 50 0 0 5 50
5 10 7 70 1 10 2 20
Raposa 6 10 8 80 0 0 2 20
7 10 10 100 O 0 0 0
8 10 9 90 0 0 1 10
9 10 9 90 1 10 0 0
S0 José de 10 10 7 70 0 0 3 30
Ribamar 11 10 6 60 0 0 4 40
12 10 6 60 1 10 3 30
13 10 7 70 2 20 1 10
S50 Luis 14 10 6 60 O 0 4 40
15 10 9 90 0 0 1 10
16 10 5 50 0 0 5 50

Na bacia leiteira de Imperatriz, 02 propriedades, uma pertencente ao
municipio de Porto Franco e outra ao municipio de Lageado Novo, ndo foram
encontradas amostras reagentes. Sdo Jodo do Paraiso foi 0 municipio com
maior percentual de animais reagentes, 85% (n=34). O percentual de

positividade entre as propriedades variou de 0 a 100% (tab. 4).
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TABELA 4. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira de
Imperatriz - MA, 2008

o _ N° de Reagentes  Suspeitos Nao

Municipios  Propriedade AMOSLras Reagentes

n % n % n %

17 10 7 70 0 0 3 30

Amarante 18 10 5 50 0 0 5 50

19 10 6 60 0 0 4 40

20 10 4 40 0 0 6 60

21 10 7 70 0 0 3 30

Imperatriz 22 10 8 80 0 0 2 20

23 10 4 40 0 0 6 60

24 10 7 70 1 10 2 20

25 10 7 70 1 10 2 20

Jofio Lishoa 26 10 10 100 O 0 0 0

27 10 7 70 0 0 3 30

28 10 2 20 3 30 5 50

29 10 1 10 0 0 9 90

Lageado Novo 30 10 1 10 1 10 8 80
31 10 0 0 0 0 10 100

32 10 1 10 0 0 9 90

33 10 3 30 1 10 6 60

Porto Franco 34 10 7 70 0 0 3 30

35 10 5 50 0 0 5 50

36 10 0 0 0 0 10 100

37 10 9 90 0 0 1 10

S&o Jodo do 38 10 10 100 O 0 0 0

Paraiso 39 10 8 80 0 0 2 20

40 10 7 70 2 20 1 10

41 10 8 80 0 0 2 20

Senador La 42 10 5 50 0 0 5 50

Roque 43 10 6 60 1 10 3 30

44 10 5 50 1 10 4 40

Em todas as propriedades da bacia leiteira de Acailandia foram
encontradas pelo menos 06 amostras reagentes. As propriedades do municipio
de Sado Francisco do Brejao apresentaram o0 maior nimero de animais
reagentes, 82,5% (n=33). O percentual de positividade entre as propriedades
variou de 60 a 90% (tab. 5).
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TABELA 5. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira de
Acailandia - MA, 2008

. ) N°de Reagentes Suspeitos Néo

Municipios Propriedade , = Reagentes

n % n % n %

45 10 9 90 1 10 0 0

A 46 10 9 90 0 0 1 10
Acailandia

47 10 8 80 1 10 1 10

48 10 6 60 2 20 2 20

49 10 6 60 1 10 3 30

o 50 10 8 80 1 10 1 10

Cidelandia 51 10 9 90 0 0 1 10

52 10 8 80 0 0 2 20

53 10 9 90 0 0 1 10

Sao 54 10 9 90 1 10 0 0
Francisco

do Brejao 55 10 6 60 2 20 2 20

56 10 9 90 0 0 1 10

Na bacia leiteira de Pedreiras, 02 propriedades, uma pertencente
ao municipio de Igarapé Grande e outra ao de Trizidela do Vale, ndo foram
encontradas amostras reagentes. As propriedades do municipio de Bernardo
do Mearim apresentaram o maior nimero de animais reagentes, 87,5% (n=35).

O percentual de positividade entre as propriedades variou de 0 a 100% (tab. 6).

61



Resultados

TABELA 6. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira de
Pedreiras - MA, 2008

Nao
Municipios  Propriedades N°de = Reagentes Suspeitos Reagentes
Animais
n % n % n %
57 10 10 100 0 0 0 0
Bernardo do 58 10 7 70 0 0 3 30
Mearim 59 10 8 80 0 0 2 20
60 10 10 100 0 0 0 0
61 10 9 90 0 0 1 10
L 62 10 9 90 0 0 1 10
Igarapé Grande
63 10 0 0 0 0 10 100
64 10 4 40 1 10 5 50
65 10 6 60 1 10 3 30
i 66 10 7 70 1 10 2 20
Pedreiras
67 10 9 90 0 0 1 10
68 10 7 70 0 0 3 30
69 10 7 70 0 0 3 30
Trizidela do Vale 70 10 0 0 0 0 10 100
71 10 1 10 0 0 90
72 10 8 80 1 10 1 10

Na bacia leiteira de Bacabal, apenas 01 (uma) propriedade
pertencente ao municipio de Bom Lugar ndo evidenciou amostras reagentes.
As propriedades do municipio de Bom Lugar apresentaram o maior nimero de
animais reagentes, 97,5% (n=39). O percentual de positividade entre as

propriedades variou de 0 a 100% (tab. 7).
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TABELA 7. Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira de
Bacabal - MA, 2008

Nao
Municipios Propriedades N° de Reagentes Suspeitos Reagentes
Amostras

n % n % n %

73 10 2 20 0 0 8 80

74 10 10 10 0 0 0 0

Bacabal

75 10 10 10 0 0 0 0

76 10 9 90 1 10 0 0

77 10 10 100 O 0 0 0

78 10 7 70 0 0 3 30

Bom Lugar

79 10 8 80 0 0 2 20
80 10 0 0 0 0 10 100

81 10 10 100 O 0 0 0

Lago Verde 82 10 10 100 O 0 0 0
83 10 10 100 O 0 0 0

84 10 9 90 1 10 0 0

85 10 7 70 0 0 3 30

Olho D'agua das 86 10 7 70 0 0 3 30
Cunhas 87 10 7 70 0 0 3 30
88 10 4 40 0 0 6 60

89 10 10 100 O 0 0 0

Sao Luiz 90 10 5 50 0 0 5 50
Gonzaga 91 10 5 50 O 0 5 50
92 10 8 80 1 10 1 10

Quanto a faixa etaria foram encontradas frequéncias de 12,18% (n=112)
para animais com até 03 anos, 39,34% (n=362) para animais entre 03 a 07

anos e 14,13% para animais maiores de 07 anos de idade ( Fig. 7).
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positivo

¥ suspeito

¥ negativo

até 3 anos

FIGURA 7. Frequéncia de fémeas bovinas positivas para o virus da diarréia
viral bovina (BVDV) de acordo com a faixa etaria, Maranh&o, 2008.

Quanto aos fatores de risco analisados nas propriedades houve
associacado estatistica significativa para as variaveis, presenca de suinos,
auséncia de assisténcia veterinaria, monta natural e monta natural associada a
inseminacao artificial como formas de reproducao e diarréia.

Das 92 propriedades estudadas, em 26,08% (n=24) foi relatada a
presenca de suinos. Destas, 8,69% (n=8) recebiam assisténcia veterinaria,
sendo 100% do tipo particular. Quanto ao manejo reprodutivo empregado nas
propriedades, 91,30% (n=84) faziam uso da monta natural (MN), 2,18% (n=2)
utilizavam somente a inseminacao artificial (IA) e em 6,52% (n=6) utilizava-se a

IA associado a monta natural (tab. 8).
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TABELA 8. Fatores de risco para o virus da diarréia viral bovina (BVDV) em
fémeas bovinas na bacia leiteira do estado do Maranhéo, 2008

Reagentes N&o Reagentes Total OR IC 95% \(/ja|0r
eP
N % N % N %
Manual 590 67,00 276 30,00 866 97,00
Tipo de Ordenha 0.76 0.24;2.14 0.80
Mecanica 14 2,00 5 1,00 19 3,00
Regido 574 52,86 275 25,32 849 78,18
Aquisicéo de Estado 105 9,67 67 6,17 172 15,84 0,23
Animais Outros '
Estados 42 3,87 23 2,12 65 5,99
Presenca de Sim 142 16,00 72 8,00 214 24,00
) ] 0.89 0.64;1.23 0.50
Ovinos/Caprinos Nao 462 52,00 209 24,00 671 76,00
Presenca de Sim 164 19,00 55 6,00 219 25,00
. . 1.53 1.08;2.16 0.01*
Suinos Néao 440 50,00 226 26,00 666 75,00
1-5L 418 47,18 202 22,80 620 69,98
Producéo de
] 6-10L 180 20,31 76 8,58 256 28,89 -- -- 0,69**
Leite/Vaca
>10L 7 0,80 3 0,33 10 1,13
Assisténcia Sim 40 5,00 37 4,00 77 9,00
o 0.46 0.29;0.74 0.00*
Veterinaria N&o 564 64,00 244 28,00 808 91,00
MN 562 63,50 245 27,69 807 91,19
Reproducédo 1A 34 3,85 25 2,82 59 6,67 -- -- 0,00 *
MN + IA 8 0,90 11 1,25 19 2,15
o ) Sim 95 11,00 51 6,00 146 16,00
Sinais Digestivos . 0.84 0.57;1.2 0.38
Nao 509 58,00 230 26,00 739 84,00
) ) Sim 75 8,00 41 6,00 116 14,00
Diarréia 0.63 0.43;0.94 0.02*
N&o 529 60,00 240 26,00 769 86,00
Sinais Sim 578 65,00 271 31,00 849 96,00
) 0.82 0.39;1.72 0.71
Reprodutivos Nao 26 3,00 10 1,00 36 4,00
Sim 578 65,00 271 31,00 849 96,00
Abortamento 0.82 0.39;1.72 0.71
N&o 26 3,00 10 1,00 36 4,00

(*) Associagao significativa ao nivel de 5%

(**) Teste de Qui-quadrado
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A prevaléncia observada (PO) da infeccdo pelo BVDV no Estado do
Maranhdo foi de 69,45%. Para as bacias leiteiras da Ilha de S&o Luis,
Imperatriz, Acailandia, Pedreiras e Bacabal de 72,50%, 57,5%, 87,5%, 66,25%
e 75,5%, respectivamente (Fig. 8).

Bacabal |

Pedreiras

- . ,
Acailandia Negativos
= Suspeitos

) Positivos
Imperatriz

Ilha de S&ao Luis

FIGURA 8. Prevaléncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras nas regionais da llha de S&o Luis,
Imperatriz, Acailandia, Pedreiras e Bacabal do estado do Maranh&o, 2008.
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5 DISCUSSAO

A frequéncia de bovinos reagentes para o BVDV, no estudo, foi de
65,66%. Esse valor foi ligeiramente superior aos encontrados por Guimaraes et
al. (2000), no estado de Goias, que utilizando a mesma técnica (ELISA-I),
obtiveram frequéncia de 47,83% de um total de 207 amostras analisadas. Tal
diferenca pode estar relacionada ao tamanho da amostra utilizada na pesquisa.
Entretanto, os resultados dos dois estudos indicam que a infeccdo por este
virus, ocorre em frequéncias importantes nos rebanhos bovinos e, ao contrario
das afirmacdes feitas por muitos profissionais ligados a pecuéria bovina, que a
BVD é uma doenca exoética no Brasil os resultados dos dois trabalhos mostram
0 contrario.

As frequéncias encontradas por regional mostram que houve uma
disperséo relativamente aos resultados encontrados nas diferentes regionais,
registrando-se maior variagdo entre as de Imperatriz (53,57%) e Acailandia
(80%). Os percentuais de animais reagentes por regional estdo dentro dos
previstos por outros autores (RIBEIRO et al., 1987; LANGONI et al., 1995;
FIGUEIREDO et al., 1997; RICHTZEINHAIN, 1997).

Nos 23 municipios estudados, 100% apresentaram pelo menos 03
animais reagentes. O percentual de soropositividade variou de 7,5 a 97,5%.
Esses resultados diferem dos encontrados por Vieira et al. (1999), que
utilizando a mesma técnica, ao analisar amostras de 23 municipios de Goias,
detectaram que 52% (n=15) destes apresentaram amostras positivas. Essa
variacdo pode estar relacionada a questdes regionais, tipo de exploracdo e
idade dos animais utilizados no estudo.

Das 92 propriedades amostradas, 94,57% (n=84) apresentaram pelo
menos um animal reagente ao BVDV, resultados semelhantes aos encontrados
em outros paises (RIEDEMANN et al., 1996; LUZZAGO et al., 1999;
MOCKELIUNIENE et al., 2004). Em relacdo ao Brasil, o percentual encontrado
no presente estudo corrobora com Guimaraes et al. (2000) no estado de Goias,
Dias e Samara (2003), no estado de Minas Gerais e noroeste do estado de Sao
Paulo e Krahl et al. (1997) no estado do Rio Grande do Sul. Apenas 5,43%

(n=08) propriedades ndo apresentaram amostras positivas. Os resultados do
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presente estudo indicam que a infec¢do esta amplamente distribuida na regiao
estudada.

O percentual de positividade para BVDV, por propriedade, variou de 0 a
100%. Essa variagdo ocorreu tanto nas propriedades onde houvera aquisicao
recente de animais como naquelas que nao receberam novos bovinos ha pelo
menos 01 ano, o que significa que a fonte de infeccdo deve provavelmente
estar dentro das proprias fazendas.

Os resultados referentes a faixa etaria indicam que estatisticamente nao
houve diferenca significativa (P= 0,21) entre a populagdo estratificada.
Entretanto, esses achados demonstram um crescimento nos indices de
soropositividade de acordo com a idade. Situacdo semelhante foi observada
por Castro et al. (1993), e esses resultados podem ser explicados
biologicamente. E razoavel supor que quanto maior a idade do animal, maiores
s&o as chances de ele se expor ao agente. A medida que v&do adquirindo mais
idade, vdo convivendo com outros animais que podem estar infectados,
principalmente quando entram na idade reprodutiva. Além disso, na idade
adulta os animais estdo no apice das suas atividades produtivas e reprodutivas,
sendo exigidos ao maximo.

Esses resultados diferem dos encontrados por Quincozes et al. (2007),
gue detectaram uma maior prevaléncia para a faixa etaria de 07 a 12 meses.
Entretanto, € necessario chamar a atencao para a interpretacéo dos resultados
obtidos nesse estudo, uma vez que, em alguns animais, anticorpos passivos
podem persistir por até 01 ano de idade (CORIA & McCLURKIN, 1978), o que
pode ter levado a uma superestimativa dos reais resultados.

Em relacdo ao tipo de ordenha verificou-se que as frequéncias mais
elevadas foram encontradas nas propriedades que realizavam ordenha manual
(67%), entretanto, ndo houve associagao significativa desta variavel. A ordenha
mecanica foi considerada fator de risco para a infec¢cdo pelo BVDV, por
Quincozes et al. (2007), embora ndo existam outros relatos na literatura dessa
situacdo. Ja, Samara e Dias, (2004) concluem que as maiores ocorréncias de
animais reagentes para BVDV sdo encontradas nos rebanhos menos

tecnificados corroborando com os resultados do presente estudo.
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A variavel aquisicdo de animais ndo esta associada a soropositividade
para o BVDV. Observou-se soropositividade de 52,86%, 9,67% e 3,87%, para
animais adquiridos da prépria regido, estado e outros estados,
respectivamente. A maior frequéncia observada nos animais adquiridos da
regido mostra que a fonte de infeccdo deve esta provavelmente circulando nos
rebanhos das préprias propriedades e ndo oriunda de outros estados.

A circunstancia de que amostras de pestivirus isolados de bovinos
podem infectar ovinos e suinos, leva a necessidade de se considerar esta
possibilidade, quando se estuda a BVD onde diferentes espécies de animais
séo criadas simultaneamente (NETTLETON, 1987). O contato de bovinos com
ovinos e caprinos mostrou ndo ser um fator de risco para a BVD; entretanto,
propriedades quem criam concomitantemente bovinos e suinos tém um risco
1,53 vezes maior de apresentar a doenga que propriedades que néao criam. Os
suinos sao susceptiveis a infec¢do, tanto natural como experimental, com o
BVDV. E possivel que esta espécie tenha um importante papel na
epidemiologia dessa infeccdo (CELEDON et al., 2001; VOGEL et al., 2001;
PESCADOR et al., 2004), cabendo aos suinos a habilidade de se tornarem
infectados assintomaticamente. (SNOWDON, 1975; HARKNESS et al., 1978;
DOYLE e GEUSCHELE, 1983).

A variavel producédo de leite/vaca mostrou maior frequéncia de animais
reagentes nas propriedades com producdo de 1 a 5 litros de leite (47,18%),
apesar de nao ter havido associacdo significativa da variavel ao risco de
infeccdo pelo BVDV. Esse resultado pode ndo ser conclusivo, necessita-se de
maiores estudos, uma vez que as Iinfeccdes que causam disturbios
reprodutivos de modo geral, podem apresentar reducéo na producéo de leite.
Segundo Bennet et al. (1999a) e Lindberg (2003), hd uma associa¢ao negativa
entre vacas nao vacinadas infectadas pelo virus e a produtividade destes
animais, ou seja, a producao de leite nestes rebanhos pode sofrer queda de até
30%. Portanto, é necessario o monitoramento mais efetivo dessa producéo.

Em relacdo a assisténcia veterinaria, verificou-se frequéncia mais
elevada (64%) nos animais procedentes das propriedades que n&o utilizavam

assisténcia técnica, quando comparadas aquelas que a utilizavam (5%). No
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presente estudo, a auséncia de “assisténcia veterinaria” foi considerada fator
de risco para BVDV. Propriedades que ndo tiveram assisténcia veterinaria
apresentaram um risco maior de apresentar o BVDV que propriedades que
tiveram. A falta de assisténcia médica veterindria pode ter se refletido
especialmente no diagnostico e na auséncia de implantacdo de programas de
controle para BVD.

Propriedades que utilizavam somente monta natural (MN) como forma
de reproducao tiveram o touro como fator de risco para BVD, o que corrobora
com os estudos de Whitmore et al. (1978), Revell et al. (1988), Kirkland et al.
(1991) e Fray et al. (2000), ao observarem que o sémen de reprodutores
cursando a forma aguda da doenca pode se tornar fonte transitéria de infeccao.
O mesmo ocorreu em propriedades que associavam monta natural com a
inseminacao artificial (IA). Touros infectados que realizam cobertura natural, é
um fator de risco, dependente da eliminacdo do virus ou ndo no sémen, no
momento da monta, e do numero de fémeas cobertas. Em propriedades que
utilizavam somente IA, esta mostrou ndo ser um fator de risco, apesar de
Weiblen (1991) a considerar como forma de transmisséo. A utilizagdo de IA
com sémen sabidamente livre de virus pode ser considerada um fator de
controle desta infeccao.

A variavel, sinais digestivos ndo foi considerada fator de risco para a
infeccdo pelo BVDV, diferentemente, a variavel diarréia apresentou associa¢éo
estatistica significativa para a ocorréncia da infeccdo. Segundo Flores (2003), a
BVD, pode provocar quadros febris, acompanhado por hipersalivacéo,
descarga nasal, tosse e diarréia.

Acerca do histérico de sinais reprodutivos e abortamento nas
propriedades estudadas, verificou-se que a frequéncia de animais reagentes foi
mais elevada entre os animais daquelas propriedades que apresentavam
histérico de alteracdes reprodutivas (65%) e menores naquelas em que tal
situacdo nao ocorria (3%). Entretanto, os sinais reprodutivos e abortamento,
nesse estudo néo foram considerados fator de risco para a infec¢ao, apesar de
Ellis (1995) e Flores (1997) considerarem que o maior impacto econémico do

BVDV na pecuaria deve-se aos problemas reprodutivos.
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A prevaléncia encontrada no estudo foi de 69,45%. Valor que esta de
acordo com as estimativas de prevaléncia de anticorpos contra o BVDV na
populacao bovina, que de acordo com Brownlie (1990) e Houe (1999) esta em
torno de 50 a 90%. Também da mesma maneira, essa prevaléncia assemelha-
se aos valores encontrados por Richtzenhain (1997), que ao analisar 2.448
amostras provenientes de 56 propriedades em diversos Estados pela técnica
de ELISA, encontrou prevaléncia de 65% em Minas Gerais, 84% no Mato
Grosso do Sul, 67% no Parana, 71% no Rio de Janeiro, 73% no Rio Grande do
Sul e 78% em Sao Paulo e 61 % por Mineo et al., (2002) no Tridngulo Mineiro.

Confrontando os resultados encontrados no presente estudo com o0s
descritos para as outras regides do pais com a utilizacdo da técnica de
soroneutralizacdo (SN), observa-se uma pequena diferenca entre as
prevaléncias. Como exemplos, no estado do Pernambuco, Castro et al. (1993)
constataram prevaléncia de anticorpos de 72,6%. Ja Mello et al. (1997) no
Estado de Sergipe, descreveram dados de prevaléncia de 71,18%. Vilela et al.
(2004), no estado do Rio Grande do Sul (RS), encontraram prevaléncia de
70,18% em 218 amostras testadas. E, Quincozes (2007), ainda no RS
determinou prevaléncia de 66,32%. Essa pequena diferenca pode estar
relacionada tanto a metodologia empregada, como, ao tipo de populacdo
bovina utilizada, ao uso de diferentes técnicas de amostragem, a origem e ao
manejo dos animais testados e por diferencas regionais (LOVATO et al.,
1995a; PITUCO & DEL FAVA, 1998).

E importante ressaltar que a pesquisa sorolégica demonstrou a
frequéncia atual da infec¢éo pelo BVDV no rebanho bovino de aptidao leiteira
no estado do Maranh&o. A soropositividade para o BVDV representa a
presenca de animal portador e potenciais disseminadores do virus no rebanho.
Portanto, no geral, o estudo realizado mostrou que o BVDV consiste em mais
um problema sanitario com o qual os produtores tém de conviver.

Em consequéncia de altas frequéncias do BVDV, torna-se importante
alertar sobre 0os mecanismos para o controle desta doenca. Para a reducao
gradativa dos indices de soropositividade e prevencdo de novas infecgbes €

necesséaria a combinacdo de medidas de controle, como, remoc¢é&o gradual de
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animais infectados, utilizacdo de vacinas que permitam a diferenciacdo entre
animais vacinados e infectados, realizacdo de quarentena ao ingresso de
bovinos na propriedade e, exames sorolégicos anuais, buscando impedir a
reintroducéo dessa doenga no rebanho (ROCHA et al., 2001). Além disso, em
propriedades que utilizam a inseminagao artificial como forma de reprodugéo é
importante que sejam utilizadas algumas medidas de biosseguranca, como a
utilizacao de sémen certificado como livre de BVDV (ROEHE et al., 1998).

Os dados de frequéncia e prevaléncia aqui obtida sdo preocupantes, ja
que as propriedades estudadas ndo adotam a vacinacdo em seu manejo
sanitario e, portanto, os anticorpos encontrados, ndo sao de origem vacinal. Os
resultados obtidos demonstram pela avaliacdo sorolégica que a infeccdo
poderd ndo garantir a eles o “status” imunoldgico de protecdo e que a
imunidade do rebanho obtida pela infeccdo poderia ser reforcada pela
vacinagdo. Considerando que o “status” imunologico dos rebanhos pode ser
muito heterogéneo em termos de presenca de anticorpos € muito importante
pensar no tipo de vacina que podera ser utilizada.

Considerando que esses rebanhos s&o sorologicamente positivos.
Vacinas com antigenos expostos seriam prejudicadas pela presenca de
anticorpos, portanto, as vacinas oleosas seriam as mais adequadas ja que os
anticorpos pré-existentes nao irdo interferir com a resposta imunoldgica.

A partir deste estudo, surge a necessidade da realizacao de outros, que
venham a elucidar esta enfermidade, com a identificagdo dos animais Pl e das
cepas virais encontradas no estado, correlacionando com as ja identificadas
em outros estados e paises. Assim como, a certificacdo da viabilidade e da
eficacia das vacinas inativadas para uso a campo e da elaboragcédo de vacinas
vivas com cepas proprias do estado do Maranhéo.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados desta pesquisa pode-se concluir que:

1. Os dados de frequéncia e prevaléncia da infec¢do pelo Virus da Diarréia
Viral Bovina (BVDV) no estado do Maranhao foram elevados;

2. Pela distribuicdo de animais reagentes para o BVDV nas propriedades
estudadas, pode-se afirmar que o virus encontra-se difundido no rebanho
bovino de aptidao leiteira no estado do Maranhéo;

3. Animais entre 3 e 7 anos de idade apresentaram maior frequéncia de
anticorpos;

4. Os fatores de risco associados a soropositividade para o BVDV foram:
presenca de suinos, assisténcia veterinaria, uso de monta natural, monta
natural associada a inseminacdao artificial e diarréia;

5. Baseando-se nestes dados de frequéncia e prevaléncia no rebanho bovino
leiteiro do Maranhdo, recomenda-se que sejam tomadas medidas de
prevencdo e controle, como remocao gradual de animais infectados,
realizacdo de quarentena ao ingresso de novos animais nas propriedades,

realizacdo de exames soroldgicos e vacinacoes.
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APENDICE A — FICHA CADASTRAL DA PROPRIEDADE.

Frequéncia de Anticorpos contra o Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) em Bovinos

Leiteiros ndo Vacinados no Estado do Maranhao.

Ficha N°
Ficha Cadastral da Propriedade

Dados Gerais

1. Nome da Propriedade:

2. Bacia Leiteira: Municipio:

3. Endereco:

4. Nome do Proprietario:

5. Raca dos Animais: Pelagem

6. Sistema de Criacao:

7.
ANIMAIS
Faixa > 03 anos 03<I<07 |>07anos | TOTAL
Etaria anos
Sexo M F M F M F M F
Quantidade
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APENDICE B — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO.
Ficha N°

INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS:
1. Adquire animais com frequéncia? () Sim ( ) Néo

2. Aquisicdo de animais: () Regido ( ) Estado ( ) Outros Estados

3. Realiza quarentena? () Sim ( ) Nao
4. Assisténcia veterinaria: () Sim ( ) Nao
5.0rdenha: N° de ordenhas / Dia:

() Manual ( )Mecanica

6. Producéao/dia/leite:

7. Reproducéo:
( )MN ( )MN + 1A ( )IA
8. Destino dos Animais:
Destino dos Animais: () Abate ( ) Venda

9. Propriedades Vizinhas : Sim ( ) Nao ( )
Distancia Aproximada:

Contato entre os animais das prop. vizinhas: () Sim  ( )

N&ao
Contato de Fomites das prop. vizinhas: () Sim () Néo
10. Criacéo de suinos: Sim ( ) Nao ( ).
11. Criacéo de caprinos/ovinos: Sim ( ) Nao ( ).
12. Vacinagao: Sim( ) Nao( )
Aftosa ( ) Raiva () Clostridioses () Brucelose ()
Leptospirose ( ) BVD ()
13. Ocorréncia de doencgas: Sim ( ) Nao ( )

14. Diagnosticadas:  Sim ( ) Nao ( )

15 Sinais Clinicos
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15.1 Digestivos: Sim ( ) Néao( )

Quais:

15.2 Reprodutivos: Sim ( ) Nao ( )

Quais:

Eficiéncia Reprodutiva: Retornoaocio ( )
Aumento do intervalo entre cios ()
Esterelidade ( )

15.3 Respiratorios: Sim ( ) Na&o ( )

Quais:

15.4 Neuroldgicos: Sim ( ) Nao ( )

Quais:

16. Sacrificio de Animais:  Sim ( ) N&o ( ).

Observacoes:
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