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Resumo

O Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) é um dos patdgenos mais importantes na pecudria bovina em todo mundo,
principalmente por desencadear manifestagdes clinicas relacionadas a esfera reprodutiva. A infeccdo em fémeas gestantes
pode resultar em abortamentos, reabsor¢des embrionérias, mumificacdes fetais, ma formagdes e nascimento de bezerros
fracos além do aparecimento de animais persistentemente infectados e imunotolerantes ao virus, que sdo a principal fonte
de infeccdo e disseminacdo da doenga nos rebanhos. Atualmente, a complexidade do diagndstico e consequentemente a
patogenia, estdo relacionados as diferengas genotipicas do agente. Por isso, a presente pesquisa teve como objetivo
verificar a ocorréncia dos gen6tipos BVDV-1 (Singer) e BVDV-2 (VS-253) em vacas, e respectivos fetos, abatidas em
um frigorifico no Estado de S&o Paulo pela da analise do soro sanguineo por meio da técnica de virusneutralizagdo. No
contexto geral, 52,51% (115/219) das vacas testadas foram reagentes, mas nenhum feto (0/219) reagiu na
virusneutralizagdo. Pela analise cruzada conforme a estirpe viral, observou-se que 42% (92/219) das vacas foram
reagentes tanto para o genétipo BVDV-1 como para o gen6tipo do BVDV-2. Por outro lado 4,10% (9/219) reagiram
apenas para o genotipo BVDV-1 e 6,39% (14/219) reagiram apenas para o gen6tipo do BVDV 2. Notou-se portanto que
ambas as estirpes estdo disseminadas nas regides estudadas, fato que justifica 0 emprego de antigenos diferentes para
evitar diagndstico falso-negativo. Por fim nenhum feto apresentou anticorpos ou alteragfes fetais, mesmo estando ja
desenvolvidos e podendo ser considerados imunocompetentes, independente de ser filho de mée reagente.

Palavras-chave: virus da diarréia viral bovina (BVDV), bovinos, virusneutralizagao.
Abstract

The most important pathogens in the bovine livestock nowadays in the virus of the viral diarrhea mainly for triggered
clinical manifestations related to the reproductive sphere. The infection in pregnant females, may result in abortions,
embryonic resorptions, fetal mummification, birth of weak and malformation of the cattle. Moreover, their birth with
persistently infected and immunotolerant virus, which the source of infection and dissemination of their disease.
Nowadays, the complexity of the diagnosis and consequently its pathogenesis are tilted in the genotypic differences
agent. So, this study aimed to verify the occurrence of the BVDV-1 (SINGER) and BVDV-2 (VS-253) genotypes in
cows and their respective fetuses, slaughtered in an abattoir in the State of Sao Paulo. Through blood serum, using virus
neutralization technique. All in all, 52,51% (115/219) of the cows which were tested reacted, but no fetus (0/219)
reacted, to its virus neutralization. Through this cross-examination we observed that 42% (92/219) of cows reacted for
both BVDV-1 and BVDV-2. Furthermore 4,10% (9/219) of them reacted only to the genotype BVDV-1 and 6,39%
(14/219) responded only to the genotype 2 of BVDV. Therefore it was noticed that both strains are widespread in the
regions studied, which justifies the use of different antigens to avoid false-negative diagnosis. Finally antibodies showed
no fetus or fetal abnormalities, it is already developed and can be considered immunocompetent, independent child born
to a reagent.
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Introducéo

O virus da diarréia viral bovina
(BVDV) pertence a familia Flaviviridae,
género Pestivirus é caracterizado como um
dos principais patégenos que promovem
perdas significativas a bovinocultura de corte
e leite em todo o mundo e, por isso, é
considerado um dos virus mais importantes
gue acomete os bovinos (BOLIN, 1990;
BAKER, 1995), e esta amplamente difundido
no rebanho brasileiro (OLIVEIRA et al.,
1996). Conforme foi observado por Gillespie
et al., (1960), o BVDV apresenta dois
bidtipos: um citopatogénico (CP) e o outro
ndo-citopatogénico (NCP). Amostras NCP
predominam entre os isolados de campo e
estdo associadas as diversas manifestagdes
clinicas da infeccéo, pois esses virus possuem
a capacidade de se replicar em cultivo celular
sem danificar as células, isso explica o fato
deles atravessarem a placenta e causar a
infeccdo fetal persistente, in vitro ele ndo
apresenta mudancas visiveis nas células
infectadas, ja o CP ndo ultrapassa 5% das
amostras e induz a vacuolizacdo e morte
celular (GRUMMER, 2001).

O maior problema da infecgdo estd
diretamente ligado a grandes perdas
reprodutivas  sofridas  pelos  bovinos,
dependendo da fase gestacional e do gen6tipo
viral. Caso as fémeas entrem em contato com
0 virus entre os dias 40 e 120 de gestacgdo, e
se infectaram especificamente com amostras
de virus NCP, havera infeccdo fetal, pois o
virus possui predilecdo por células em
divisdo com o subsequente nascimento de
bezerros imunotolerantes ou persistentemente
infectados  (PI) (BROWNLIE, 1990;
MOENNIG e LIESS, 1995). Nesta fase o
sistema imunoldgico do feto atravessa a fase
de reconhecimento dos antigenos préprios
(DONIS, 1989) resultando em bezerros Pl
muitas vezes sauddveis e sem anticorpos
contra o virus que os infecta. Os animais PlI
constituem no ponto central na epidemiologia
da infeccdo pelo BVDV pelos seguintes

motivos: sdo muitas vezes saudaveis; ndo sdo
facilmente identificdveis por ndo serem
reagentes, representam fontes continuas e
abundantes de virus para outros animais,
eliminam grandes quantidades de virus em
secregdes e excrecOes e fémeas Pl produzem
bezerros PI (DONIS, 1989).

Para o imunodiagnoéstico da BVD
varios métodos podem ser aplicados, porém
0s mais utilizados sdo o ELISA e a
virusneutralizacdo (VN) que € o teste padrao
mais usado para determinar a ocorréncia do
BVDV por meio da mensuracdo dos
anticorpos pelo soro dos animais, possui a
facilidade de testar um grande numero de
amostras, porém necessita de um cultivo
celular (RADOSTITS et al., 2002). Grande
parte dos laboratérios que realizam os testes
de VN para o BVDV no Brasil utiliza apenas
as estirpes do BVDV-1; por isso, existem
poucas  informacGes  relacionadas &
ocorréncia do genétipo do BVDV-2 e da
imunidade cruzada entre 0s genotipos nos
rebanhos, 0 que pode resultar em
diagnosticos falsos - negativos (DIAS, 2008).
Portanto objetivou-se pesquisar a ocorréncia
da infeccdo pelo BVDV em vacas gestantes,
e em seus respectivos fetos, por meio da
titulacdo de anticorpos no teste de VN contra
0s genodtipos do BVDV-1 e 2 a partir de soros
sanguineos colhidos em frigorifico, no
interior do Estado de S&o Paulo.

Material e Métodos

Durante o abate, em um frigorifico
localizado no interior do Estado de S&o
Paulo, foram colhidas 219 amostras de
sangue de vacas gestantes e dos respectivos
fetos cuja idade foi estimada, conforme
pardmetros definidos por Rexroad et al.
(1974) citados por Diniz et al. (1998), como
estando entre 40 a 240 dias de gestacdo. Os
animais eram provenientes da regido norte e
nordeste do Estado de Sao Paulo, além de
parte do Estado de Minas Gerais (tridngulo
mineiro), conforme a Tabela 1.
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Tabela 1. Origem dos rebanhos, nimero de amostras e datas das respectivas colheitas de material
sanguineo de vacas gestantes e respectivos fetos abatidas em matadouro frigorifico do
Estado de Sao Paulo, durante o periodo de abril a junho de 2008

Data da coleta Municipio nlimero de amostras
1° Coleta S&o Jodo Boa Vista (SP), 55
Vargem Grande do Sul (SP),
11/04/2008 Patrocinio Paulista (SP) e
Prata (MG)
2° Coleta Conchas (SP), Monte 52
Aprazivel (SP), Areias (SP),
25/04/2008 Pompéia (SP)
3° Coleta Tanabi (SP), Paulo de Faria 51
(SP) e Frutal (MG)
21/05/2008
4° Coleta Tarabai (SP), Pedra Bela 61
(SP), Joandpolis (SP) e
13/06/2008 Ribeirdo Preto (SP)

As amostras de sangue foram
colhidas de vacas gestantes e respectivos
fetos, abatidas no matadouro frigorifico.
Durante o procedimento do abate, as vacas
gestantes foram devidamente numeradas para
identificacdo, de forma a identificar seus
respectivos fetos. As amostras foram
acondicionadas em caixas térmicas para em
seguida serem transportadas ao setor de
Viroses da Reproducdo do Departamento de
Medicina  Veterindria  Preventiva da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinérias (FCAV) - UNESP- Campus de
Jaboticabal/SP. No laboratdrio, o sangue foi
centrifugado, separando-se duas aliquotas de
15 mL de soro em microtubos tipo
“eppendorf”’, que foram identificadas,
armazenadas e congeladas a — 20° C até o
momento do uso. A separagdo do soro
sanguineo em duas aliquotas foi para que
uma amostra fosse testada contra o genotipo
do BVDV-1 e outra para o genotipo do
BVDV-2, de modo que todas as amostras
tivessem condi¢es idénticas de manipulagédo
antes do teste sorolégico.

As amostras foram submetidas ao
teste de VN conforme preconizado pelo
(OIE, 2008). Os soros foram inativados a
56°C por 30 minutos. Foram utilizadas
células epiteliais de rim bovino da linhagem

Madin Darby bovine kidney (MDBK), a VN
foi feita em placas de poliestireno com 96
cavidades onde foi colocado o meio Eagle-
MEM (Minimal Essential Medium) Gibco®
acrescidos de 10% de soro fetal bovino SFB
e 1% de antibi6tico composto por penicilina
(10.000 Ul/mL) e estreptomicina (10.000
pg/mL) Gibco®, as diluicBes das amostras
testadas foram de 1:10 até 1:5.120. Depois de
adicionada a suspensdo viral contendo
100TCID50, as placas foram entdo incubadas
por uma hora em estufa com atmosfera de
5% de CO, a 37°C. Decorrido esse tempo
foram adicionadas as células MDBK
contendo 300.000 células/mL. Procedeu-se a
leitura ap6s 96 horas, considerando reagentes
as amostras que apresentaram neutralizacdo
total de 100 TCIDs, do BVDV a partir da
diluicdo 1:10.

Os titulos de anticorpos foram
expressos como a reciproca da maior diluicéo
em que foi verificada a neutralizacéo viral, e
o titulo final foi resultante da média
geométrica dos titulos encontrados nas
duplicatas. Para o estudo com andlise da
significancia dos resultados foi utilizado o
teste exato de Fisher, ZAR (1999) para
detectar associacGes (p<0,05) entre as
colheitas e 0s genotipos.
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Resultados e Discussdo

Conforme pode ser visto na tabela 2,
das 219 amostras de soro sanguineo
provenientes dos animais adultos que foram
submetidas ao imunodiagnéstico pelo teste de
virusneutralizacdo, 46,12% (101/219) foram
reagentes para o genétipo do BVDV-1 e
48,40% (106/219) para o genltipo do
BVDV-2. Também se observou que 6,39%
(14/219) das amostras foram reagentes
somente para o genétipo do BVDV-2 e ndo
para 0 genotipo do BVDV-1; 4,10% (9/219)
foram reagentes para o gendtipo do BVDV- 1
e ndo para o BVDV-2. Por outro lado,
47,49% (104/219) das amostras foram
negativas para ambos 0S  genotipos.
Descontando os negativos (104) do total de
amostras (219) sobraram os positivos (115).
Do total de positivos, ja foi apresentado os
reagentes exclusivos para o gendtipo do
BVDV-1 (9 amostras) e para o gendtipo do
BVDV-2 (14 amostras) restando as (92
amostras) com reacdo para ambos o0s
genotipos; dessas amostras positivas em
7,76% (17/219) os titulos foram iguais para
ambos 0s genoétipos; em 16,89% (37/219)
prevaleceu maior titulo para o genétipo do
BVDV-1 e em 17,35% (38/219) o maior
titulo foi para o genétipo do BVDV- 2.

Antes de coletar o sangue dos 219
fetos teve-se o cuidado na linha de inspecéo
do frigorifico, em observar possiveis
anomalias no fruto da gestagdo, pois toda a
epidemiologia da doenca est4 voltada para a

infeccdo transplacentaria que pode resultar
em morte, mumifica¢do fetal, deformidades
congeénitas, hipotricose, alopecia,
deformidades dos membros entre outras.
Uma vez no laboratdrio as amostras de soro
foram analisadas por virusneutralizagdo, mas
nenhum soro foi reagente ao gendtipo do
BVDV-1 ou ao genétipo do BVDV-2,
independente de ser o feto proveniente de
animais reagentes ou ndo e independente do
periodo gestacional. Pelo exame
anatomopatolégico ndo foi observado morte
ou alteragOes fetais e dos seus anexos, ou
seja, todos esses materiais tinham aparéncia
gue denotavam normalidade.

A organizacdo dos resultados dos
testes que caracterizaram 0s gendtipos do
BVDV-1 e, ou gendtipo do BVDV-2, estdo
apresentados no gréfico 1 conforme o
periodo de colheita e a origem dos animais
testados. Quando estes resultados foram
analisados, pelo teste exato de Fisher,
verificou-se que houve diferenca significativa
(p< 0,05) em relagdo aos genotipos do
BVDV-1 e do BVDV-2 conforme o periodo
da colheita, pois as positividades da primeira
colheita (11/04/2008) foram superiores a
segunda (25/04/2008), a terceira
(21/05/2008) e a quarta colheita (13/06/2008)
e exibiram diferenca significativa (p< 0,05)
tanto para o genétipo do BVDV-1 gquanto
para o genétipo do BVDV-2.

Tabela 2. Detec¢do de anticorpos virusneutralizantes para os gendtipos do BVDV-1e do BVDV-2
em soro de vacas gestantes abatidas em frigorifico do Estado de Sdo Paulo

BVDV-1
Reagente Né&o reagente Total
Reagente 92 14 106
BVDV-2 N&o reagente 09 104 113
Total 101 118 219
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Gréfico 1. Animais positivos de acordo com as colheitas, no teste de virusneutralizagdo para 0s
gendtipos do BVDV- 1 e BVDV-2 realizado apés abate em frigorifico do Estado de Sédo

Paulo.

A frequéncia de anticorpos anti-
BVDV encontrada nos soros das fémeas,
analisadas provenientes de diversas regides
mostrou que existe uma disseminagdo da
doenca em mais da metade dos animais
examinados. Este indice desperta uma
preocupacdo epidemioldgica principalmente
pela possivel presenca de animais Pl nesses
rebanhos. Tanto que os dados obtidos se
mostram préximos aos 57,18 % em que Dias
et al. (2003) encontraram na regido sul do
Estado de Minas Gerais e nordeste do Estado
de S&o Paulo utilizando o teste Elisa em
amostra de leite e aos 52,17% GUIMARAES
et al. (2001) no Estado de Goias usando a
VN. No entanto, sdo inferiores aos achados
de Quincozes et al. (2007) que detectaram
66,32% da infeccdo em animais em regides
do Rio Grande do Sul, e aos de Figueiredo et
al. (1997) que detectaram soropositividade
entre 61,47% e 75,13% em 287 soros de
bovinos de diversas regides de Minas Gerais,
colhidos em matadouro. Por outro lado sdo
superiores aos achados na pesquisa realizada
por Dias (2008) em animais de rebanho do

Estado de S&o Paulo e Minas Gerais na qual
foi demonstrada a prevaléncia de 39,2%
(102/260).

Os dados desse experimento sdo
também superiores aos de Langoni et al.
(1995) que foram de 39,5% no Estado de Séo
Paulo e também relatados por Pellegrin et al.
(1996), onde verificaram positividade em
43,6% no Pantanal. Na pesquisa de
Richtzeinhain  (1997) por meio da
virusneutralizagdo  foi  encontrada a
prevaléncia de 65% no Estado de Minas
Gerais e 78% no estado Sdo Paulo, sendo que
em todas as propriedades havia pelo menos
um animal soropositivo. Mas todos estes
trabalhos sdo passiveis de um problema no
diagndstico. Tudo isso porque a diversidade
antigénica do BVDV, em especial a baixa
reatividade sorolégica cruzada entre o0s
genotipos do BVDV-1 e do genétipo do
BVDV-2, pode interferir na pesquisa
sorolégica (EDWARDS e PATON, 1995,
BROCK, 1995). Particularmente, os testes de
neutralizagdo viral tém alteracdo da
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especificidade na diversidade antigénica do
BVDV. Tanto assim que, esse fato foi
observado no presente estudo, pois houve
variacOes relativamente grandes de titulos de
anticorpos de uma mesma amostra guando
utilizadas estirpes diferentes. Em relacdo aos
animais reagentes para o gen6tipo do BVDV-
1, a pesquisa em apreco encontrou 46,11%
(101/219), indice maior do que os 33,8%
(88/260) determinados por Dias (2008) no
Estado de S&o Paulo e Minas Gerais, e acima
dos 18,2% encontrado por Rush et al. (2001)
nos Estados Unidos.

Em relacdo aos animais reagentes
para o0 gendtipo do BVDV-2 o trabalho
encontrou 48,40% (106/219), indices maiores
em relacdo aos de Dias (2008) que foram de
36,5% (95/260) e préximos aos 50%
encontrados nos Estados Unidos por Rush et
al. (2001). A maior resposta para 0 genétipo
do BVDV-2 foi encontrada em estudos feitos
na Alemanha onde esse genotipo é
considerado um tipo de variante emergente
(WOLFMEYER et al., 1997; TAJIMA et al.,
2001).

Tendo em vista que a maioria dos
laboratérios utiliza somente o genétipo do
BVDV-1 nos exames de imunodiagnostico,
ficou entdo evidente que provavelmente esta
ocorrendo laudos falsos-negativos, porque
nos resultados da presente pesquisa,
apareceram 6,39% de amostras positivas
(14/219) somente para o genétipo do BVDV-
2.

S6 esse fato mostra que resultados
obtidos de provas laboratoriais,
principalmente a virusneutralizacéo,
utilizando apenas uma estirpe viral do
BVDV, em regibes onde circulam mais de
um gendtipo, certamente falhariam em
detectar um nUmero expressivo de animais
positivos, como j& foi alertado por Flores et
al. (2000). Por isto, ou se deve incluir os dois
gendétipos no imunodiagndstico, ou entdo é
necessario que seja utilizada a estirpe de
acordo com um levantamento soroldgico
anterior na regido. Sabendo-se que a maioria
dos laboratérios utiliza estirpes para o
BVDV-1 e nessa regido ndo existe um

levantamento das estirpes predominantes
essas amostras resultariam em 6,39%
(14/219) de falso-negativo.

Na pesquisa aplicada aos fetos, ndo
foi detectada a presenca de anticorpos contra
ambos 0s geno6tipos do BVDV, assim como
nos resultados de Nogueira (2003). Resultado
diferente foi de Botton et al., (1998) que
detectaram anticorpos neutralizantes em
1,36% (19/1396) das amostras dos fetos
colhidos em frigorifico, j& Camargo (2007)
relatou a presenca de 1,35% (7/518) de
anticorpos detectados pelo ELISA em
amostras de fetos da regido de Presidente
Prudente.

Por meio dos exames
anatomopatoldgicos fetais realizados, nédo
foram constatadas mas formacdo congeénita,
que sinalizasse a infecgdo fetal como, por
exemplo, hipoplasia cerebelar,
microencefalopatia, hidrocefalia, hipotricose,
alopecia e deformidades dos membros,
patologias que segundo Grooms (2004) estdo
associadas & infeccdo pelo BVDV.
Entretanto, considerando a literatura
consultada, e as normas interpretativas da
OIE (2008) que considera titulos acima de 10
como positivos, pode-se supor entdo que a
positividade vale para ambos 0s genotipos
guando o titulo interpretativo é atingido,
independente de ser maior ou menor
conforme o antigeno. Pelo exposto entdo,
achou-se plausivel fazer uma analise dos
pardmetros  da  reatividade  regional,
determinados nos teste de VN independente
de cada genétipo, como etiologia distinta.
Entdo, nota-se que a positividade do BVDV
no Estado de S&o Paulo e parte de Minas
Gerais  (triangulo  mineiro)  tiveram
comportamento distinto, pois nem todos os
animais reagentes a um geno6tipo do BVDV
também foram reagentes ao outro genotipo.
Com isto, apesar das origens diferentes dos
animais, s6 na quarta colheita houve mais
positivos para o genétipo do BVDV-1,
enquanto que em todas as outras, a
predominancia da positividade foi para o
genotipo do BVDV-2.
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Concluséao

Os resultados demonstram que a
utilizacdo do gendtipo do BVDV-1 e do
BVDV-2 no teste de virusneutralizacdo
resultou na deteccdo de variacBes que
justifica a necessidade do uso de ambos 0s
antigenos para concluir o imunodiagnostico,
quando utilizado apenas um genétipo do
BVDV no teste de virusneutralizacdo podem
ocorrer resultados falsos — negativos. Os
animais mais afetados com o genétipo do
BVDV-1 se encontram nas regides dos
municipios de Tarabi (SP), Pedra Bela (SP),
Joanopolis (SP), e Ribeirdo Preto (SP)
enguanto que para o genotipo do BVDV-2 se
encontram nos municipios de S&o Jodo da
Boa Vista (SP), Patrocinio Paulista (SP),
Prata (MG), Vargem Grande do Sul (SP),
Conchas (SP), Monte Aprazivel (SP), Areias
(SP), Pompéia (SP), Tanabi (SP), Frutal
(MG), Patrocinio Paulista (SP). Nenhum feto
apresentou  anticorpos  ou  alteracBes
morfoldgicas, mesmo estando ja
desenvolvidos e podendo ser considerados
imunocompetentes, independente de ser filho
de méae reagente.
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