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The research on persistently infected (PI) animals with bovine viral diarrhoea virus
(BVDV) was conducted in 26 cattle herds, which were not BVDV vaccinated, located in
the states of Minas Gerais and Sao Paulo, Brazil. Using a sampling strategy, five samples
of blood were collected from 6 to 12-month-old calves of each herd, and the blood sera
were tested by virusneutralization test (VN) to BVDV-1 and BVDV-2. The herds that had at
least three out of five samples reacting to one of the genotypes of BVDV and antibody
titers greater than 128 were selected to Pl animals research. In three of the herds that
matched the before-mentioned criteria, paired blood samples were collected from all its
individuals considering a collection interval of 30 days. The blood sera of these samples
were VN tested against BVDV-1 and BVDV-2. In samples not reacting to at least one of
the BVDV genotypes and also in those collected from calves of less than six months of
age, virus research was undertaken by reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR). From the examined herds, two Pl animals were detected in paired samples
obtained from a herd located in the state of Minas Gerais.

INDEX TERMS: Bovine viral diarrhoea virus, persistently infected animal, BVDV-1, BVDV-2, RT-
PCR, virusneutralization.

RESUMO.- A pesquisa de animais persistentemente in-
fectados (PI) pelo virus da diarréia viral bovina (BVDV) foi
realizada em 26 rebanhos bovinos, nao vacinados contra
o BVDV, localizados nos Estados de Minas Gerais e Sao
Paulo, Brasil. Utilizando uma estratégia de amostragem,
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de cada rebanho foram obtidas cinco amostras de sangue
de bezerros, entre 6 e 12 meses de idade, e 0s soros san-
guineos foram submetidos ao teste de virusneutralizacao
(VN) para o BVDV-1 e 0 BVDV-2. Os rebanhos que apre-
sentaram pelo menos trés das cinco amostras reagentes
a um dos gendtipos do BVDV, e com titulos de anticorpos
superiores a 128, foram selecionados para a pesquisa de
animais PIl. Em trés rebanhos que apresentaram tal condi-
cao, foram colhidas amostras pareadas de sangue de to-
dos os bovinos do rebanho, com intervalo de 30 dias entre
as colheitas, e o soro sanguineo foi submetido ao teste de
VN para o BVDV-1 e o BVDV-2. Nas amostras néo rea-
gentes a pelo menos um dos gendtipos do BVDV e naque-
las provenientes de bovinos com menos de seis meses de
idade, realizou-se a pesquisa do BVDV pela reacéo em
cadeia da polimerase precedida pela transcrigédo reversa
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(RT-PCR). Dos rebanhos analisados, foram detectados dois
animais Pl a partir de amostras obtidas nas colheitas
pareadas provenientes de um rebanho localizado no Esta-
do de Minas Gerais.

TERMOS DE INDEXAQAO: Virus da diarréia viral bovina, ani-
mal persistentemente infectado, BVDV-1, BVDV-2, RT-PCR,
virusneutralizagéo.

INTRODUCAO

O termo “virus da diarréia viral bovina (BVDV)” refere-se a
um diverso grupo de RNA-virus, classificados em duas
diferentes espécies (BVDV-1 e BVDV-2) pertencentes a
familia Flaviviridae e ao género Pestivirus. S&o virus que
podem existir em dois diferentes bidtipos, citopatogénico
(CP) e nao citopatogénico (NCP), os quais variam na viru-
Iéncia, podendo apresentar-se tanto na forma avirulenta
até aquela altamente virulenta (Ridpath 2010). Dentre os
virus que infectam bovinos, o BVDV é aquele que apre-
senta a patogenia mais complexa (Deregt 2005).

O principal fator na disseminagao natural do BVDV € a
existéncia do animal persistentemente infectado (PI). A in-
feccéo do feto bovino com o bidtipo NCP antes do desen-
volvimento da competéncia imunoldgica, isto é, até 125 dias
de gestacéo, pode resultar na geragdo de um animal que
apresenta a infecgcéo persistente pelo BVDV por toda sua
vida. Nessa fase da gestacéo, o sistema imunoldgico do
feto é imaturo e as proteinas virais sdo reconhecidas erro-
neamente como proprias, o que torna o animal imunologica-
mente tolerante ao BVDV (Dubovi 1998). A geragao de ani-
mais Pl é mais frequente quando a infecgéo fetal ocorre
entre 30 e 90 dias de gestacao, podendo ser estabelecida
tanto pelo BVDV-1 quanto pelo BVDV-2 (Lieber-Tenorio
2005). O animal PI é considerado a principal fonte de infec-
cao do BVDV porque elimina por toda sua vida uma grande
quantidade de virus em secrecoes e excre¢des (Houe 1995).

Muitos animais Pl podem ser clinicamente saudaveis,
embora a sua expectativa de vida seja baixa (Houe 1993),
pois todos apresentam o risco de desenvolver a doenca
das mucosas (MD) (Brownlie 1990). Alguns podem até
alcancar a idade adulta e, caso isso ocorra com fémeas
Pl, a sua progénie também sera Pl (Baker 1987). A taxa
de letalidade dos bezerros Pl é superior a 50% no primei-
ro ano de vida, principalmente porque muitos deles nas-
cem prematuros, fracos, letargicos ou apresentam algum
tipo de malformagéo congénita. Alguns bezerros morrem
poucos dias ou até mesmo algumas horas apds o nasci-
mento e, aqueles que sobrevivem, podem apresentar
atraso no crescimento e baixa resisténcia a outras enfer-
midades (Bolin 1990).

Como a prevaléncia dos animais Pl é baixa nos reba-
nhos e os sinais clinicos nao sao suficientes para a carac-
terizacao desses animais, foram desenvolvidas estratégi-
as de amostragem para o diagndstico dos rebanhos infec-
tados com o BVDV (Houe 1992, Houe 1994, Pillars &
Grooms 2002). A pesquisa soroldgica pode ser utilizada
para determinar a existéncia ou nao de bovinos Pl nos
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rebanhos, pois a presenca de um bovino reagente num
rebanho nao vacinado é uma evidéncia suficiente que ca-
racteriza a exposicao da populagédo ao BVDV (Smith &
Grotelueschen 2004).

Na presenca de um animal PI, a infeccao pelo BVDV
dissemina-se rapidamente para a maioria dos animais do
rebanho, induzindo altos titulos de anticorpos neutralizan-
tes. Essa caracteristica é utilizada para a identificacao de
rebanhos com animais PI, por meio da determinacéo de
titulos de anticorpos no soro sanguineo de animais deno-
minados sentinelas ou pela detecgéo de anticorpos no lei-
te de conjunto (Seki et al. 2006).

A identificagcdo e a remog¢ao de bovinos Pl sdo me-
didas essenciais para a prevencéo e o controle da diar-
réia viral bovina (BVD) (Brock 2003). Apesar de ser
baixa a prevaléncia desses animais nos rebanhos, a
sua presenca reflete-se num grande impacto econémi-
co. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi pesquisar
a ocorréncia de animais Pl pelo BVDV em rebanhos
bovinos localizados nos Estados de Minas Gerais e
Sao Paulo, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostragem

Empregou-se a metodologia adotada por Pillars & Grooms
(2002), por meio da pesquisa de anticorpos em amostras de
sangue de cinco bezerros ndo vacinados contra o BVDV com
idade entre 6 e 12 meses. Em tal metodologia, um rebanho foi
considerado reagente quando trés de cinco bezerros apre-
sentaram titulos de anticorpos neutralizantes superiores a 128
frente a um gendtipo do virus, ja que as amostras eram subme-
tidas a virusneutralizagdo (VN) tanto para o BVDV-1 quanto
para o BVDV-2. Por outro lado, quando trés de cinco bezerros
apresentavam titulos menores do que 64 para ambos os
gendtipos, o rebanho era classificado como negativo.

Amostras

Foram colhidas, aleatoriamente, amostras de sangue
de cinco bovinos com idade entre 6 e 12 meses, em 26
rebanhos, sendo seis deles localizados no Estado de Minas
Gerais, respectivamente nos municipios de Machado, Pogo
Fundo e Sao Gongalo do Sapucai, e os demais rebanhos
localizados no Estado de Sao Paulo, respectivamente nos
municipios de Jaboticabal, Monte Alto, Sertdozinho, Sao
Carlos, Guariba, Pedregulho, Sao José do Rio Preto, Cris-
tais Paulista, Buritizal e Rifaina.

Os rebanhos pesquisados nao adotavam a pratica de va-
cinagéo contra o BVDV, eram de exploracgéo leiteira ou de
corte e o numero total de bovinos variava de 20 a 480. As
amostras de sangue foram colhidas em tubos siliconizados
“vacutainer” BD® e, depois de colhidas, foram centrifugadas
a 1.080xg. De cada amostra, foram obtidas duas aliquotas
contendo 1,5mL de soro sanguineo que foram assim destina-
das: uma amostra para o teste contra o BVDV-1 e outra para
o teste contra o BVDV-2. As amostras foram armazenadas
em “freezer”, a -20°C, até o momento do uso.

Teste sorologico
Todas as amostras foram submetidas ao teste de VN para
a pesquisa de anticorpos neutralizantes contra o BVDV-1 e
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contra o BVDV-2 (OIE, 2008). No teste de VN, foram utilizadas
células epiteliais de rim bovino da linhagem “Madin Darby
bovine kidney” (MDBK), mantidas em meio Eagle MEM
(“Minimal Essential Medium”) Gibco®, suplementadas com 10%
de soro fetal bovino (SFB) Cultilab® livre de Pestivirus e de
anticorpos para o BVDV, e empregadas as cepas CP do BVDV-
1 (Singer) e do BVDV-2 (VS-253). As amostras de soro sangui-
neo, antes de serem testadas, foram previamente inativadas a
56°C por 30 minutos. Os testes de VN foram realizados em
placas de microtitulagdo descartaveis de 96 cavidades TPP®,
e 0 meio de manutengéo Eagle-MEM Gibco®, utilizado para as
diluicbes das amostras de soro, era acrescido de 1% de uma
solugdo de penicilina (10.000Ul mL-') e estreptomicina
(10.000ug mL"") Gibco®.

Para cada amostra de soro testada, foram feitas duplica-
tas com diluicbes sucessivas entre 1:10 e 1:5.120. Depois
de adicionada a suspenséo viral contendo 100 TCID, (50%
“tissue culture infective doses”) do BVDV, as microplacas
foram incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO, a
37°C. Transcorridos 60 minutos, foi adicionada, em todas as
cavidades das placas, uma suspensao de células MDBK
contendo 300.000 células mL" em meio de manutencéo
Eagle-MEM Gibco®com 10% de SFB Cultilab®. Em seguida,
a placa foi novamente incubada em estufa, a 37°C, com at-
mosfera de 5% de CO, por 96 horas. Na interpretagéo dos
resultados, foram consideradas reagentes as amostras de
soro sanguineo que promoviam neutralizagéo de 100 TCID,,
do BVDV a partir da diluicao 1:10. Os titulos de anticorpos
foram expressos como a reciproca da maior diluicdo em que
foi verificada a neutralizagéo viral, e o titulo final foi resul-
tante da média geométrica dos titulos — GMT (Thrusfield
1986) encontrados nas duplicatas.

Pesquisa de bovinos Pl

Foram selecionados, para a pesquisa do BVDV, os reba-
nhos em que pelo menos trés dos cinco bovinos eram reagen-
tes ao BVDV no teste de VN, para o BVDV-1 ou para o BVDV-
2, e apresentavam titulos de anticorpos iguais ou superiores a
128, de acordo com os parametros adotados por Pillars &
Grooms (2002). Transcorridos 20 dias em que foi realizada a
amostragem e conhecidos os resultados do teste de VN, des-
ses rebanhos, foram entdo colhidas amostras pareadas de
sangue de toda populagéo de bovinos, com intervalo de 30
dias entre as colheitas. Obtidas as amostras de soro sangui-
neo, as mesmas foram submetidas ao teste de VN para o BVDV-
1 e para o BVDV-2, em duplicata e com diluicdes sucessivas
do soro sangiiineo de 1:10 até 1:5.120. As amostras pareadas
de cada bovino foram analisadas simultaneamente numa mes-
ma placa de microtitulagcdo, quer seja quando testadas para o
BVDV-1 ou para o BVDV-2.

O teste diagndstico empregado para a pesquisa do BVDV
foi a reagdo em cadeia da polimerase precedida pela transcri-
cao reversa (RT-PCR), utilizando o protocolo descrito por Pilz
et al. (2005), com algumas modificagcbes. Para tal, foram utili-
zadas as amostras de soro sanglineo que nao foram reagen-
tes em pelo menos um dos testes de VN, contra o BVDV-1 ou
contra o BVDV-2, e em todas as amostras, reagentes ou nao,
de bovinos com idade inferior a seis meses.

A extracdo do RNA foi realizada segundo a metodologia
preconizada por Boom et al. (1990), com a utilizacdo de parti-
culas de silica e isotiocianato de guanidina para a purificagao
de &cidos nucléicos. Na extracdo, foram utilizados 500uL do

soro sanguineo de cada amostra a ser testada e o RNA extra-
ido foi eluido em agua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato).
A RT-PCR foi realizada utilizando os oligonucleotideos inicia-
dores 103 senso (5'TAG CCA TGC CCT TAG TAG GAC 3’ —
posicao gendmica 103-124) e 372 antissenso (5’ACT CCA
TGT GCC ATG TAC AGC 3’ — posicao genémica 372-392),
desenhados a partir da sequéncia da regido nao traduzida
(5’'UTR) do genoma viral do BVDV-1a NADL, que amplifica um
produto de 290 pares de base (pb) e compartilha homologia
maxima entre o BVDV-1 e o BVDV-2 (Weinstock et al. 2001).

A RT foi realizada com 9L da suspensao contendo o RNA
e 20pmol do oligonucleotideo iniciador antissenso 372, que
foi desnaturado a 97°C por 5 minutos, e imediatamente colo-
cada em banho de gelo por 5 minutos. Transcorrido esse peri-
odo, em cada amostra foram adicionados 8uL do “mix” RT
contendo agua ultrapura autoclavada, PCR “buffer” 10x
Invitrogen™ Life Technology (200mM tris-HCI pH 8,4; 500mM
KCl), 0,25mM de cada desoxirribonucleotideo trifosfatado
(dNTP) Invitrogen™ Life Technology, 1,5mM de MgCl,
Invitrogen™ Life Technology e 60 unidades da enzima
transcriptase reversa “Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transcriptase” (M-MLV-RT) Invitrogen™ Life Technology, per-
fazendo assim um volume final de 20pL. Apds a homogenei-
zacao, a sintese do cDNA foi realizada a 42°C por 30 minutos,
seguido por uma etapa de 5 minutos a 95°C para a inativacao
da enzima M-MLV-RT.

A PCR foi realizada com 5uL do cDNA e 45uL do “mix”
PCR constituido por agua ultrapura autoclavada, PCR “buffer”
10x (200mM tris-HCI pH 8,4; 500mM KCI), 0,25mM de cada
dNTP, 1,5mM de MgCl,, 20pmol de cada oligonucleotideo ini-
ciador (senso 103 e antissenso 372) e 2,5 unidades da enzima
“Taq Platinum DNA polymerase” Invitrogen™ Life Technology,
totalizando um volume final de 50uL por amostra. As amostras
de cDNA, juntamente com o “mix” PCR, foram homogeneizados
e a reacao foi realizada em termociclador (PTC — 200, MJ
Research Co. Water Town, Ma, USA) numa etapa a 94°C por 2
minutos; 35 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturacdo), 30 se-
gundos a 59°C (anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao); e
um ciclo a 72°C por 7 minutos (extensao final).

Os produtos da PCR foram analisados pela eletroforese
em gel de agarose a 2% Invitrogen™ Life Technology com
brometo de etideo (0,5mg/mL), em tampéao TBE pH 8,4 (89mM
tris; 89mM &acido bodrico; 2mM EDTA), sob voltagem constante
(100V) e durante aproximadamente 60 minutos. Em cada gel
foram reservadas duas canaletas para os controles positivos
(BVDV-1 e BVDV-2), aplicados no mesmo volume das amos-
tras, e uma canaleta para o controle negativo (dgua ultrapura
autoclavada). Transcorrido esse periodo, o gel foi visualizado
em um aparelho fotodocumentador BioRad® sob luz ultravio-
leta e fotodocumentado em sistema digital “Electrophoresis
Documentation and Analysis System” 290 KODAK®.

RESULTADOS

Nos testes de VN realizados em cinco amostras de soro
sanglineo de bovinos com 6 a 12 meses de idade (Quadro
1), em 26 rebanhos localizados nos Estados de Minas
Gerais e de Sao Paulo, nove rebanhos (1, 2, 4, 5, 7, 16,
17,20 e 21) apresentaram bovinos reagentes ao BVDV-1.
Desse total, quatro rebanhos (5, 7, 16 e 20) apresentaram
apenas um bovino reagente, um rebanho (21) apresentou
dois bovinos reagentes, trés rebanhos (1, 2 e 17) apresen-
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Quadro 1. Resultados dos testes de VN para o BVDV-1 e o BVDV-2, e os respectivos titulos de
anticorpos das amostras reagentes (GMT), de bovinos entre 6 e 12 meses de idade provenientes
de rebanhos localizados nos Estados de Minas Gerais e de Sao Paulo, Brasil

Identificacéo Resultados dos testes de VN
Rebanho Localizagao Estado BVDV-1 BVDV-2
Amostras Amostras

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
1 Machado MG 160 160 nr 80 320 80 60 nr 160 20
2 S. G. do Sapucai MG 40 40 320 nr 80 320 40 3.840 80 226
3 S. G. do Sapucai MG nr nr nr nr nr nr nr nr 14 nr
4 Poco Fundo MG 80 640 1810 640 640 160 1.280 2.560 1.810 1.280
5 Pogo Fundo MG nr nr nr 20 nr nr nr 20 40 nr
6 Machado MG nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
7 S. J. do Rio Preto SP nr nr 10 nr nr nr nr nr nr nr
8 Jaboticabal SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
9 Sertdozinho SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
10 Sao Carlos SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
11 Sao Carlos SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
12 Jaboticabal SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
13 Jaboticabal SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
14 Guariba SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
15 Guariba SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
16 Guariba SP 10 nr nr nr nr nr nr nr nr nr
17 Pedregulho SP 640 20 226 nr 640 80 nr 10 nr 80
18 Pedregulho SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
19 Cristais Paulista SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
20 Buritizal SP nr nr nr 640 nr nr nr 40 905 nr
21 Pedregulho SP nr 320 nr nr 10 nr 40 nr nr nr
22 Buritizal SP nr nr nr nr nr nr nr nr 10 nr
23 Buritizal SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
24 Cristais Paulista SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
25 Monte Alto SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr
26 Rifaina SP nr nr nr nr nr nr nr nr nr nr

* nr (bovino néo reagente).

taram quatro bovinos reagentes e um rebanho (4) apresen-
tou cinco bovinos reagentes. Para o BVDV-2, também fo-
ram encontrados bovinos reagentes no teste de VN em
nove rebanhos (1, 2, 3, 4, 5, 17, 20, 21 e 22). Desse total,
trés rebanhos (3, 21 e 22) apresentaram apenas um bovi-
no reagente, dois rebanhos (5 e 20) apresentaram dois
bovinos reagentes, um rebanho (17) apresentou trés bovi-
nos reagentes, um rebanho (1) apresentou quatro bovinos
reagentes e dois rebanhos (2 e 4) apresentaram cinco bo-
vinos reagentes. Os rebanhos 1, 2, 4, 5, 17, 20 e 21 pos-
suiam bovinos reagentes tanto ao BVDV-1 quanto ao
BVDV-2. Nos rebanhos 7 e 16 foram encontrados bovinos
reagentes apenas ao BVDV-1, e nos rebanhos 3 e 22, ape-
nas ao BVDV-2.

Sendo assim, foram selecionados para a pesquisa 0s
rebanhos dos quais pelo menos trés dos cinco bovinos
eram reagentes, ao BVDV-1 ou ao BVDV-2, e apresenta-
vam titulos de anticorpos iguais ou superiores a 128 (Pillars
& Grooms 2002). Desse modo, quatro rebanhos foram se-
lecionados (1, 2, 4 e 17), pois possuiam bovinos reagen-
tes nos referidos parametros adotados. Os rebanhos 1 e
17 apresentaram essa condicdo quando testados para o
BVDV-1, o rebanho 2 para o BVDV-2, e o rebanho 4 apre-
sentou resultados dentro dos parametros adotados quan-
do testado para ambos 0s gendtipos do BVDV.

Dos rebanhos selecionados, foram colhidas amostras
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pareadas de todos os bovinos nos rebanhos 1 e 4, locali-
zados no Estado de Minas Gerais, e no rebanho 17, loca-
lizado no Estado de Sao Paulo. No rebanho 2 nao foi pos-
sivel a realizacao das colheitas porque o proprietario nao
concedeu a autorizagdo. No total, foram colhidas 1.005
amostras de sangue referentes as duas colheitas realiza-
das, sendo 669 amostras pertencentes a 341 bovinos do
rebanho 1, 148 amostras pertencentes a 76 bovinos do
rebanho 4 e 188 amostras pertencentes a 95 bovinos do
rebanho 17. Em alguns bovinos n&o foi possivel a colheita
de amostras pareadas, pois na ocasido da segunda co-
Iheita haviam morrido ou tinham sido descartados. Por outro
lado, foram obtidas, apenas na segunda colheita, amos-
tras de bezerros que haviam nascido naquele intervalo.

A RT-PCR foi realizada nas amostras de soro sanguii-
neo nao reagentes ao BVDV-1 e ao BVDV-2, nas amos-
tras em que pelo menos uma delas nao foi reagente ao
BVDV-1 ou ao BVDV-2 e também em todas as amostras,
reagentes ou n&o, de bovinos com menos de seis meses
de idade. A maioria das amostras dos trés rebanhos pes-
quisados que nao foram reagentes ao BVDV-1 também
ndo foram reagentes ao BVDV-2. Dessa maneira, foram
analisadas 277 amostras de soro sanguineo, sendo 184
amostras provenientes do rebanho 1, 21 amostras do re-
banho 4 e 72 amostras do rebanho 17.

A anadlise pela RT-PCR resultou na amplificagdo de pro-
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Fig.1. Andlise para a deteccao do BVDV, por eletroforese em
gel de agarose 2% com brometo de etideo, dos produtos
(290 pb) amplificados pela RT-PCR em amostras pareadas
de soro sanguineo do rebanho 4. (1) Marcador de peso
molecular DNA “ladder” 123 pb Invitrogen®; (2) estirpe
citopatogénica BVDV-1 Singer; (3) estirpe citopatogénica
BVDV-2 VS-253; (4) amostra 4/58 A; (5) amostra 4/58 B; (6)
amostra 4/72 A; (7) amostra 4/72 B; (8) controle negativo,
agua ultrapura autoclavada.

dutos com 290 pb em amostras pareadas provenientes de
dois bovinos do rebanho 4 (amostras 4/58 A, 4/58 B, 4/72 A
e 4/72 B) (Fig. 1). Para as amostras oriundas dos rebanhos
1 e 17, ndo ocorreu a amplificacédo de produtos na RT-PCR.

DISCUSSAO

A andlise pela RT-PCR resultou na detecgao do genoma
do BVDV em amostras pareadas provenientes de dois
bovinos do rebanho 4, localizado no Estado de Minas Ge-
rais. Essas amostras eram de animais com idade inferior
a seis meses e na VN nao foram reagentes ao BVDV-1 e
nem ao BVDV-2, caracterizando assim dois animais PlI,
pois a confirmacao desses animais somente é realizada
pela deteccao do virus em amostras pareadas colhidas no
intervalo entre 3 e 4 semanas (Brock 1995, Sandvick 1999).

Dentre 26 rebanhos, foram detectados animais Pl em
apenas um deles. A diferente condicao existente nas in-
fecgcbes pelo BVDV, na qual a presenca de animais rea-
gentes ndo significa a presenga do virus num rebanho,
além da baixa prevaléncia dos animais Pl nos rebanhos
infectados, torna dificil a detec¢ao dos rebanhos verdadei-
ramente infectados (Houe 1995, Smith & Grotelueschen
2004). No entanto, neste estudo, todos os rebanhos foram
submetidos a amostragem sem levar em consideracao a
suspeita ou ndo da presenca da BVD e somente em trés
deles foi realizada a pesquisa de animais PI.

Para Houe (1995), a prevaléncia de animais Pl em re-
banhos infectados encontra-se no intervalo entre 0,5% e

2%, podendo, inclusive, ser até duas vezes maior quando
esses animais sao detectados entre os bovinos jovens. E
nessa ultima condigao que se insere a prevaléncia de ani-
mais Pl encontrada no rebanho 4, pois os animais Pl ti-
nham idade inferior a seis meses. Como nesse rebanho
foram detectados dois animais Pl e, na ocasido da colhei-
ta das amostras pareadas no rebanho 4 o nimero total de
bovinos existentes era 76, a prevaléncia encontrada des-
ses animais foi 2,63%.

Quando todos os bovinos do rebanho 4 foram submeti-
dos as colheitas pareadas de soro sanglineo, os animais
PI (amostras 4/58 e 4/72) tinham entre 4 e 5 meses de
idade, eram bezerros saudaveis e nao apresentavam dife-
rencas no desenvolvimento em relacao aos demais bovi-
nos da mesma faixa etaria (Houe 1993). Porém, um des-
ses bezerros (amostra 4/58), trés meses depois de reali-
zada a ultima colheita, apresentou sinais clinicos de inco-
ordenacao motora e de enfraquecimento progressivo se-
guido do 6bito. Os sinais clinicos apresentados por esse
bezerro poderiam ser resultantes de outra etiologia e tam-
bém poderiam estar relacionados a baixa resisténcia
imunoldgica, caracteristicas comuns aos animais PI (Bolin
1990), o que contribui para que a taxa de letalidade desses
animais seja alta no primeiro ano de vida (Baker 1987). Ja
0 outro bezerro (amostra 4/72) teve o desenvolvimento
normal, mas segundo o proprietario, sempre aquém dos
demais animais do mesmo lote.

A utilizacao de estratégias de amostragem para a pes-
quisa de rebanhos infectados pelo BVDV é uma alternati-
va pratica e econémica para a verificagcdo do estado sani-
tario de um rebanho nao vacinado contra o BVDV (Smith &
Grotelueschen 2004). Neste trabalho, a estratégia utiliza-
da foi a pesquisa de anticorpos neutralizantes em animais
sentinelas, no caso bezerros com idade entre 6 e 12 me-
ses. Dessa maneira, rebanhos de qualquer aptidao pude-
ram ser submetidos a amostragem (Seki et al. 2006).

A pesquisa de anticorpos realizada em bezerros senti-
nelas mostra se a transmissédo do virus esta ocorrendo
dentro do rebanho, sendo que a vantagem dessa estraté-
gia é a eficiéncia do diagndstico, ja que a deteccao de
reagentes indica a transmissao do virus envolvendo ani-
mais Pl ou animais transitoriamente infectados (TI), ou
seja, aqueles que apresentam a infecgao aguda (Smith &
Grotelueschen 2004).

Para Pillars & Grooms (2002), a utilizagao de cinco amos-
tras de sangue de bezerros sentinelas consistiu num méto-
do vélido para a identificacé&o de rebanhos leiteiros com ani-
mais Pl, independentemente do numero de animais exis-
tentes no rebanho. Segundo os autores, cuja mesma meto-
dologia de amostragem foi empregada neste estudo, o nu-
mero de amostras (n=5) estabelecido nessa amostragem
foi obtido utilizando um programa estatistico que conside-
rou a quantidade de rebanhos com animais Pl igual a quan-
tidade de rebanhos sem animais PI, conforme légica de fa-
tores de risco para qualquer infecgcdo com o BVDV.

O emprego de estratégias de amostragem com a utili-
zacao de amostras de sangue obtidas de poucos animais
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do rebanho foi objeto de estudo em outras pesquisas. Houe
(1992) propds um método para identificar rebanhos leitei-
ros com animais Pl por meio da andlise soroldgica de cin-
co bezerros nao vacinados com idade entre 6 e 18 meses,
baseando-se no fato de que a alta prevaléncia de bezerros
reagentes forneceria uma evidéncia indireta da existéncia
de pelo menos um animal PI no rebanho. Para este autor,
pbde ser possivel distinguir rebanhos com e sem animais
P1 utilizando amostras de sangue de poucos animais do
rebanho.

O estudo, também realizado por Houe (1994), teve como
objetivo verificar se a detec¢éo de anticorpos contra o BVDV
em 10 amostras de animais entre 8 e 18 meses de idade
poderia ser utilizada como um método seguro para definir o
estado sanitario para a BVD em rebanhos leiteiros. Os re-
sultados confirmaram que a investigagcao a partir de poucas
amostras consistiu num método seguro para predizer a pre-
senca ou auséncia de animais Pl no rebanho, pois a maio-
ria das amostras era reagente nos rebanhos altamente in-
fectados e, em rebanhos com baixas taxas de prevaléncia,
0 numero de amostras reagentes era menor ou igual a trés.

Outra estratégia de amostragem, como a pesquisa de
anticorpos em leite de conjunto, pode ser utilizada para iden-
tificar rebanhos leiteiros expostos ao BVDV, desde que os
mesmos nao utilizem a vacinagéo (Dias & Samara 2003).
As amostras de leite de conjunto podem também ser utili-
zadas para a pesquisa do BVDV pela técnica da RT-PCR.
Comparado ao diagndstico de anticorpos nessas mesmas
amostras, a RT-PCR apresenta a vantagem na detecgéo do
virus circulante, ao contrario dos anticorpos, que poderiam
ser resultantes de uma exposicédo antiga ao BVDV (Drew et
al. 1999, Kozasa et al. 2005). No entanto, amostras de leite
nao estao disponiveis para vacas secas, novilhas, bezer-
ros e rebanhos de corte (Seki et al. 2006).

A metodologia descrita por Pillars & Grooms (2002) foi
desenvolvida para a detec¢dao do BVDV em rebanhos lei-
teiros. Para a analise de bezerros sentinelas em rebanhos
de corte seria necessario o estabelecimento de outra es-
tratégia de amostragem (Smith & Grotelueschen 2004).
Entretanto, nesse estudo, foram encontrados animais Pl
num rebanho de corte utilizando a metodologia desenvol-
vida para rebanhos leiteiros.

Levando em consideracao o sistema de criacdo da
maioria dos rebanhos de corte no Brasil, nos quais todas
as categorias de animais sdo mantidas num mesmo gru-
po, tal metodologia poderia ser aplicada para tais reba-
nhos de corte. Afinal, se os animais Pl estiverem presen-
tes nesses rebanhos, a probabilidade dos demais animais
entrarem em contato com eles é muito maior do que nos
rebanhos leiteiros, que sdo separados em lotes de diferen-
tes idades, e consequientemente o numero de animais re-
agentes seria maior. Tanto € que, nos testes de VN em-
pregados nas amostras de todos os animais do rebanho 4,
0 qual era um rebanho de animais de corte, foram reagen-
tes ao BVDV-1 e ao BVDV-2 acima de 94% das amostras
analisadas (dados ndo mostrados).

A pesquisa de animais Pl foi realizada apenas nos re-
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banhos que apresentaram resultados dentro dos parame-
tros adotados por Pillars & Grooms (2002), com excegao
do rebanho 2, uma vez que néo foi concedida a autoriza-
¢ao do proprietario do rebanho para as colheitas pareadas.
Pelos resultados obtidos nos testes de VN para o rebanho
2 (Quadro 1), e de acordo com os estudos realizados por
Houe (1992, 1994) e Pillars & Grooms (2002), sugere-se
que a fonte de infeccdo do BVDV estaria presente neste
rebanho na ocasiao da realizacdo da amostragem.

De todos os rebanhos analisados, 11 apresentaram
bovinos reagentesao BVDV (1, 2, 3,4, 5,7, 16, 17, 20, 21
e 22), sendo sete rebanhos reagentes para ambos os
gendtipos (1, 2,4, 5,17, 20 e 21), dois rebanhos somente
para o BVDV-1 (7 e 16), e dois rebanhos somente para o
BVDV-2 (3 e 22) (Quadro 1). No entanto, a presenca de
bovinos reagentes na faixa etaria analisada nesses reba-
nhos demonstrou que existiu o contato recente desses
animais com o virus (Seki et al. 2006), ou por meio de
animais Pl ou de animais T1 (Smith & Grotelueschen 2004).

No caso dos rebanhos 20 e 21, foram detectados bovi-
nos reagentes com altos titulos de anticorpos, porém com
numero de bovinos insuficiente quando relacionados aos
parametros utilizados na selecao. O baixo numero de rea-
gentes poderia ser devido ao periodo transitdrio entre a
introducéo da infec¢do no rebanho e o nascimento de ani-
mais Pl (Houe 1994). Outra hipétese seria que os altos
titulos de anticorpos encontrados nesses animais seriam
resultantes de uma infeccao recente e poucos animais do
rebanho haviam tido contato com a fonte de infeccao
(Pillars & Grooms 2002).

Por outro lado, nos outros dois rebanhos (1 e 17), dos
quais foram colhidas amostras pareadas de todos os ani-
mais, ndo foram detectados animais PI. Entretanto, no teste
de VN para o BVDV-1 e para o BVDV-2, mais de 80% dos
bovinos no rebanho 1 foram reagentes e, no rebanho 17,
acima de 70% dos bovinos foram reagentes (dados nao
mostrados). Esses resultados justificam a quantidade de
animais reagentes detectada na amostragem, bem como
os altos titulos de anticorpos, sugerindo que a fonte de
infeccao do BVDV teria sido eliminada recentemente des-
ses rebanhos (Houe 1999).

Entretanto, nesses mesmos rebanhos 1 e 17, a detec-
¢ao de animais PI por meio de amostras de soro sangui-
neo em bovinos com idade inferior a seis meses poderia
estar comprometida, pois os anticorpos colostrais podem
neutralizar o virus livre na corrente circulatéria e impedir o
diagndstico desses animais (Bezek & Mechor 1992, Dubovi
1996, Saliki et al. 1997, Stokstad & Loken 2002). Utilizan-
do esse tipo de amostra, a confirmacgao da auséncia de
animais Pl nesses rebanhos somente poderia ser estabe-
lecida por meio de novos testes nos bezerros depois dos
seis meses de idade, periodo em que os anticorpos
colostrais ndo seriam mais detectaveis (Kelling 1990, Pillars
& Grooms 2002).

A persisténcia é a principal forma de manutencao do
BVDV nos rebanhos bovinos e, conseqientemente, na
natureza (Brock 2003). A complexidade da enfermidade
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apresenta reflexos também no diagnéstico laboratorial, pois
€ necessario o conhecimento da patogenia da BVD para a
interpretacdo dos resultados obtidos. Para o controle da
BVD é essencial a detec¢ao do animal Pl no rebanho e o
diagndstico desses animais com base somente em sinais
clinicos sugestivos nao é real, pois muitos sao saudaveis
€ nao manifestam qualquer suspeita clinica.

Nesse contexto, estdo inseridas as estratégias de amos-
tragem que, mesmo apresentando limitacdes, podem
direcionar o raciocinio clinico do médico veterinario ou até
mesmo confirmar a suspeita de rebanhos infectados, a
fim de que medidas concretas no controle da enfermidade
possam ser adotadas. A pesquisa de anticorpos realizada
num reduzido numero de amostras de sangue, assim como
foi feito neste estudo, poderia fornecer subsidios para o
conhecimento do estado sanitario dos rebanhos bovinos
brasileiros frente ao BVDV, considerando a realidade em
que se encontram a grande maioria deles, tanto com rela-
¢cao as condicdes de biosseguridade encontradas, como
também no que diz respeito aos menores custos para a
obtencao do diagndstico da infec¢do no rebanho.

CONCLUSOES

Demonstrou-se a ocorréncia de dois animais Pl num
rebanho bovino localizado no Estado de Minas Gerais, a
partir da utilizacao de uma estratégia de amostragem para
o diagnéstico de rebanhos infectados pelo BVDV.

A estratégia de amostragem adotada para a deteccao
de animais Pl em rebanhos leiteiros foi suficiente para a
deteccao de animais Pl em um rebanho de corte.
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