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RESUMO

TOLENTINO, MIKAEL LEANDRO DUARTE DE LIMA. Soroprevaléncia da
infeccao pelo virus da diarreia viral bovina em rebanhos no semiarido paraibano.
Patos — Paraiba, UFCG. 2014. Monografia (Graduacao em Medicina Veterindria).

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um importante agente infeccioso de
bovinos podendo ocasionar doenca das mucosas, doenga respiratria, gastroentérica,
sindromes hemorrdgicas, abortos, infertilidade tempordria, defeitos congénitos e
imunodepressdo. Nos ultimos anos no Hospital Veterindrio da UFCG tém sido
atendidos animais com quadro sugestivo de doenca das mucosas e levantando-se a
possibilidade da disseminag¢do do virus nos rebanhos, demonstrando a necessidade de
investigacdo e caracterizacdo da enfermidade na regido. O objetivo deste trabalho foi
determinar a soroprevaléncia da infec¢do pelo virus da diarreia viral bovina no
semidrido paraibano. Vinte propriedades, distribuidas em 9 municipios, foram visitadas
e amostras de 352 animais colhidas para realiza¢ao do teste soroldgico ELISA-Ab. Em
19 propriedades foram identificados animais positivos e 40,9% (144/ 352) destes
tiveram contato com o virus da BDVD. O estudo demonstrou que o virus estd
disseminado entre os rebanhos bovinos do Sertao Paraibano e para evitar sua difusao e
a infeccao de novos animais € necessario que outros estudos epidemiolégicos sejam
realizados para identificar a presenca de animais persistentemente infectados nos
rebanhos e os fatores de risco associados a infec¢do nos sistemas produtivos da regido

semidrida do Brasil.

Palavras-chave: doengas virais, bovinos, doenca das mucosas, Paraiba, Brasil



ABSTRACT

TOLENTINO, MIKAEL LEANDRO DUARTE DE LIMA. Seroprevalence of
virus infection in bovine viral diarrhea in herdssemiarid paraiba. Patos — Paraiba,
UFCG. 2014. Monograph (Graduation in Vetery Medicine).

The bovine viral diarrhea virus (BVDYV) is an important pathogen of cattle and
may cause mucosal disease, respiratory disease, digestive disease, hemorrhagic
syndromes, abortions, temporary infertility, malformation of newborns and
immunosuppression. In recent years have been attended in Veterinary Hospital of
UFCG animals suggestive of mucosal disease and raises the possibility of the spread of
the virus in herds, demonstrating the need for investigation and characterization of the
disease in the region. The aim of this study was to determine the seroprevalence for
bovine viral diarrhea virus in the semiarid Paraiba. Twenty properties, distributed in 9
municipalities were visited and samples of 352 animals collected for testing ELISA-Ab.
In 19 properties were identified positive animals and in 40.9% (144/352) of these had
contact with the virus BDVD. The study showed that the virus is widespread among
cattle in the backwoods of Paraiba and to prevent the spread of this pathogen and
infection of young animals is necessary that further epidemiological studies are
performed to identify the presence of persistently infected animals in herds and factors

risk associated with infection in the production systems of semiarid region of Brazil.

Keywords: viral diseases, cattle, mucosal disease, Paraiba, Brazil
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1. INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) tem emergido como um dos mais
importantes agentes infecciosos em bovinos (Baker, 1995). Apesar de sua terminologia
estar associada a diarreia, a infeccdo com o BVDV pode se manifestar como doencga
respiratéria, gastroentérica, sindrome hemorrdgica com trombocitopenia, abortos,
infertilidade temporaria, defeitos congénitos, imunodepressao e doenga das mucosas
(Grooms et al. 2002).

As infec¢des pelo BVDV vao desde condi¢Oes subclinicas até a morte do
animal, sendo estimado que 70-90% ocorram sem manifestagdes clinicas. Os casos
fatais geralmente estdo relacionados a doenca das mucosas, uma sindrome que acomete
bovinos jovens com imunotolerancia especifica ao BVDV, os denominados animais
persistentemente infectados (PI), considerados a principal fonte de disseminag¢do do
virus dentro do rebanho (Houe, 2003; Grooms, 2004).

Na Paraiba Thompson et al. (2006) em levantamento soroldgico realizado em
municipios das regides do Estado encontraram dentre 2.343 amostras analisadas 520
(22%) com anticorpos contra o BVDV distribuidas entre 88,9% das propriedades
amostradas.

Nos tltimos anos no Hospital Veterinario da UFCG té€m sido atendidos animais
com quadro sugestivo de doenga das mucosas e em 2013 conseguiu-se comprovar a
ocorréncia da enfermidade em um bovino proveniente de propriedade em que ocorria
surto de doenca respiratéria em bezerros. O agente foi identificado através de
imunohistoquimica, isolamento do virus e RT-PCR (Weber et al., 2014), levantando a
possibilidade da disseminacao do virus nos rebanhos da regido. Considerando os graves
prejuizos associados a infec¢do pelo BVDV fica evidente a necessidade de uma
investigacao sobre a situacdo desta enfermidade na regido. Além disso, observa-se que
alguns veterindrios e proprietarios possuem poucas informagdes sobre as enfermidades
associadas a infeccdo com o0 BVDV o que prejudica o diagndstico e, consequentemente,
o estabelecimento de medidas de controle e prevencdo, reforcando a necessidade da
realizacdo deste estudo. Diante do exposto objetivou-se com esse trabalho, através de
estudo sorolégico, avaliar a disseminagcdo da infeccio pelo BVDV em rebanhos de

bovinos do semidrido paraibano.
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2. REVISAO DE LITERATURA

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) é um RNA-virus da familia Flaviviridae,
género Pestivirus, o qual possui quatro espécies antigenicamente relacionadas: o virus
da Peste Suina Cléssica, virus da Doengca da Fronteira, BVDV-1 e BVDV-2
(Schirrmeier et al. 2004). Os bidtipos virais do BVDV, apesar de possuirem a mesma
constituicdo genética, tém a capacidade de induzir diferentes alteracdes microscopicas
em cultivos celulares epiteliais in vitro, sendo classificados em nao citopatico (NCP) e
citopatico (CP) (Kelling 1996). O BVDV ndo citopdtico estabelece uma infeccio
persistente e inaparente nas células. J& o BVDV citopatico induz a vacuolizacio
citoplasmatica e a morte de células suscetiveis em poucos dias (Bolin & Grooms, 2004).
Ambos sdo encontrados em infeccdes naturais, porém, a grande maioria das estirpes
isoladas a campo sdo NCP e consideradas como virus reservatério. Acredita-se que o
biétipo CP seja gerado por mutagdes ou rearranjos genéticos com duplicacdes e/ou
inser¢cdes no genoma viral ou celular no virus original. Eles sdo menos frequentes e
isolados principalmente em casos de doenga das mucosas (Deregt & Loewen 1995).

A exposicao ao BVDV pode resultar em uma infeccao transitéria ou persistente.
A transitéria pode ser causada por virus citopdticos ou ndo citopaticos e acomete
animais imunocompetentes induzindo-os a uma resposta imune capaz de debelar a
infeccdo, tornando-a autolimitante (Houe 1999). Ja a persistente ocorre em fetos que
estdo entre 40 e 125 dias de gestacdo, quando as vacas prenhes € ndo imunes ao BVDV
se infectam. O virus, especificamente o ndo citopatico, atravessa a placenta e entra em
contato com o feto, que ainda ndo possui seu sistema imune suficientemente
desenvolvido, reconhecendo erroneamente as proteinas virais como proprias e
desenvolvendo imunotolerdncia especifica. Esses animais se tornam persistentemente
infectados (PI), os quais apesar de soronegativos eliminam o virus por secregcdes e
excregOes durante toda a vida (Baker 1995, Grooms 2004, Ridpath 2010). Flores et al.
(2005) estimam que a porcentagem de bovinos PI dentro de um rebanho esta entre 2 e
5%.

A infeccdo de animais soronegativos pode produzir uma variedade de
manifestacoes clinicas que incluem doenca respiratéria, digestiva, reprodutiva,
sindrome hemorrigica e imunodepressdo, além de infec¢des inaparentes (Baker 1995).

A doenga das mucosas geralmente estd relacionada a casos fatais em bovinos com
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imunotolerancia especifica ao BVDV NC (animais PI) que sofrem uma infec¢do com a
estirpe homoéloga do virus CP. As consequéncias da infeccdo e a severidade dos sinais
clinicos dependem de diversos fatores como a cepa viral, imunidade do animal e a
ocorréncia de infec¢des secundarias (Brownlie 2002, Bolin 1995).

Segundo Lindberg & Alenius (1999) os testes sorologicos tém grande
importancia em levantamentos epidemiol6gicos e monitoramento de rebanhos, sendo o
ELISA o principal teste para a titulacdo de anticorpos. Uma vez identificado o rebanho
positivo, deve-se partir para a identificacdo dos animais PI, onde a prova indicada é a
imunohistoquimica a partir da bidpsia de pele da extremidade da orelha que identifica o
virus associado com tecidos e tipos celulares especificos (Haines et al. 1992, Saliki et al.
2004). Dentre os métodos de controle e profilaxia adotados para conter a doenca nos
paises em que a BVD estd presente destaca-se o uso de vacinas e programas de controle.

A identificacdo e caracterizacdo da enfermidade bem como das estirpes virais
nas regides em que ocorrem € fundamental para o estabelecimento de um perfil
epidemioldgico e a adocdo de medidas adequadas aquela estirpe circulante na regido.
No Brasil a vacinagdo ainda é feita de forma irregular nas diferentes regides e sistemas
de producido, sendo realizada mais frequentemente nas regides sul e sudeste. Alguns
laboratdrios nacionais produzem vacinas com os dois genétipos conhecidos, porém as
vacinas licenciadas e comercializadas aqui, sdo formuladas, em sua maioria, com
isolados norte-americanos ou europeus, 0o que ndo garante uma boa reatividade
soroldgica (Flores et al. 2005). Para Botton et al. (1998) devido a variabilidade
antigénica observada entre as amostras brasileiras, sobretudo em relacio as cepas norte-
americanas, € pertinente questionar o grau de prote¢do induzida por essas vacinas contra

as amostras brasileiras do virus.



15

3. MATERIAL E METODOS

Local de desenvolvimento do projeto
O estudo foi desenvolvido entre os meses de julho de 2013 a marco de 2014 em

20 propriedades localizadas nos municipios de Patos(trés propriedades), Santa
Terezinha (uma), Itaporanga (uma), Santa Luzia (trés), Igaracy (uma), Aguiar (trés), Sdo
José de Espinharas (uma), Pianc6 (cinco) e Pombal (duas). Em trés das 20 propriedades
havia ocorrido casos de doencas da mucosa, identificadas a partir do levantamento de
fichas arquivadas no ambulatério de grandes animais do HV, e as demais foram
propriedades préximas a de ocorréncia destes casos ou era comum a comercializagdo

de animais. O regime de criacdo de todas as propriedades era semi-intensivo.

Amostragem
Para o calculo do numero de animais amostrados foram considerados os

seguintes parametros: prevaléncia esperada de 50% (valor adotado para a maximizagao
da amostra), nivel de confianca de 95% e erro absoluto de 6% (Noordhuizenet al.,

1997). Para os célculos, foi utilizada a férmula para amostras simples aleatorias:

Z¢% P(1-P)
T

Onde:

n = ndmero de animais amostrados;

Z = valor da distribuicdo normal para o nivel de confianca de 95%;
P = prevaléncia esperada;

d = erro absoluto,

ApOs realizagdo dos calculos um total de 267 animais seria uma amostra
representativa, porém foi possivel testar 359 animais. A sele¢do destes animais nas
propriedades foi feita por amostragem simples aleatéria ou sistematica, conforme

metodologia preconizada por Thrusfield (1995).
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Sorologia
Foram colhidas amostras de sangue nos rebanhos e apés centrifugacdo os soros

obtidos foram armazenados em freezer a -70 °C. Posteriormente, os soros foram
submetidos ao teste de ELISA para detec¢do de anticorpos contra BVD utilizando-se o
kit comercial ELISA indireto IDEXX BVDV p80 Ab Test (IDEXX Montellier SAS,
France). O processamento das amostras ocorreu no Laboratério de Biologia Molecular
da UFCG, de acordo com o protocolo do fabricante, e a leitura foi realizada através de
um espectrofotdmetro que mediu e registrou os valores de densidade 6tica das amostras
e controles a um comprimento de onda de 450nm (A4so). Em seguida foram calculados
os resultados também de acordo com a recomendagcdo do fabricante, a partir de
porcentagem de inibicdo de acordo com a seguinte féormula: A/N= 100 x (Amostra
A450/ CNx), onde A/N € a relagdo da amostra, Amostra A450 € a amostra a ser avaliada
e CNx € a média do controle negativo. O resultado obtido foi interpretado da seguinte
forma: amostras com relacdo A/N superior ou equivalente a 50% foram consideradas
NEGATIVAS; amostras com relacio A/N inferior ou equivalente a 40% foram
consideradas POSITIVAS e amostras com relacio A/N entre 40 e 50% foram
consideradas SUSPEITAS.

Estatistica
Os resultados encontrados foram comparados através do teste de qui-quadrado

do Bioestat 5.0.
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4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste realizado permitiu identificar que 40,9% (144/ 352) dos animais
analisados eram sorologicamente positivos. Estes animais estavam distribuidos em 95%
(19/20) das propriedades estudadas. Em estudo, realizado nas quatro mesorregioes do
Estado da Paraiba (litoral, agreste, cariri/curimatad e sertdo), Thompson et al. 2006
encontraram 22,2% de animais positivos, distribuidos em 88,9% das propriedades
amostradas. Os resultados atuais sdo preocupantes, pois se observa que houve elevacao
no percentual de animais positivos, demonstrando que na mesorregiao do Sertdo o virus
estd se disseminando nos rebanhos. Em outros estados do Nordeste também foram
identificados animais positivos sendo identificados valores de 65,66% no Maranhao
(Chaves et al., 2012) e 72, 6% no Estado de Pernambuco (Castro et al., 1993)
demonstrando que o virus também estd difundido em outros estados da Regido
Nordeste.

O percentual de animais positivos e negativos em cada municipio amostrado esta
apresentado na Figura 1. Observa-se que o municipio de Pianc6 tem o maior percentual
de animais positivos. O levantamento realizado no arquivo de fichas clinicas do HV da
UFCG permitiu identificar que um dos animais que teve diagndstico presuntivo de
doenca das mucosas era proveniente de propriedade do Municipio de Piancd, o que
sugere que nos rebanhos deste municipio existam outros animais persistentemente
infectados que estejam colaborando com a disseminagdo do virus, infec¢do de outros
animais e difusdo do agente. De acordo com Fulton et al. (2005) os animais PI sdo
considerados os principais disseminadores do virus, pois sao comumente
assintomaticos, sorologicamente negativos e eliminam o virus de forma continua por

meio de suas secregdes e excregoes.
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Figura 1.: Percentual de animais sorologicamente positivos e negativos para o BVDV,
de acordo com o municipio amostrado entre julho de 2013 e marco de 2014, Estado da
Paraiba.
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Nas propriedades dos municipios de Pianc6, Patos e Aguiar foi identificado um
nimero de animais positivos superior ao de animais negativos e, apds as propriedades
destes municipios, as do municipio de Pombal e Igaracy foram as que apresentaram o
maior nimero de amostras positivas. Em propriedades do municipio de Patos e Pombal,
a semelhanca do municipio de Piancé, também jid ocorreram casos de doenca das
mucosas, o que pode estar associado a esses resultados. No municipio de Aguiar e
Igaracy ndo hd relato da doenga das mucosas entre produtores e veterindrios, porém,
este faz fronteira com o Municipio de Piancé sendo frequente a venda ou permuta de
animais entre estes, podendo esta pratica estar contribuindo com a disseminacdo do
agente entre estes municipios. Segundo Houe (1992) mesmo apds a remogdo de
animais PI de um rebanho, os demais animais tornam-se soropositivos por toda vida.
Houe et al. (1991) buscaram prever a partir de pequenas amostras soroldgicas se a
presenca ou auséncia de animais PI em rebanhos poderia ser detectada, resultando que
em dez rebanhos com animais PI 87% eram anticorpos positivos comparados a 43% em
nove rebanhos sem a presenca desses animais.

A presenca do virus nos rebanhos e as condicOes de manejo semi-intensivo
contribuem para disseminacdo do agente, quando comparado ao manejo extensivo de
baixa densidade (Arenhart et al., 2009). A identificacdo tardia de animais PI nos

rebanhos, que favorece a disseminacdo do virus, uma vez que ha tempo da maioria dos
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animais entrarem em contato com o suspeito (Arenhart et al. 2009), € um outro fator que
deve ser considerado, pois a idade dos animais suspeitos de doenca das mucosas
(animais PI) no HV era entre 3 e 7 meses, o que demonstra que estes permaneceram nas
propriedades por um tempo relativamente longo e que, provavelmente, contribuiu para a
dissemina¢do do virus nestas. De acordo com Flores et al. (2007) a manifestacdo dos
sinais clinicos de doencas das mucosas podem surgir em animais ainda mais
tardiamente, com até 24 meses, situacdo em que os riscos de disseminacdo por todo o
rebanho € ainda maior. O percentual de animais positivos nas propriedades inseridas nos
municipios em que ndo houve diagndstico de doenca das mucosas (Santa Terezinha,
Itaporanga, Santa Luzia e Sdo José de Espinharas) foi significativamente inferior aos
obtidos nos municipios em que houve registro da enfermidade (Pianc6, Patos, Pombal)
e seus circunvizinhos (Igaracy e Aguiar).

A intensidade do comprimento de ondas entre as propriedades com PI e sem PI
ndo apresentou diferenca significativa (Tabela 1). O que é importante dentro deste
levantamento, uma vez que se esperava que as propriedades com animais PI, além de
terem mais animais positivos, apresentassem altos titulos de anticorpos pela presenca do
préprio virus no rebanho. Em estudo realizado por Houe et al. (1995) foi demonstrado
que em rebanhos com a presenga do PI os animais possuiam altos titulos de anticorpos,
ja em rebanhos sem PI, mas vacinados com vacina de virus morto, a titulagdo

encontrada era menor.

Tabela 1. Média do comprimento de ondas dos animais amostrados em propriedades

com PI e sem PI.

Média do comprimento de ondas (%)

Positiva Negativa
Propriedades COM PI 14,7 91,6
Propriedades SEM Pl 13,6 88.9

Resultados ELISA Ab p80 (IDEXX): valores de titulacdo < 40% sdo considerados
positivos, entre 40 e 50% sdo considerados suspeitos e > 50% sdo considerados
negativos.
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5.0 CONCLUSAO

O virus da BVDV estd disseminado entre os rebanhos bovinos do Sertdo
Paraibano e € necessario que outros estudos epidemioldgicos sejam realizados para
identificar a presenca de animais persistentemente infectados nos rebanhos e os fatores

de risco associados a infecc@o nos sistemas produtivos da regido semidrida do Brasil
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