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RESUMO

Este trabalho foi realizado objetivando identificar anticorpos contra o virus da diarréia
viral bovina (BVDV) em fémeas bovinas ndio vacinadas de rebanhos leiteiros, com
histérico de problemas reprodutivos, em 10 municipios do Estado de Goids. Foram
colhidas amostras pareadas de soro sangiiineo de 452 animais com idade superior a 24
meses e pertencentes a 37 rebanhos desses municipios. A pesquisa de anticorpos foi
realizada por meio de um ensaio imunoenzimético (EIE) comercial e da reagdo de
soroneutralizagdo (SN). A andlise das primeiras colheitas por EIE demonstrou
soropositividade em 35,6% das amostras, enquanto pela SN a positividade encentrada
foi 33,2%. O fndice Kappa calculado para a comparacio dos dois testes foi de 0,84. Foi
observada soroconversido em 8,1% das amostras, Do total de propriedades, 70,3%
apresentaram pelo menos um animal sorologicamente positivo, e 80% dos municipios
possuiam rebanhos infectados.

DESCRITORES: Bovinos. Virus da diarréia viral bovina. Prevaléncia. Teste
tmunoenzimdtico. Reagdo de soroneutralizagdo.

INTRODUCAO

O virus da diarréia viral bovina (BVDV), juntamente com o virus da peste
sufna cldssica e o da doenga das fronteiras, que infectam os ovinos, pertence ao
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género Pestivirus, da familia Flaviviridae (Thiel et al. 1996). Sdo virus de RNA,
fita simples, de polaridade positiva com 12.308 nucleotideos circundados por um
capsideo esférico protéico de 30 nm de didmetro e por uma bicamada lipidica.
Essa bicamada forma o envelope viral e d4 & particula um tamanho aproximado de
40 a 60 nm de didmetro (Donis 1995; Thiel et al. 1996).

A infecgdo p6s-natal com o BVDV resulta em um grande niimero de
manifesta¢des clinicas, ocorrendo desde infecgdes inaparentes até uma forma
altamente fatal, conhecida como doenga das mucosas (Baker 1995). O grande
impacto econdmico causado pela doenga decorre primariamente de infecgbes
em fémeas gestantes, daf ser o BVDV considerado um patégeno associado 2
esfera reprodutiva. Nesses animais, o virus pode ultrapassar a placenta e infectar
o feto. A ocorréncia de infecgdo nos dois primeiros trimestres da gestagfio
pode resultar em morte embriondria e fetal, em deformidades congénitas ou
ainda no nascimento de animais persistentemente infectados (PI), capazes de
disseminar a infecgdo por longos periodos. A infecgdo de touros pode levar a
uma queda na qualidade do s€men e 4 eliminagio do virus através do liquido
seminal. O diagnéstico da infeccfio inclui isolamento e identificacao viral,
pesquisa de antigenos e anticorpos virais e pesquisa do 4cido nucléico viral.
Para a pesquisa de anticorpos no soro, o Office International des Epizooties
(OIE 2001) recomenda os testes de soroneutralizacio (SN) ou o ensaio
imunoenzimatico (EIE).

O BVDY tem distribuigdo mundial e demonstra ser endémico na maioria
dos paises (Houe 1999), apesar de apresentar indices variados de prevaléncia
(Luzzago et al. 1999; Obando et al. 1999; Schreiber et al. 1999; Mainar-Jaime et al.
2001; VanLeeuwe et al. 2001). No Brasil os trabalhos relatam coeficientes elevados
nas regiGes estudadas (Wizigman et al. 1972; Soares e Pereira 1974; Castro et al.
1993; Langoni et al.1995; Figueiredo et al. 1997; Krahal et al. 1997; Pellegrin et al.
1997; Canal et al. 1998). As primeiras evidéncias da infec¢iio no Estado de Goids
foram descritas por Vieira et al. (1999) e por Guimaries et al. (2000).

O presente trabalho teve como objetivos a detecgio de anticorpos
anti-BVDV em fémeas bovinas de rebanhos leiteiros nio vacinados, com
problemas reprodutivos, no Estado de Goids, e a comparagio da técnica
realizada in house com um teste comercial, desta forma padronizando a reagio
para utilizag&o como teste diagnéstico.

MATERIAL E METODOS.
Amostras

Foram analisados soros sangiiineos de 452 fémeas bovinas, com idade
acima de 24 meses e com problemas reprodutivos. As amostras provieram de 37
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rebanhos leiteiros distribuidos em 10 municipios da regido central do Estado de
Goids: Andpolis, Caldas Novas, Cataldo, Caturai, Goids, Itaberai, Morrinhos,
Piracanjuba, Senador Canedo e Trés Ranchos (Figura 1). De 430 animais foi
obtida uma segunda amostra de soro 30 dias apés a primeira colheita. N3o foi
relatada vacinagio contra 0 BVDV em nenhum dos animais amostrados.
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Figura 1. Localizagdo dos municipios onde foram colhidas as amostras para
pesquisa de anticorpos contrao BVDV em fémeas bovinas provenientes
de rebanhos com problemas reprodutivos, sem histérico de vacinaggo,
no Estado de Goias, Brasil (2001)

Testes soroldgicos
Todas as amostras foram analisadas através do EIE e da SN. As
segundas amostras (n=430) foram testadas pela SN para verificar soroconverso.

Para o EIE foi utilizado um ensaio de bloqueio comercial
(HerdChek™IDEXX) com o protocolo recomendado pelo fabricante. A SN foi
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realizada em células Madin Darby Bovine Kidney (MDBK, ATCC CCL-22)
mantidas em meio Eagle’s MEM (meio mfnimo essencial de Eagle’s com sais de
Earle — Gibco, USA) e contendo 102 U/mL de penicilina, 102 pg/mL de
estreptomicina e 2,5 pg/mL de fungizon adicionado de 6% de soro fetal bovino
(SFB Sigma, USA). A amostra citopatogénica Singer (BVDV tipo I) foi usada
como a amostra de referéncia do virus.

As amostras de soro, previamente inativadas a 56°C por 30 minutos,
foram adicionadas, em dilui¢bes seriadas (1:2 a 1:128) e em duplicata, a
microplacas de cultivo celular (Corning/Costar cod. 3595) e misturadas com
igual volume (50 uL/orificio) de virus contendo 100 TCID,,. As misturas virus-
soro foram incubadas por duas horas a 37°C em ambiente de CO, sendo-lhes
depois adicionados 50 pUL de suspenséio celular. As microplacas foram entio
incubadas nas mesmas condig¢des anteriores por 96 horas. O titulo neutralizante
foi definido como a mais alta diluigéo a apresentar soroneutralizag@o; as amostras
com titulo igual ou superior a 1:4 foram consideradas sorologicamente positivas.

Anadlise estatistica

A comparagdo entre os dois testes foi realizada através do indice Kappa
(Thrusfield 1999).
RESULTADOS

Do total de amostras estudadas, 161 (35,6%) foram consideradas
reagentes a presenga de anticorpos contra 0 BVDV pelo EIE, enquanto 150
amostras (33,2%) demonstraram a presenga de anticorpos com titulo igual ou
maior que 1:4 pela SN (Tabela 1). A variagio dos coeficientes encontrados, em
relag@o ao nimero de animais positivos, sobre o total colhido por propriedade

variou de 0 a 62,5% (Tabela 2).

Tabela 1. Resultados obtidos na pesquisa dos 452 soros de bovinos de rebanhos
leiteiros ndo vacinados, com histérico de problemas reprodutivos e
procedentes de diferentes municipios do Estado de Goids, para
identificagdo de anticorpos contra o BVDV pelos testes de EIE e SN

Resultados Positivos ' Negativos Total

Testes N % N % N %
EIE 161 (35,6 291 (64,4) 452 (100,0)
SN 150 (33.2) 302 (66,8) 452 (100,0)

A pesquisa de anticorpos em soros pareados foi realizada em 430
amostras, permitindo observar a soroconversio em 8,1% delas. Das 37
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propriedades estudadas, 26 (70,3%) apresentaram pelo menos um animal
sorologicamente positivo, e em 8 (80%) dos 10 municipios amostrados foram
encontrados rebanhos com animais soropositivos.

Tubela 2. Resultados obtidos em relagfo aos rebanhos, animais e soroconversio
na pesquisa dos soros de bovinos de rebanhos leiteiros niio vacinados,
com histérico de problemas reprodutivos, para a identificacio de
anticorpos contra o BVDV, do Estado de Goids, Brasil (2001), discriminados
de acordo com os municipios onde foram colhidas as amostras

Municipios Rebanhos Animais Soroconversio*

Positivos/total % Positivos**/total | % N/total %
Anipolis 03/7 21,0 23/84 27,4 | 05/80 6,2
Caldas Novas 01/1 00,0 03/15 20,0 | 01/15 6,6
Cataldo 02/7 14,0 06/62 9,7 | 01/62 1,6
Caturai 0/1 - 0/10 - 0/10 -
Goids 01/1 00,0 03/18 16,7 | 01/16 6,2
Itaberai 05/5 00,0 16/ 50 26,7 | 04/44 9,1
Morrinhos 08/8 00,0 67 /107 62,6 | 16/103 15,5
Piracanjuba 05/5 00,0 31/73 42,5 | 07/67 10,4
Senador Canedo 0/1 - 0/20 - 0/20. -
Trés Ranchos 01/1 00,0 01/13 7,7 0/13 -
TOTAL 26 /37 70,3 150 /452 332 | 35/430 8,1

*Foram consideradas apenas as amostras analisadas pela SN. ** Amostras positivas no EIE

e/ou SN.

A comparago entre os testes de EIE e SN permitiu observar que 281
amostras foram positivas e 140 foram negativas em ambos os testes (Tabela 3).
O indice Kappa calculado foi de 0,84,

Tabela 3. Resultados comparativos entre o EIE € a SN para detecciio de anticorpos
anti-BVDV em amostras de soro sangiiineo de bovinos leiteiros nio
vacinados, com histdrico de problemas reprodutivos, procedentes de
diferentes municipios do Estado de Goiss, Brasil (2001)

SN
Lo Positivo Negativo Total
Positivo 140 21 161
EIE Negativo 10 281 291
Total 150 302 452
DISCUSSAO

A freqiiéncia de 35,6%, encontrada no presente trabalﬁo, difere dos
coeficientes relatados por Vieira et al. (1999) e por Guimaries et al. (2000), que
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observaram respectivamente 15,8% e 52,2% para o Estado de Goids, e também
dos apresentados por Langoni et al. (1995), Figueiredo et al. (1997), Krahal et al.
(1997), Pellegrin et al. (1997) e Canal et al. (1998), em estudos sobre o BVDV em
outros estados do Brasil.

Houe (1995) destaca que, apesar de a infecgéo pelo BVDV ocorrer em
todo 0 mundo de uma forma endémica, variagdes podem ser encontradas nos
diferentes estudos devido a diferengas na estrutura populacional dos rebanhos,
a0 manejo e aos sistemas de criagfio. Além disso, fatores como densidade da
populag@o bovina, préticas de pastoreio e comércio de animais sdo descritos
como de grande importincia na instalagdo ou manutencio da infec¢do num
rebanho (Houe 1999). Dessa forma seria de se esperar que ndo houvesse
diferenga significativa nos percentuais encontrados nos trabalhos realizados
no Estado de Goids por Vieira et al. (1999), ja que apresentam populacdo
semelhante & deste trabalho. Entretanto, naquele estudo, diferente do que ocorre
neste, os autores encontraram um elevado percentual de amostras que foram
classificadas como inconclusivas, devido ao fato de ndo haver uma segunda
amostra para confirmar o resultado positivo da amostra. inicial em ‘teste
imunoenzimético, o que provavelmente elevaria o indice encontrado.

Apenas 8,1% dos animais estudados demonstraram soroconversio
pela SN, indicando infec¢do aguda pelo BVDV, com variacdo de 0 até mais de
15% no indice, de acordo com o municipio onde foram colhidas as amostras.
Esse dado pode estar refletindo o fato da elevada freqiiéncia encontrada no
estudo, pois os animais chegam 2 idade adulta jé infectados e, assim, poucos
apresentam a infecg@o aguda. De acordo com Mainar-Jaime et al. (2001), o
indice da infec¢do pelo BVDV € diretamente proporcional 4 idade. Segundo os
autores, os animais podem infectar-se a partir da perda de anticorpos maternos,
aos seis meses de idade, sendo de se esperar um fndice maior de soroconversio
entre animais mais jovens — que nio foram avaliados nesta pesquisa.

O ndmero de municipios e rebanhos com animais soropositivos
encontrado no presente trabatho (70,3% e 80%, respectivamente) foi maior que o
observado por Vieiraet al. (1999), de 52% e 47,1% também para o Estado de Goids.
O trabalho desses autores foi desenvolvido no mesmo laboratdrio onde foram
analisadas as amostras do presente trabalho, e a diferenca encontrada entre os
resultados de ambos pode inicialmente indicar um aumento dos indices da infecgo
tanto de rebanhos quanto de municipios no periodo. Cabe ressaltar, entretanto,
que no trabalho de Vieira et al. (1999) nio foi possivel obter a amostra pareada
dos soros pesquisados, néio sendo, portanto, confirmado como reagente um
elevado indice de amostras. Indices igualmente elevados também foram
encontrados em outros estados do Brasil (Krahal et al. 1997; Pituco et al. 1997), o
que revela um alto percentual de exposicéio dos rebanhos nacionais ao BVDVea
importancia da implementag&o de programas de controle para o virus (Luzzago et
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al. 1999). De modo semethante ao observado por Canal et al. (1998) e por Guimarées
et al. (2000), o indice de animais reagentes por proptriedade variou de 0 a 100%.

Era de se esperar a diferenca nos indices de prevaléncia da infecgéio de
acordo com a técnica utilizada, que, alias, ja havia sido mostrada anteriormente
(Bock et al. 1986; Canal et al. 1998; Guimaries et al. 2000). Entretanto o coeficiente
Kappa encontrado corrobora a afirmagéo de que ambas as técnicas podem ser
utilizadas para o diagnéstico sorolégico do BVDV.

Guimardes et al. (2000), em estudo realizado no entorno de Goiénia,
apontam a ampla disseminagfo da infecgfio pelo BVDV. Essa observagdo €
comprovada pelos dados obtidos no presente trabalho, segundo o qual a
infecgio ocorre ndo sé na regido de Goidnia, mas também em outros municipios
do Estado de Goids. Como afirmam Guimaries et al. (2000), esse resultado é
preocupante, pois, como em tais regides ndo ¢ adotada a vacinagéo no manejo
sanitario dos rebanhos, o status sorologico € exclusivo de infec¢des naturais.
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ABSTRACT

Bovine viral diarrhea virus: antibody detection in bovine females, not vaccinated,
with reproductive disorders of dairy herds, in the State of Goias, Brazil

The aim of this study was to detect antibodies against bovine viral diarrhea
virus (BVDV) among cows without BVDV vaccination from dairy herds with
reproductive disorders in State of Goias, Brazil. Two tests were used, a commercial
blocking ELISA (Herd Check™ IDEXX) and serum neutralization (SN) with two
hours virus-serum incubation period. From the total of the samples 35,2% were
seropositive by ELISA and 34,5% were positive by SN test. Four hundred and
thirty four samples of paired serum were collected and concomitant analysis of
both samples allowed the identification of 8,0% of seroconversion. The samples
were picked from 37 herds of 10 districts of Goias. From those, 70,3% herds and
80,0% districts presented at least one seropositive animal. The simultaneous
analysis of the samples by ELISA and SN demonstrated an almost perfect
agreement rate (x = 0,84) between the tests, in agreement to Thrusfield (1999).

KEYWORDS: Bovines. Bovine viral diarrhea virus. Occurrence. ELISA. Serum
neutralization.
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