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RESUMO

NOGUEIRA, Flavia da Silva. Universidade Federal de Vigosa, setembro de 2003.
Diagnostico da infeccdo pelo virus da Diarréia Viral Bovina em
propriedades da microrregido de Vigosa. Orientador: Mauro Pires Moraes.
Conselheiros: Marcia Rogéria de Almeida e José Lucio dos Santos.

O virus da diarréia viral bovina (bovine viral diarrhea virus ou BVDV) € um
virus pequeno (40-60 nm), com envelope lipoprotéico, que possui como acido
nucléico uma molécula de RNA de cadeia simples, polaridade positiva, de
aproximadamente 12,5 kilobases. O BVDV foi recentemente classificado como
membro da familia FLAVIVIRIDAE, género pestivirus, junto com o virus da peste
suina classica (hog cholera virus) e o virus da doenca da fronteira (border disease
virus). A infeccdo de bovinos pelo BVDV é associada a diversas manifestacdes
clinicas que incluem desde enfermidade febril suave até enfermidades fatais como a
doenca das mucosas e doenca hemorragica. Os principais aspectos patogénicos da
infeccdo estdo relacionados a habilidade do virus em infectar células do sistema
imune e de atravessar a placenta e infectar o feto. O virus da diarréia viral bovina
(BVDV) é um dos principais patégenos de bovinos e causa perdas significantes a
pecuaria bovina em todo o mundo. Ainda ha restrito conhecimento sobre a
enfermidade em Minas Gerais (MG) e no Brasil, embora varios relatos clinicos,
virolégicos e sorologicos indiguem a presenca do virus no rebanho bovino do pais.
Este trabalho promoveu um estudo sisteméatico da infeccdo pelo BVDV no rebanho
bovino das microrregibes de Vicosa e Ponte Nova. O trabalho usou técnicas de



identificacdo do BVDV em cultivo em monocamada de células MDBK, a
imunofluorescéncia indireta, utilizando-se cepas referéncia para os tipos | e Il do
BVDV. Também foram testadas para a presenca de viremia amostras de soro
sanguineo fetal, coletadas em frigorificos e amostras de animais jovens de
propriedades com a presenca de anticorpos contra o virus da Diarréia Viral Bovina.
Os fetos utilizados neste estudo apresentavam tamanho igual ou superior a 30cm e
0s animais das propriedades positivas para a infeccao apresentavam-se com 6 a 10
meses de idade e ndo possuiam anticorpos detectaveis para BVDV. Além disso,
foram testados soro sanguineo de animais adultos pela técnica de
soroneutralizacdo de propriedades produtoras de leite, carne ou producao
combinada. A avaliacdo das amostras de soro sanguineo fetal e de animais jovens
para a presenca do BVDV pela técnica de isolamento em cultivo celular e
identificacdo viral pela técnica de imunofluorescéncia indireta foram negativos.
Esses resultados indicam que a prevaléncia de animais persistentemente infectados
pode ser muito baixa na populacéo estudada. Os resultados quanto a presenca de
anticorpos contra o BVDV em rebanhos da regido da Zona da Mata em 14,3% dos
animais testados corroborou com essa observacdo. Os niveis de anticorpos
encontrados foram maiores quando testados contra o virus BVDV isolado VS253,
um representante citopatico do tipo Il, comparados aqueles testados para o isolado
Singer, citopatico do tipo I. Tomados em conjunto estes resultados indicam que a
presenca do virus da Diarréia Viral Bovina e, por conseqiéncia, seu impacto
econdbmico no rebanho bovino nessa regido, € menor que os estimado por
levantamentos soroldgicos dirigidos aguelas propriedades com historico suspeito da
infeccdo. Portanto, préaticas de diagnostico e controle devem ser reavaliados e
adequados para a situacéo atual da populacao bovina.

Palavras-chave: Virus da Diarréia Viral Bovina, flavirus, bovino, infeccao.
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ABSTRACT

NOGUEIRA, Flavia da Silva. Universidade Federal de Vigosa, Setember, 2003.
Diagnosis of Bovine Viral Diarrhea Virus infection in herds of microregion
of Vigosa. Adviser: Mauro Pires Moraes. Committee members: Méarcia Rogéria
de Almeida e José Lucio dos Santos.

The Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) belongs to the family Flaviviridae
and it is a member of the genus Pestivirus. BVDV has a worldwide distribution and
infection in cattle is common, which is evidenced by a high level of seropositive
animal in the infected population. The major economical damage caused by BVDV
in susceptible herds is still caused by intrauterine infections and it depends on the
age of fetus. The infection during the first third of pregnancy could generate
immunotolerant animals that would present a persistent infection (PI) condition.
The impact of the infection of BVDV in the bovine population of Minas Gerais is
unknown. The objective of this investigation is to characterize the occurrence of the
BVDV infection by detection of the Pl animals and the level of antibodies in herds..
For Pl detection, we tested 385 samples of serum, 214 of those from fetuses
collected at slaughtering house and 171 from young (six to 10 month old) animals,
by virus isolation in MDBK cells. Three blind passages were made before the
MDBK cells were tested by indirect immunofluorescence (IFl) using a poll of
monoclonal antibodies against BVDV. Additionally, sera of 315 unvaccinated adult
animals were tested by serum neutralization test (SN). All the samples tested by
passage in MDBK were negative when tested by IFI. The prevalence of antibodies
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found in the adult population was 14.3% (44/315) and titles were between 2 to 128.
Current knowledge about BVDV indicates that herds with 40 to 80% of antibody
prevalence could result in 1 to 3% of Pl. Moreover, the titles of antibodies in
population where the virus are present usually are higher than we found in the SN
assay. The low antibody prevalence associated with low titles could explain the
lack of BVDV isolation.

Keywords: Bovine Diarrhea virus, prevalence, neutralizing antibody
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Introducéao

A diarréia viral bovina € uma doenca causada pelo virus da diarréia viral
bovina virus (BVDV), pertencente a familia Flaviviridae, a qual € composta pelo virus
da Peste Suina Classica, que foi erradicada em algumas regides do Brasil, e 0 virus
da Doenca das Fronteiras (Border Disease), considerado exotico no pais.

A diarréia viral bovina tem distribuicdo mundial, o primeiro surto diagnosticado
ocorreu em marco de 1946 nos EUA sendo o virus descrito pela primeira vez em
1954 nesse mesmo pais (Baker et al., 1954). No Brasil, o primeiro isolamento viral
ocorreu em 1993, no Rio Grande do Sul (Roech et al., 1995; Oliveria et al., 1996).

Os estudos dessa doenca, em regides da Europa e EUA apontaram uma
prevaléncia de 70 a 80% dos animais adultos, em regides endémicas (Houe, 1992;
Donis, 1995). Estudos preliminares no Brasil, na regido do Rio Grande do Sul,
apontaram uma prevaléncia de aproximadamente 60% , no estado de Goias, atraves
de soroneutralizacdo, obteve-se 34,5% (Brito et al., 2002) e na regido do triangulo
mineiro, a prevaléncia foi de 55,8%, usando ELISA como teste (Mineo et al., 2002),
nao sendo os resultados muito diferentes dos encontrados pelo mundo. (Canal et al.,
1998).

Essa doenca ja foi também isolada em animais da ordem Artiodactila,
inclusive animais selvagens (Sausker, E.A., 2002; Zupancic et al., 2002).

O BVDV apresenta dois tipos, sendo um tipo nao-citopatogénico e o outro tipo
citopatogénico, assim denominado pela sua capacidade de destruir cultivos



celulares. Variacbes estabeleceram outra classificacdo em tipos antigénicos
diferentes, tipo | e tipo II. O tipo | esta relacionado com a forma classica da doenca,
Doenca das Mucosas e o tipo Il relacionado com uma forma mais patogénica,
chamada Doenca Hemorragica. As duas formas ja foram isoladas no Brasil (Gil et al,
1998).

A doenca causada por BVDV tem como seu principal artificio a geracao de
fetos, infectados no primeiro semestre de gestagcdo, que desenvolvem
frequentemente, imunotolerancia, caracterizada pela replicagdo viral no organismo
fetal sem resposta imune. A infeccdo de fémeas gestantes, entre 40 e 120 dias de
gestacdo com amostras ncp, €, frequentemente, seguida de infeccdo com inducéo
de tolerancia imunoldégica. Fetos infectados nesse periodo nascem persistentemente
infectados (Pl), sdo usualmente soronegativos e eliminam o virus em grande
quantidade nas secrecodes, incluindo secre¢des nasais, digestivas, saliva, fezes,
sémen e urina (Brownlie, 1990; McClurkin et al., 1985). Os animais Pl representam o
principal reservatorio da infeccdo pelo BVDV, por constituirem-se em fontes
continuas de disseminacdo do virus. Em regides endémicas, calcula-se que de 1 a
2% dos animais sejam Pl. Em animais PI, € comum o desenvolvimento de uma
enfermidade aguda e altamente fatal chamada Doenca das Mucosas (Brownlie,
1990; McClurkin et al., 1985).

Apesar da presenca confirmada da doenca no Brasil e estudos relatando uma
prevaléncia elevada nos rebanhos bovinos de alguns estados, ainda ha poucos
estudos a respeito de BVDV no pais.

O estudo da prevaléncia e o isolamento viral do BVDV nos rebanhos
brasileiros sdo de suma importancia, para que seja feito um diagndstico real da
situacdo desses rebanhos e com isso se desenvolvam formas de combate e
erradicacdo da doenca no Brasil.

O objetivo desse trabalho foi a deteccdo da presenca de atividade viral do
BVDV e presenca de animais persistentemente infectados nos rebanhos das
microrregifes de Vigosa e Ponte Nova, através de técnicas sorologicas e isolamento

de cepas presentes nesse rebanho.



Reviséo Bibliografica

A diarréia viral bovina é uma doenca causada pelo virus da diarréia viral
bovina (BVDV), pertencente a familia Flaviviridae, a qual é composta pelo virus da
Peste Suina Classica, que foi erradicada em algumas regides do Brasil, e o virus da
Doenca das Fronteiras (Border Disease), considerado exético no pais.

O virus da diarréia viral bovina (bovine viral diarrhea virus ou BVDV), era
classificado como sendo da familia Togaviridae, atualmente, foi reclassificado como
virus da familia Flaviviridae (Wengler, G., 1991), sendo o virus da febre amarela o
protétipo da familia, fazendo parte do género pestivirus, onde se encontram 0s virus
da Peste Suina Classica e o virus da Doenca da Fronteira. Essa reclassificacdo
baseou-se na estrutura molecular do genoma e nas estratégias de replicacdo dos
pestivirus, que sdo bastante semelhantes aos flavivirus (Francki et al., 1991; Collet et
al., 1989; Westaway et al., 1985).

O virus BVDV mede de 40-60 nm, e contem um nucleocapsideo esférico, de
simetria icosaédrica envolto por um envelope lipoprotéico (Horzinek, 1981). Possui
como &cido nucléico uma molécula de RNA de cadeia simples, polaridade positiva,
de aproximadamente 12,5 kilobases, envolto por uma proteina viral de carater basico
(Horzinek, 1981; Collet et al., 1989). O virus BVDV contém uma grande ORF (open
readding-frame), precedida de uma regido altamente conservada de 380-390
nucleotideos (5° UTR) (Collet et al., 1988). Essa ORF codifica uma poliproteina, a

qual é clivada durante ou apds a traducdo por proteases celulares ou virais



(Wiskerchen et al.,, 1991; Collet et al., 1988). Essa poliproteina tem a seguinte
constituicao: NH2-Npro-C-Erns-E1-E2-p7-NS2-NS3-NS4A-NS4B-NS5A-NS5B-
COOH (Elbers et al., 1996). Sendo o envelope formado por uma membrana lipidica
derivada de membranas celulares e contém trés glicoproteinas chamadas de
EOQ/gp48, El/gp25 e E2/gp53 (Weiland et al., 1992; Thiel et al., 1991), sendo
encontradas inseridas no envelope viral. A glicoproteina E2 contem os maiores sites
de reconhecimento para a producao de anticorpos neutralizantes contra o BVDV em
animais vacinados ou infec¢do natural. A sequéncia genética que codifica parte da
proteina E2 é extremamente variavel entre cepas de BVDV, o que provavelmente
reflete na dificuldade do sistema imune reconhecer esses locais de neutralizacao.

A proteina ndo estrutural NS23/pl25 é considerada a mais importante
proteina envolvida na replicacdo viral. Como caracteristica do virus, a proteina
NS23/p125, ocasionalmente € clivada, originando dois produtos adicionais, NS2/p54
e NS3/p80. A producdo da proteina NS3/p80 em alguns isolados de BVDV é
correlacionada com a citopatogenicidade em cultivos celulares, sendo esses isolados
caracterizados como BVDV cp (citopatico). Por outro lado, a maioria dos isolados
expressa apenas o polipeptideo NS23/p125 e ndo produzem citopatogenicidade,
sendo classificados como BVDV ncp (ndo-citopatico) (Kreutz et al., 2000), sendo
considerados dois biotipos distintos. Amostras de campo de BVDV séo classificadas
em biotipos citopaticos e ndo-citopaticos, de acordo com o efeito de sua replicacdo
em cultivo celular (McClurkin et al., 1985; Tobias et al., 2000). O efeito citopético
pode ser definido como o dano celular resultante da infec¢do pelo virus as células,
sendo visualizado através de alteracdes na morfologia celular, como formacéo de
vacuolos, exemplo que ocorre em cultivos celulares infectados com BVDV. Esses
defeitos demonstram que os virus utilizam gradualmente a maquinaria celular
durante seu processo de replicacéo

Os virions ndo sao facilmente purificados ou visualizados por microscopia
eletrdnica devido a caracteristicas fisicas que dificultam sua separacao dos materiais
celulares (Horzinek, 1981).

Nas infeccBes naturais, o BVDV tem um tropismo marcante por células do



sistema imune, sobretudo mondcitos/macréfagos, linfocitos, “null cells” e por células
epiteliais do intestino (Marshall, 1993; Bielefeldt, 1990; 1988; Brownlie, 1990). A
infeccdo de fémeas prenhes, freqlientemente, € seguida de transmissao
transplacentéria ao feto. A infeccdo fetal € caracterizada por replicacdo viral em
células do sistema imune e também células do sistema nervoso central (SNC)
(Brownlie, 1985; 1990; Bielefedt, 1988). A infeccdo de células do SNC parece ser
responsavel por patologias neurologicas associadas a infecgdo, tais como
microencefalia, malformacdes, hipoplasia cerebelar, entre outras (Brownlie, 1990).

In vivo, o BVDV infecta células do sistema imune apesar de virtualmente todas as
células de cultivo derivadas de bovinos e de espécies relacionadas sdo susceptiveis
a infeccdo pelo BVDV in vitro (Bolin et al., 1994; Potts et al.,, 1989; Nettleton &
Entrican, 1992). Além disso, o BVDV tem sido freqientemente detectado como
contaminante de células de cultivo de outras espécies, como primatas, humanas,
coelhos e até de insetos (Bolin et al., 1994; Potts et al., 1989; Nuttal et al., 1977). A
contaminacdo é resultante do uso de soro fetal bovino, contaminado com o virus,
como promotor de crescimento (Bolin et al., 1994; Nuttal et al., 1977). O uso de soro
equino tem sido aplicado a estudos desenvolvidos com o BVDV para que se evite
esse tipo de contaminacéo.

A infeccdo de bovinos pelo BVDV esta associada a diversas manifestacfes
clinicas que incluem desde enfermidade febril suave até enfermidades fatais como a
doenca das mucosas e doenca hemorragica (Brownlie, 1985; 1990; Pellerin et al.,
1994). Os principais aspectos da patogénese da infeccdo estdo relacionados a
habilidade do virus infectar células do sistema imune e de atravessar a placenta e
infectar o feto. A infecg&o viral provavelmente ocorre pela via oro-nasal. Outras vias
de menor importdncia sdo através do sémen, picaduras de insetos e formas
iatrogénicas. Ao entrar em contato com a mucosa, 0 Vvirus inicia sua fase replicativa,
que ocorre nas células epiteliais, tendo predilecdo pelas tonsilas palatinas. A
distribuicdo do virus pelo organismo ocorre através do virus livre na corrente
sanguinea e também em leucdcitos infectados, particularmente linfécitos e
monacitos. O isolamento do virus no soro e em leucocitos é possivel entre trés e dez

dias poés-infeccdo (Odeon et al., 1994; McClurkin et al., 1985). O virus infecta varios



tecidos, tendo preferéncia pelos tecidos linféides, podendo esse tropismo variar de
acordo com os tipos virais. A maioria das infeccbes de animais adultos
imunocompetentes, no entanto, parece ser subclinica ou acompanhada de
sintomatologia moderada (Brownlie, 1990). Em geral, as manifestacdes clinicas
associadas a infeccdo podem ser agrupadas em varias sindromes. A infeccdo aguda
de animais imunocompetentes geralmente apresenta-se acompanhada de sintomas
inespecificos de intensidade moderada tais como inapeténcia, hipertermia,
corrimento nasal e leucopenia. Sinais digestivos como diarréia sdo eventualmente
observados. A infeccdo respiratoria pelo BVDV € um dos principais componentes da
sindrome que acomete novilhos transportados a locais de engorda, denominada
“febre do transporte”. A infeccdo de fémeas gestantes tem consequéncias diversas,
dependendo da imunidade da fémea, periodo de gestacdo em que a infeccdo ocorre
e da cepa viral. Mortalidade embrionaria e infertilidade, mumificacdo fetal ou
abortamento, malformacgdes fetais ou aparecimento de natimortos ou inviaveis séao
conseqguUéncias comuns da infec¢éo intra-uterina (Brownlie, 1990).

De especial interesse epidemiolégico é a infeccdo fetal com inducdo de
imunotolerancia. Animais prenhes que adquirem a infeccdo antes de 40 dias de
gestacao, resulta em morte embrionaria; animais prenhes em periodo gestacional
entre 40-125 dias, resultam em abortamentos ou nascimento de animais
persistentemente infectados, e animais prenhes que foram infectados acima de 125
dias de gestacéao, parirdo bezerros doentes e fracos, que, dificilmente, virdo a termo
(Grooms et al., 2002).

Fetos infectados entre 40 e 125 dias de gestacdo, freqientemente
desenvolvem imunotolerdncia, que € caracterizada pela replicagdo viral no
organismo fetal sem resposta imune. A infecgao de fémeas gestantes, entre 40 e 125
dias de gestacdo com amostras ndo citopaticas € freqientemente seguida de
infeccdo com inducdo de tolerancia imunolégica. Fetos infectados nesse periodo
nascem persistentemente infectados (Pl), sdo usualmente soronegativos e eliminam
o virus em grande quantidade nas secrec¢des, incluindo secrec¢des nasais, digestivas,

saliva, fezes, sémen e urina (Brownlie, 1990; McClurkin et al., 1985).



A fracdo celular do sangue se constitui na fonte mais abundante e confiavel
para fins de isolamento (McClurkin et al., 1985; Odeon et al., 1994). O isolamento de
virus do sangue de feto é indicativo da prevaléncia da infeccédo, e em particular, da
ocorréncia de animais portadores da infeccado persistente (Houe, 1992; Brownlie,
1990). A deteccado de anticorpos, atraves de diferentes testes soroldgicos, tem sido
usada como indicativo da presenca do agente em certas areas ou populacdes de
bovinos (Houe, 1992). A sorologia do rebanho revela a prevaléncia da infeccdo e
pode ser considerada um indicativo da dindmica da infecgéo e da presenga/auséncia
de animais persistentemente infectados no rebanho (Houe, 1992). Os animais PI
representam a principal fonte de disseminacdo da infeccdo pelo BVDYV, atuando de
forma continua, sendo um dos principais fatores a serem considerados na
epidemiologia da doenca. Em regibes endémicas, calcula-se que de 1 a 2% dos
animais sejam Pl. Em animais Pl, € comum o desenvolvimento de uma enfermidade
aguda e altamente fatal chamada Doenca das Mucosas (Brownlie, 1990; McClurkin
et al., 1985).

Variagbes principalmente antigénicas, gendmicas e epidemioldgicas
estabeleceram outra classificacdo em tipos antigénicos diferentes, tipo | e tipo Il. O
tipo | estéa relacionado com a forma classica da doenca, Doenca das Mucosas (DM) e
o tipo Il relacionado com uma forma mais patogénica, chamada Doenca
Hemorragica. Os dois tipos ja foram identificadas no Brasil (Gil et al, 1998).

A etiologia dessa forma clinica, DM, é atribuida a uma mutagdo do virus
original, dando origem a um virus mutante citopatogénico (cp) (McClurkin et al.,
1985; Meyers et al., 1991; 1992). A etiopatogenia da DM é atribuida a uma
superinfec¢do dos animais Pl com um virus cp, geralmente originado a partir do virus
ncp original através de mutacdes e,ou recombinagcdes no genoma, sendo as
alteracbes mais comuns provenientes de duplicacdo de genes, insercdo da
sequéncia do hospedeiro, delecdo ou pontos de mutacdo (Meyers et al., 1991; 1992;
Greiser-Wilke et al., 1993), podendo ainda apresentar, antigenicamente, diferencas
marcantes do virus ncp, apresentando como Unica estrutura semelhante a proteina
NS23. O virus mutante, por ser antigenicamente idéntico ao virus original, replica

sem que haja deteccdo pelo sistema imune, induzindo patologias que séo



inevitavelmente fatais.

Os animais PIl, que apresentaram o virus ncp, apresentardo Doenca das
Mucosas devido a uma alteracdo da proteina viral ndo estrutural p125. A p125 serd
clivada e formara a proteina ndo estrutural p80, que € responsavel pela
citopatogenicidade viral. Essa cepa citopatogénica ira levar ao desenvolvimento da
Doenca das Mucosas. As amostras cp constituem uma minoria e séao isoladas quase
gue exclusivamente de animais afetados pela Doenca das Mucosas (DM), mas néo
unicamente, podendo estar relacionadas também a doencas reprodutivas, além de
terem sido isoladas de animais clinicamente sadios (Bolin et al., 1985; Brownlie et al.,
1985; Grummer et al., 2001).

As amostras ncp representam a grande maioria das amostras de campo e
estdo associadas a diversas manifestacdes clinicas da infeccao.

In vitro, 0 BVDV ncp ndo apresenta mudancas visiveis nas células infectadas,
enquanto BVDV cp induz a vacuolizacdo e morte celular (Baker et al., 1954;
Grummer et al., 2001).

Recentemente, uma forma de Doenca das Mucosas chamada de Doenca das
Mucosas cronica vem sendo descrita, sendo sua patogenia pouco explicada.

Nos ultimos anos, cepas de BVDV altamente virulentas tém sido associadas a
Doenca Hemorragica com altos indices de mortalidade (Corapi et al., 1989; Pellerin
et al., 1994; Ridpath et al.,, 1994). O virus BVDV, por analises filogenéticas,
baseadas na sequiéncia 5’UTR, foi dividido em dois genétipos, que atualmente sao
conhecidos como BVDV tipo | e BVDV tipo I, sendo considerados espécies distintas,
pois apresentam variacbes . Essa divisdo é de grande importancia, porque
demonstrou variagOes antigénicas de grande relevancia para o desenvolvimento de
vacinas. Diferenca em patogénese aguda existe entre os dois genotipos. Os
isolados de casos de Doenca Hemorragica foram classificados como BVDV tipo I,
diferentes dos isolados tradicionais (Corapi et al., 1989; Ridpath et al., 1994; Pellerin
et al., 1994). Enfermidade febril aguda acompanhada de trombocitopenia e diarréia
profusa e hemorragica séo caracteristicas da infeccdo por cepas do tipo Il (Corapi et
al., 1989).

A infeccao natural pelo BVDV induz uma resposta imune que, na maioria das



vezes, confere boa protecdo contra a doenca clinica em exposicdes posteriores
(Dubovi, 1992; Bolin et al., 1988). Niveis de anticorpos neutralizantes sao
inicialmente detectados duas semanas ap0s a infeccdo, aumentam até a décima
segunda semana e declinam gradativamente.

A natureza da protecdo, se humoral ou celular, ainda ndo é conhecida. No
entanto, anticorpos neutralizantes parecem estar envolvidos na protecéo a infeccdes
subsequentes e parecem ser eficazes em reduzir a transmissdo do virus ao feto
(Dubovi, 1992). Diversas vacinas, vivas e inativadas, tém sido utilizadas para o
controle da infecdo (Dubovi, 1992), algumas dessas vacinas demonstraram-se
eficazes na atenuacdo da doenca clinica. No entanto, a eficacia de vacinas na
protecdo do feto tem sido discutida com resultados controvertidos publicados (Bolin
et al.,, 1991; Dubovi, 1992). Trabalhos atuais relatam que, mesmo fémeas prenhes
imunizadas cinco meses antes da exposicao ao virus (durante a gestacdo foram
expostas ao virus aproximadamente no octogésimo segundo dia de gestacdo) ainda
produziram 22 a 40% de animais Pl (Zimmer et al., 2002). Além da grande
diversidade antigénica existente entre os isolados classicos de BVDV, o recente
surgimento de cepas antigénicas distintas (BVDV tipo Il) reacendeu a discussao em
torno da eficacia de protecdo pela vacinacdo (Pellerin et al., 1994). A variacao
antigénica €, em grande parte, responsavel pela protecdo insatisfatoria conferida
pela vacinagéo.

Sobre o BVDV tipo |, foram identificados, a principio, dois subgenotipos
distintos, BVDV | a e BVDV | b (Ridpath, 1998). Atualmente ja sdo mais de onze
subgenotipos diferentes para o BVDV | (Vilcek et al., 2001), sendo que mesmo
dentre os subgenotipos ja foram identificadas diferengas estruturais (Nagai et al.,
2001). Doencas severas agudas séo basicamente relacionadas com o BVDV tipo II,
sendo relatado que a ocorréncia dessas doencas é baixa, sendo a minoria dos
casos, embora o BVDV Il ja ter sido isolado em todos os continentes e ser um tipo
viral emergente. A maioria dos BVDV tipo Il ndo sdo mais virulentos que os BVDV
tipo | (Ridpath et al., 1994).

Trabalhos feitos atualmente indicam que o BVDV tipo Il causa grandes

alteracbes na funcdo de agregacdo plaquetéria, o que o diferencia, pelo menos



experimentalmente, do BVDV tipo I, sendo essa uma importante caracteristica
especifica da viruléncia entre os dois tipos. Durante a infeccdo pelo BVDV tipo Il, o
virus adere e destréi plaguetas. Um animal infectado por esse tipo viral possuira
menos de 10.000 plaquetas, sendo o normal 300.000, causando uma deficiéncia na
funcdo de coagulacéo, caracterizando a Sindrome Hemorragica, que é a doenca
aguda de principal importancia causada pelo BVDV tipo Il

Estudos recentes demonstraram que o BVDV tipo Il possui subtipos, assim
como o BVDV tipo I, sendo que alguns desses subtipos (23025 e 17583) séo
causadores de doencas mais severas que outros subtipos (713,5521 e 17011)
(Kelling et al., 2002).

No Brasil, ja foram identificados BVDV tipo Il no sul do pais, sendo esse
achado epidemiologicamente relevante e devem ter importantes implicacdes para
diagndstico, estratégias de imunizagéo e producédo de vacinas (Flores et al., 2000).

Como consequéncia, a tipificacdo de isolados se constitui uma preocupacao
constante a partir da identificacdo das cepas do tipo Il. Dois aspectos tém merecido
especial atencéo devido a sua relevancia: a reatividade de isolados de BVDV com
anticorpos monoclonais usados em diagnésticos e a extensdo da protecdo cruzada
entre isolados do tipo | e do tipo Il com relacdo a producéo de vacinas polivalentes.

O uso de vacinas para a prevencdo dessas doencas ainda € pouco difundido
no Brasil, por serem essas vacinas de alto custo, além de pouco eficazes (pois sao
feitas a partir de amostras de outros paises) e por desconhecimento dos prejuizos
gue essas doencas causam ao rebanho bovino.

A diarréia viral bovina tem distribuicdo mundial, sendo o primeiro surto
diagnosticado ocorreu em margo de 1946, nos EUA sendo que a primeira descricéo
do virus ocorreu em 1954, nesse mesmo pais (Baker et al., 1954).

Em paises onde o virus da Febre Aftosa ja foi erradicado, o virus da diarréia
viral bovina é o principal causador de doenca no rebanho bovino, levando a grandes
prejuizos econémicos (Donis, 1995; Botton, 1998), pois é considerado um patdgeno
muito importante em relacdo as doencas reprodutivas. Os prejuizos causados pelo

BVDV nos EUA séao estimados em 400 milhdes de délares anuais. O impacto
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econdbmico estimado da infeccdo nos paises europeus assume proporcoes
semelhantes (Houe, 1992).

Estudos dessa doenga, em regides endémicas da Europa e EUA, apontaram
prevaléncias de 70 a 80% nos animais adultos (Houe, 1992; Donis, 1995). Essa
doenca ja foi também isolada em animais pertencentes a ordem Artiodactila, tais
como suinos, caprinos, ovinos, bubalinos, inclusive uma variedade de ruminantes
selvagens (Nettlenton, 1990; Sausker, E.A., 2002; Zupancic et al., 2002), que
possivelmente sdo reservatorios da doenca.

No Brasil, o primeiro isolamento viral ocorreu em 1993, no Rio Grande do Sul
(Roech et al., 1995; Oliveria et al., 1996), porém a demonstracdo da infeccéo e relato
da doenca no Brasil, foram anteriores (Correa et al., 1968; Correa et al, 1972; Soares
& Carvalho Pereira, 1974; Vidor, 1974; Muller et al, 1988).

Os dados sobre a infeccéo pelo BVDV no Brasil ainda sédo escassos, tendo
sido baseados, sobretudo em relatos clinicos esporadicos (Correa et al., 1968;
Correa et al, 1972; Soares & Carvalho Pereira, 1974; Vidor, 1974; Muller et al, 1988).
A presenca da infeccdo tem também sido descrita, através da detecgdo de
anticorpos (Vidor, 1974; Castro, 1988; Castro et al., 1991) e de isolamento de virus
(Oliveira et al., 1993). Pesquisas realizadas no Rio Grande do Sul, em Goias e
recentemente em Minas Gerais, apresentam resultados semelhantes aos
observados nos EUA e Europa. Estudos preliminares no Brasil, na regido do Rio
Grande do Sul, apontaram uma prevaléncia de aproximadamente 60% , no estado
de Goias, através de soroneutralizacdo, obteve-se 34,5% (Brito et al., 2002) e na
regido do triangulo mineiro, a prevaléncia foi de 55,8%, usando ELISA como teste
diagnostico (Mineo et al., 2002), ndo sendo os resultados muito diferentes dos
encontrados mundialmente. (Canal et al., 1998). No entanto esses dados s&o
esporadicos e nao permitem uma avaliacdo da situacéao epidemioldgica da infeccéo e

da sua repercussao econémica na pecuaria brasileira.
O desconhecimento da doenca pelos produtores rurais, baixa taxa de

diagnéstico clinico de BVDV e a falta de habito do médico veterinario de campo em

enviar material para diagnéstico em laboratério, devido a escassez de laboratorios
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para o desenvolvimento desses exames, ocasionam a falta de informacfes sobre a
doenca no pais. Esses problemas dificultam a elaborac&o de programas de controle
e/ou erradicacdo do BVDV no pais, o que seria de importancia relevante para o

desenvolvimento da pecuaria nacional.
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Objetivos

Realizar estudo sistematico da infeccdo pelo BVDV no rebanho bovino,
detectando e caracterizando a presenca do virus da diarréia viral bovina em
localidades da microrregido de Vicosa, através de estudos soroldgicos do rebanho e
isolamento viral em animais persistentemente infectados.

Isolamento viral de sangue fetal bovino coletado em matadouro de Uba e
frigorificos da Grande Belo Horizonte, para caracterizacdo da atividade viral.

Diagnostico de BVDV atraveés da técnica de Imunofluorescéncia Indireta.
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Materiais e Métodos

Isolamento viral a partir de amostras de soro sanglineo de fetos.

Foram coletadas na linha de abate de frigorificos da cidade de Belo Horizonte
e do matadouro de Uba, 214 amostras de soro fetal bovino (os fetos apresentavam
de 20 a 30 cm de comprimento). Nesses frigorificos sdo abatidos animais de varias
regibes do estado. No matadouro de Uba séo abatidos animais pertencentes as
microrregides de Vicosa e Ponte Nova.

No laboratério de Microbiologia Veterinaria do Hospital Veterinario da
Universidade Federal de Vigosa, essas amostras foram processadas, sendo feito a
separacado do soro e posterior congelamento em nitrogénio liquido.

O sangue de fetos infectados intrauterinamente e imunotolerantes geralmente
contém virus livre ou associados aos leucécitos. O virus pode ser isolado tanto da
fracdo celular (capa flogistica), como do plasma ou soro, ja que estes usualmente
nao contém anticorpos que possam interferir com o isolamento.

Para o desenvolvimento do isolamento foram cultivadas e usadas células
Madin-Darby bovine kidney (MDBK, American Type Culture Collection CCL-22). As
células foram mantidas em Eagle's minimum essential medium (MEM) (Gibco, Grand
Island, NY), suplementado com 5% de soro eqlino, processado pelo proprio
laboratério de Microbiologia Veterinaria, UFV. As células foram cultivadas em
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garrafas descartaveis de 25 cm?, contendo MEM com sais de Earle’s, suplementado
com soro eqiino, sendo mantidas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. Subculturas
(passagens sucessivas das células com a finalidade de manutencdo da viabilidade
celular) foram produzidas retirando-se o0 meio de cultivo das garrafas que
apresentavam uma monocamada celular completa. As células foram lavadas duas
vezes com solucdo tampdo salina fosfato (PBS), esterilizada, recebendo, em
seguida, tratamento enzimatico através da introducdo de 0,5 ml de tripsina utilizada
na forma de solucdo, e incubadas a 37°C por 5 minutos. Apés a desagregacdo da
monocamada, as células dissociadas receberam rapidamente meio MEM
suplementado com Soro Equino, com a finalidade de bloquear a acao da tripsina e
evitar a citélise. As subculturas foram incubadas nas condi¢bes de temperatura e
atmosferas de CO, descritas acima com a finalidade de formag&do de nova
monocamada.

Foram preparadas placas para isolamento com células MDBK em placas de
96 pocos. ApGs 24 horas da formacdo das monocamadas do cultivo celular, foram
inoculados os soros para a tentativa de isolamento, em volume de 50 microlitros. As
amostras foram colocadas em duplicata. Apds trés passagens, em intervalos de 72
horas, as placas foram tripsinizadas, e preparadas para a Imunofluorescéncia
Indireta. Amostras dos soros a serem testados, foram inoculadas em células MDBK,
em volume de 50 microlitros.

A inoculagdo de células de cultivo com células brancas do sangue e/ou
soro/plasma e a demonstracdo de antigenos virais por imunofluorescéncia constitui-

se em método padrdo para isolamento de BVDV.
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a) Imunofluorescéncia indireta

As células inoculadas com as amostras de virus cepa Singer (BVDV tipo | e
VS253 (BVDV tipo Il) (Amostras padrdao, gentiimente cedidas pela Equipe da
Universidade Federal de Santa Maria e pelo pesquisador Dr. Ruben Donis da
Universidade de Nebraska), que foram o controle positivo, amostras de soro fetal
bovino, que foram o controle negativo e amostras de soro sanguineo fetal coletadas
em matadouro foram tripsinizadas, ressuspensas em 5 ml de MEM, colocadas em
laminas multispot até aderirem ao vidro por aproximadamente duas horas em estufa.
Apds duas horas, as laminas com as células aderidas, foram fixadas em acetona fria
(- 20°C), por cinco minutos e secas ao ar.

Anticorpos monoclonais de camundongos especificos para a glicoproteina gp
53/E2 e gp48/E0 do BVDV (Corapi et al., 1990) e anticorpos contra a proteina nao-
estrutural p80 (Kreutz et al., 2000) como anticorpos primarios e um anticorpo
policlonal de cabra (especifico para IgG de camundongo) conjugado com FITC
(fluorescein isothiocyanate)(Sigma, Inc) como anticorpos secundarios foram
utilizados para o desenvolvimento dessa técnica. Incubacées com o0s anticorpos
primarios por 30 min., a temperatura ambiente e lavadas em PBS e agua por trés
minutos cada, em banho com suaves movimentos, posteriormente foram secas ao
ar. ApO0s esse primeiro tratamento, as células foram tratadas com anticorpos
secundarios por 30 minutos, em temperatura ambiente e lavadas como descrito. As
laminas, entdo, foram coradas com Evans Blue (0,01%) por um minuto, lavadas,
secas e montadas com glicerol:PBS (1:1) e laminula. Foram observadas em um
microscopio de epifluorescéncia. Esse procedimento foi desenvolvido no Laboratorio

de Virologia Animal
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Soroneutralizacao

Amostras para a soroneutralizacdo foram coletadas 315 de soro sanglineo de
animais adultos provenientes de propriedades de producdo mista da microrregiao de
Vicosa. Essas propriedades foram selecionadas devido a facilidade de coleta de
material e proximidade a Universidade. Participaram desse estudo doze
propriedades rurais no total. Esses animais nao haviam sido vacinados
anteriormente contra BVDV. Depois de coletadas as amostras, foram processadas
no laboratério da Microbiologia Veterinaria e congeladas.

Foram testados pela prova de soroneutralizacdo utilizando-se 100 TCIDsg
(dose minima infectante de cultivo celular capaz de destruir 50% dos cultivos
celulares), conforme protocolo usado em estudos anteriores (Botton et al., 1998). A
soroneutralizacdo em células MDBK foi feita em placas de 96 pocos, usadas para
quantificar a neutralizacdo viral por anticorpos para BVDV tipo | (Singer) e tipo Il
(VS253). Como controle positivo, foram utilizadas as amostras padréo Singer e
VS253, como controle negativo, foi utilizado soro fetal bovino utilizado para cultivo
celular.

As amostras de soro sangiineo foram diluidas seriadamente na razao 2 e em
seguida desafiadas em 100 TCIDsp, Foram incubadas & 37°C por uma hora,
previamente a adicdo de 10* células por poco. A leitura ocorreu apés 96 horas de
incubacdo, onde foi visualizada a presenca de efeito citopatico (negativo) ou
auséncia de efeito citopatico (positivo) e qual a diluicdo que apresentava efeito para

ser determinada a titulagéo.

Isolamento viral a partir de amostras de soro sangliineo de bezerros de seis a

dez meses.

Foram coletadas 171 amostras de sangue de animais de seis a dez meses em

propriedades que foram positivas para a soroneutralizacdo e propriedades vizinhas.
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Esse material foi processado no Laboratorio de Microbiologia Veterinaria, onde o
soro foi retirado e congelado em nitrogénio liquido.

As placas preparadas para isolamento com células MDBK foram de 96 pocos.
Apos 24 horas da formagdo das monocamadas do cultivo celular, foram inoculados
0S soros para a tentativa de isolamento, em volume de 50 microlitros. As amostras
foram colocadas em duplicata. Apds trés passagens, em intervalos de 72 horas, as
placas foram tripsinizadas, e preparadas para a Imunofluorescéncia Indireta.
Amostras dos soros a serem testados, foram inoculadas em células MDBK, em
volume de 50 microlitros. Posteriormente foi desenvolvida no Laboratorio de Virologia

Animal, a técnica de Imunofluorescéncia Indireta, como descrito anteriormente.
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Resultados e Discussoes

Técnica de Imunofluorescéncia Indireta

Os resultados foram obtidos a partir da diluicdo seriada das amostras virais
de cepas padrées. Os isolados utilizados foram a cepa citopatica Singer,
representando o tipo | e a cepa citopatica VS253, representando o tipo Il

A técnica de imunofluorescéncia indireta permitiu a deteccdo de ambos tipos
virais, confirmando os resultados descritos anteriormente para anticorpos
monoclonais utilizados (Kreutz et al., 2000). O teste foi avaliado pela diluicdo seriada
das suspensdes virais estoques que variam de 10** a 10°? TCIDso/mL. Esta técnica
permitiu detectar concentracées de virus em monocamadas de até 10 TCIDso/mL,
esses resultados foram adequados e equivalentes aos descritos anteriormente.

A utilizacdo dessa técnica permitiu detectar a presenca de cepas virais hao
citopatogénicas, ou seja, cepas virais que nao causam efeito citopatico em cultivo
celular. A presenca da cepa viral ndo citopatogénica € a mais predominante em
isolamentos como descrito previamente por Kreutz et al., (2000) e Fulton et al.,
(2002). Animais persistentemente infectados com cepas néo citopatogénicas podem
vir a apresentar a Doenca das Mucosas, devido a uma mutagdo que ocorre nessa
cepa, causando citopatogenicidade, que € relatada com quadros clinicos altamente
fatais (McClurkin et al., 1985; Meyers et al., 1991; 1992), ou por uma infeccao tardia
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com outras cepas virais citopatogénica (Goyal et al., 2002).

Sabe-se da presenca do virus nos rebanhos brasileiros, mas particularmente
na microrregido de Vigcosa, ndo ha relatos de casos clinicos da doenca. Dessa
maneira, no laboratdrio, tentou-se isolar a cepa ndo citopatogénica na regido. De
acordo com alguns relatos, pode haver quadro clinico inaparente de animais
infectados com cepas nao-citopatogénicas (Brownlie, 1991). A auséncia de relatos
clinicos € reforcada pela auséncia de envio de material para diagnéstico laboratorial
de rotina por parte dos médicos veterinarios de campo, além de fatores como a baixa

atividade viral e dificuldade no isolamento de animais persistentemente infectados.

Isolamento viral de soro sangiineo de fetos coletados em matadouros.

Todos os trabalhos foram realizados em cultivo celular de células MDBK, em
meio MEM com soro equino, pois esse seguramente € livre de BVDV, ja que o BVDV
€ um contaminante de soros de fetos bovino, o que pode ocasionar contaminacdo de
células susceptiveis, jA que esse virus é capaz de in vitro, contaminar varias
linhagens celulares (Bolin et al., 1994; Bolin and Ridpath, 1998). Por isso foi feita
uma cuidadosa manipulacdo desse material, fazendo também imunofluorescéncia
nas células cultivadas no laboratério, além de nunca ter sido usada a capela apés
manipulacdo de soro fetal bovino, usado em outros cultivos celulares.

Um total de 214 amostras de soro sanglineo coletado em matadouros,
provenientes de diversas regides do estado de Minas Gerais, foi negativo ao teste
para deteccdo e isolamento do BVDV, nos mostrando a auséncia de animais
persistentemente infectados. Em trabalhos desenvolvidos no Rio Grande do Sul,
uma baixissima prevaléncia de animais persistentemente infectados foi encontrada,
nao ultrapassando 1% (Botton, S.A., et al, 1998).

Através de procedimentos de cultivo celular realizados para o isolamento de
virus a partir de amostras coletadas em matadouros, a presenca do virus citopatico

seria detectada através da observacéo do efeito viral nas células infectadas, o que

20



também nao foi observado.

Sorologia

A soroneutralizacao identificou 14,3% de amostras positivas, para pelo menos
uma das cepas virais padrao, do total de 315 amostras de soro testadas. Esses
resultados sao diferentes daqueles encontrados no Peru, que identificou 96% de
animais soropositivos (Stahl et al., 2002). No estado do Rio Grande do Sul, num
estudo onde foram utilizados 430 animais, a prevaléncia encontrada foi de 56%,
similar aos encontrados nos Estados Unidos e Europa (Canal et al., 1998),

Os resultados obtidos nesse estudo conferem com estudos realizados na
regido de Asturias, na Espanha, A prevaléncia encontrada na regido da Asturias foi
de 21% (Mainar-Jaime et al., 2001) onde a forma de manejo e as propriedades séo
semelhantes com as verificadas nesse estudo. A soroprevaléncia em rebanhos nao
vacinados é diferente em varios paises e até mesmo dentro de regides do mesmo
pais, chegando a variar entre 20 a 90% (Mainar-Jaime et al., 2001), isso pode ser
possivelmente explicado por diversidades de fatores, que podem ser densidade
bovina, tamanho do rebanho, manejo, dentre outros.

Todas as amostras foram testadas primeiramente para o virus BVDV tipo Il,
VS253, sendo que 45 amostras foram positivas. O virus BVDV tipo Il foi utilizado
para uma selecdo preliminar, pois estudos recentes relatam uma maior presenca
desse tipo de virus nos rebanhos, sendo considerado esse tipo viral, forma
emergente (Rush et al., 2001). Apds esse primeiro teste, todas essas amostras
positivas para BVDV tipo Il, foram testadas para BVDV tipo |, Singer. Os resultados
obtidos nessa soroneutralizacdo foram 45 amostras positivas para BVDV tipo Il e

todas as 45 amostras também foram positivas para BVDV tipo | (Tab. 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo do niumero de animais positivos ao teste de soroneutralizagdo segundo do

namero de propriedades testadas, microrregido de Vigosa, 2003.

Localidades  Animais % de Positivos Total de

positivos animais
Cajuri 2 6% 32
Coimbra 11 25% 43
Coimbra 2 10% 20
Ervalia 5 15% 34
Piau 6 16% 36
Piranga 12 57% 21
Teixeira 0 0% 8
Varginha 2 7% 41
Vicosa 3 7% 39
Vicosa 2 5% 41
Total 45 14,3% 315

Das localidades estudadas, a ocorréncia variou de 0 a 57%. Apenas uma
propriedade, Teixeiras, ndo apresentou animais reagentes, sendo essa descartada
para tentativa de isolamento viral. A maioria das propriedades tiveram uma maior
titulacdo para BVDV tipo Il (fig 1), sendo um total 10 propriedades. Duas
propriedades apresentaram maior titulacdo para BVDV tipo |, incluindo a que
apresentou 57% de prevaléncia.

Observou-se que a maioria das amostras tinha maior titulacdo para o virus
tipo Il, sendo a titulacdo acima de 1:128, num total de 15,5% de animais, 0 que
aponta para uma exposi¢ao anterior a uma alta carga viral ou mesmo uma exposi¢cao
recente ao virus; essa maior titulacdo para o tipo Il do BVDV foi relatada em estudos
feitos nos EUA, onde a prevaléncia de BVDV tipo Il foi de 50%, sendo o do BVDV
tipo | de 18,2% (Rush et al., 2001; Evermann et al., 2002). Estudos feitos na
Alemanha mostram uma prevaléncia maior para BVDV tipo Il em certas regides,
sendo considerada um tipo variante emergente (Wolfmeyer et al., 1997; Tajima et al.,
2001). As propriedades com maior niumero de animais positivo, apresentou titulacéo

maior para o BVDV tipo |, 0 que pode estar associado com uma maior quantidade de
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virus presente nessas localidades, pois a titulacdo maior ou igual que 1:64

apresentou-se em 50% dos animais testados dessas propriedades.

1000 1

Cajuri Coimbra Ervilia Fiau  Firanga ‘“arginha “igosa
B GMT Tipo 1 B GMT Tipo 2

Fig 2 — Grafico de distribuicdo de virus da diarréia viral bovina tipos | e Il, por localidades.

N&o € possivel distinguir entre a atividade viral recente e a imunidade
adquirida ao longo da vida por esses animais testados. A baixa frequéncia
apresentada na regiao, de apenas 14,3%, aponta para uma baixa disseminacdo do
virus na regido, provavelmente devido ao manejo desse rebanho leiteiro, onde a
possivel aquisicdo de animais contaminados ou até persistentemente infectados é
muito baixa, devido a dindmica de producdo dessas propriedades que ocorre na
microrregido de Vigosa.

Foi um total de 12 propriedades, regido essa formada por pequenas
propriedades familiares, produtoras de leite, onde geralmente os machos sao
descartados na época de desmama. A aquisicdo de animais € de baixa ocorréncia,
pois a reposicéo de fémeas é feita com animais da propria propriedade e a aquisicao
de machos para a cobertura ndo é frequiente, pois os rebanhos sdo pequenos, nao
necessitando mais de dois touros, além disso, o uso de inseminagéo artificial com
sémen livre de doencas vem crescendo na regiao pelo préprio apoio da Universidade

atraveés do convénio PDPL (Programa de Desenvolvimento de Pecuéaria Leiteira).
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A baixa prevaléncia em outros paises esta diretamente relacionada a
campanhas publicas de controle e erradicacdo da doenca, incluindo ai a vacinacéo
sistematica dos rebanhos (Fulton et al., 2002).

Esses animais ndo haviam sido imunizados contra nenhum tipo de cepa do
BVDV anteriormente. A importancia de ndo terem sido expostos a imunizacao
anterior, além de ndo permitir um falso diagnéstico da ocorréncia do virus na regiao,
descarta a hipétese de uma exposicao iatrogénica a esse virus, pois em vacinas de
IBR, nos EUA, houve contaminagdo por cepas de BVDV tipo Il, o que levou a

infeccdo e desenvolvimento de doenca de varios animais (Falcone et al., 1999).

Isolamento viral a partir de amostras de soro sanguineo de animais de 6 a 10

meses.

Das doze propriedades estudadas anteriormente, foram selecionadas onze
propriedades e propriedades vizinhas para a coleta de material. Em algumas dessas
propriedades, pois o contato direto entre os rebanhos (divisdo por cercas, pastos em
comum (Valle et al., 1999) aumenta o risco de contaminacdo) para aumentar a
probabilidade de isolamento, foram coletadas 171 amostras de soro sanguineo de
animais com idade de seis a dez meses de idade, para tentativa de isolamento viral
de animais pertencentes a rebanhos sabidamente contaminados. Essa coleta foi feita
de acordo com dados anteriores que observaram que devido a um declinio na
imunidade passiva, animais nessa faixa etaria estdo mais susceptiveis a infeccao
pelo BVDV (Mickelsen and Evermann, 1994; Rush et al., 2001), e que o isolamento
em animais nessa faixa etaria é de 30 a 40% (Evermann et al., 2002). O contato
direto com animais persistentemente infectados, provavelmente € o mais frequente
método de transmissdo da infec¢cdo, embora estudos tenham demonstrado que a
disseminacédo da infeccdo também ocorre na auséncia desses animais.

As amostras foram submetidas a técnica de isolamento para deteccdo de

animais persistentemente infectados. As amostras apresentaram-se todas negativas
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para isolamento viral. Essa pratica foi baseada na informacdo que o numero de
animais positivos para BVDV em propriedades onde o virus circula, aumenta
sensivelmente e pode chegar até 50% dos animais apresentando viremia (Wittum et
al., 2001).

Nado foram detectados animais persistentemente infectados ou animais
sofrendo de infeccdo aguda em fase virémica. Esses resultados podem ser
amparados pelos resultados de pesquisadores em outros paises (Wittum et al.,
2001). No referido trabalho, em animais originarios de propriedades produtoras de
carne foi encontrada prevaléncia de animais persistentemente infectados entre 0 a
10%, quando coletados de animais aleatoriamente, ou seja, em propriedades sem
historico de doenca associada a infec¢cdo pelo BVDV. Embora os rebanhos da
microrregido de Vigosa tenham sido diagnosticados soropositivos para o BVDV tipo |
e tipo II, os resultados de isolamento viral foram negativos. Sabe-se que 0s animais
persistentemente infectados sao a principal fonte de disseminac¢éao da doenca, mas a
auséncia desses animais no rebanho, ndo descarta uma atividade viral presente no
rebanho. Mecanismos de infeccdo na auséncia desses animais ainda nao foram
totalmente elucidados, mas o contato com animais apresentando quadro agudo da
infeccdo, contato com outras espécies infectadas com BVDV ou de forma iatrogénica
sao formas de infec¢do de importancia ainda desconhecida (Ridpath et al., 2002).

Estudos feitos ao longo de 20 anos nos EUA apresentaram esse primeiro
resultado em 1980, ou seja, baixa frequéncia de animais persistentemente infectados
ou em fase virémica, < 5%, apesar das propriedades apresentarem a doenca a
campo, mas ao longo desse periodo, a dindmica dessas infeccbes mudou, chegando
a ser detectado aproximadamente 30% de animais PIl, em 2000 (Evermann et al.,
2002). Devido a este fato, estudos constantes, como um monitoramento sorolégico
deve ser acompanhado na microrregido de Vicosa para que se saiba

adequadamente qual a dinamica viral.
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Conclusdes e Perspectivas

Os resultados obtidos, 14,3% de ocorréncia de animais soropositivos para o
BVDV e auséncia de isolamento viral, indicaram uma baixa atividade viral nessa
microrregido de Vicosa. A dificuldade na deteccdo de animais portadores de BVDV
pode indicar a possibilidade de uma avaliacdo superestimada do impacto desta
infecg@o na populagéo estudada. Entendemos que existe a necessidade de uma
avaliacdo mais apurada nos aspectos economicos relacionados com esta infeccéo e,
ainda, nos programas de controle a serem adotados para mantermos esta infeccéo
nos patamares encontrados no trabalho ou até mesmo erradica-la.

Estudos posteriores, dessa mesma regido, podem ser desenvolvidos
analisando amostras de leite, para que se tenha uma nocao exata da acéo viral nos

rebanhos leiteiros e para que se tenha uma maior abrangéncia de resultados.
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