Universidade Federal de Minas Gerais
Conselho de Pos-Graduacgao
Escola de Veterinaria

PESQUISA DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES PARA 0 VIRUS DA DIARREIA
BOVINA - DOENCA DAS MUCOSAS EM MINAS GERAIS

Teresinha Romano Vieira

Belo Horizonte
Minas Gerais
1989




Teresinha Romano Vieira

PESQUISA DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES PARA O VIRUS DA DIARREIA
BOVINA - DOENCA DAS MUCOSAS EM MINAS GERAIS

Tese apresentada a Escola de Ve-
terinaria da Universidade Fede-
ral de Minas Gerais, como requi-
sito parcial para a obtencao do
grau de Mestre em Medicina Vete-
rinaria.

Area: Medicina Veterinaria Preventiva

NIVERSITARIA e
U.FM.G. - BIBLIOTECAU a3/ 287

i lllllll\ll\l\ll\lll\rl]lc@\})lll

53208
JQUETA

NAO DANIFIQUE ESTAET
Belo Horizonte
Minas Gerais
1989




636.208.969 2

V658p Vieira, Teresinha Romano, 1958-

Pesquisa de anticorpos neutralizantes para o virus da
mucosas em Minas Gerais./Teresinha Romano Vieira. - Belo
Horizonte: Escola de Veterinaria da UFMG, 1989.

2gp.: i1.-
Tese Mestre em Medicina Veterinaria Preventiva.

1. Doenca das mucosas em bovinos - Diagnostico - Mi-
nas Gerais. I. Titulo.




Aprovada em: 24/2/89

Pko?ﬂ RﬁMULO(@éﬁQUEIRA LE{EE

- Orientador-

'/2,,',,_.,, D

PROF. RONALDO REIS

7

Z?§§§; J0SE LOC10 DO 5aAWI0S

c—'—m&d@z'@ﬂ

B | _ - WKoF. 1YRAEL JOSE DESGILVA




i

AGRADECIMENTOS

Agradeco:

Aos amigos pelo apoio, solidariedade e incentivo nos
momentos dificeis.

Ao Prof. ROmulo Cerqueira Leite pela orientacao e
incentivo.

Aos colegas Jurandir Manso da Rocha e Aires Manoel
de Souza pelo agradavel convivio.

A aqueles que criando obstaculos me proporcionaram e
estimularam a enfrentar constantes desafios.

A todos os funcionarios, professores e colegas que

direta ou indiretamente auxiliaram na realizacao deste traba-
1ho.




RESUMO

Com o objetivo de determinar a frequencia de anti-
corpos neutralizantes para BVD em bovinos no Estado .de Minas
Gerais, foram analisadas 264 amostras de soro, proveniente de
matadouros e rebanhos com e sem historico de problemas reprodu
tivos, atraveés do teste de soroneutralizacao em placa (micro-
tecnica), utilizando como virus a amostra Oregon C.yV. Foram en
contradas 1999 amostras com titulos variando de 1:8 a 1:512
(75,38%). Dos 77 soros provenientes de rebanhos com historico
de problemas reprodutivos com resultados negativos para bruce-
lose, leptospirose e IBR, €3 (81,82%) apresentaram titulos que
variaram de 1:8 a 1:512.

0s resultados obtidos sugerem uma elevada dissemina
cao da infeccao entre os rebanhos bovinos do Estado de Minas
Gerais.
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1. INTRODUCEO

A pecudria bovina das Américas assume grande impor-
tancia na economia, nao so por constituir fonte de alimentos
para a p0pu1acao, mas tambem por representar, atraves da expor
tacao de carne e subprodutos, uma das principais fontes de di-
visas para muitos paises. No entanto, existem fatores que 1i-
mitam a producao de alimentos de origem animal. A ocorrencia
de enfermidade constitui um dos principais obstaculos pafa 0
aumento da producao bovina, principalmente quando se utilizam
racas especializadas que possuem bom padrao genético (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD, 1986).

Dentre as varias doencas bovinas, a Diarréia Bovina
a Virus, desde seu aparecimento em 1946 nos EUA, vem alcancan-
do importante posigcao pela sua interferéncia no desenvolvimen-
to pecuario. Assim HEUSCHELE (1978) sugériu que o virus da BVD
pode ser a principal causa de perda economica na pecuaria lei-
teira nos EUA. DUFFEL et alii (1986) relécionaram que as per-
das econom1cas pela BVD resultam de aborto, natimorto, inferti
lidade e progenle persistentemente infectada. MOSSAMN & HANLY
(1976) ao estudarem a difus3o da BVD na Costa Leste (EUA), cal
cularam que as perdas econﬁmicas chegaram a U5§50,000.00 dola-
res em um rebanho. _

No Brasil, tem sido relatada a presenca do virus no
Rio Grande do Sul, S3o Paulo e Bahia. Apesar da presenca de e-
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videncias da doenca em Minas Gerais, ate hojg‘néo houve nenhu-
ma pesquisa sobre o0 assunto.

Assim, & proposito desta tese fazer um estudo da pre
senca de anticorpos anti-BVD em soros sanguineos de bovinos do
Estado de Minas Gerais, pelo metodo de soroneutralizacao.




2. ESTUDO EVOLUTIVO DA DIARREIA BOVINA A VIRUS
2.1. Aspectos gerais da doenca

Em 1945, uma enfermidade bovina caracterizada por ul
ceracoes no aparelho digestivo e diarreia com morbidade alta
(+ 90%) e mortalidade baixa (+ 10%) foi descrita no Estado de
New York (EUA) por OLAFSON et alii (1946). Posteriormente, es-
ta enfermidade foi denominada diarréia bovina a virus (BVD) e
0 agente etioldgico foi isolado em cultura de celulas BK em
1957.

Em 1953, enfermidade similar foi descrita em bovi-
nos no Estado de Iowa, atingindo em torno de 10% dos animais.
Porém, os sinais clinicos e achados patologicos eram mais se-
veros do que o0s encontrados em 1946. A maioria (: 100%) dos a-
nimais acometidos morria por gastroenterite hemorragica sendo
a esta enfermidade denominada doencas das mucosas (DM) (BUXTON
& FRASER, 1977},

Grande numero de amostras de virus isoladas de am-
bas enfermidades, em varias partes do mundo, foram examinadas
imunologica e sorologicamente durante dois anos. Demonstrou-se
que eram antigenicamente semelhantes, embora produzissem mani-
festacoes clinicas e patologicas diversas (GILLESPIE et alii,
1961; BUXTON & FRASER, 1977).

0 agente etiologico da BVD & um RNA virus da fami-




Togaviridae, género Pestivirus. As particulas viricas maturas
sao sensiveis ao eter, cloroformio, desinfetantes (clorexidine,
Iysol, iodo, aldeidos, hipocloritos), pH baixo (< 3) e nao sao
estaveis a 50°C com MgCl,. 0 virus & rapidamente inativado a
56°C por 30 minutos. A maioria das amostras sdo estdveis a bai
xa temperatura e permanecem viaveis por anos quando liofiliza-
das ou estocadas a -70°C, produzindo titulos entre 10®°~%°TCIDsq/ml
em células esqueleticas ou musculares de embrides bovinos e o-
vinos, celulas renais bovinas e suinas e celulas intestinais hu-
manas -Henle, celulas humanas -Hela (LEE & GILLESPIE, 1957,
FERNELIUS et alii, 1969; BUXTON & FRASER, 1977; AMES, 1986).

0 virus BVD & antigenicamenfe semelhante ao virus
da peste suina ("hog cholera") e ao virus "Border disease” de
ovinos, também do género Pestivirus (AMES, 1986; BACKER, 1987).
Além da variacao antigénica, pode induzir ou ndo efeito citopd
tico (ECP) em cultura celular. A amostra ndo citopética {(NCP)
nao produz alteracoes celulares e pode ser evidenciada por i-
munofluorescéncia direta. As amostras citopaticas (CP) produzem
visivel efeito citopatico (ECP), dois a cinco dias ap0s inocu-
lacdo. Porem, efeitos mais pronunciados ocorrem entre seis a
oito dias. 0 ECP e caracterizado por arredondamentoc precoce e
granulacdo celular, alongamento e diminuicao das celulas afeta
das, morte e desprendimento celular (GILLESPIE et alii, 1960;
COGGINS, 1964; MARCUS & MOLL, 1968; BUXTON & FRASER, 1977; BACKER,
1987 ). Ambas as amostras (CP e NCP) sao patogenicas para bovi-
nos (BACKER, 1987). | |

Diarreia bovina a virus & enfermidade cosmopolita ca-
racterizada por sinais clinicos e alteracdes patologicas bran-
das, como pirexia de curta duracao, perda-temporiria na produ-
¢cao de leite em vacas 1actantes,'1igeiro aumento de linfonodos,
diarréia por poucos dias, ulceracoes na boca, lesdes erosivas
no aparelho digestivo, imunossupréssﬁo, problemas reprodutivos
(repeticao de cio, aborto, inferti]idade, natimortos, fetos mu
mificadoé). Quando na forma de doenca das mucosas, caracteriza-
se por pirexia (40,5 - 41°C), depressao, anorexia, fraqueza, au




mento das taxas respiratdria e cardiaca, emaciacao, desidrata-
¢3o e diminuicao da producao de leite. Severa IeUCOpenia, neu-
tfopenia com desvio para eéquerda e trombocitopenia podem ocor
rer (HUCK, 1962; VIDOR, 1974; BUXTON & FRASER, 1977; TARABLA et
alii, 1980; MOHANTY & DUTTA, 1981; MAHIN et alii, 1982; OHMANN,
1983; GRAHN et alii, 1984; AMES, 1986; DUFFEL et alii, 1986;
HOWARD et alii, 1986; BACKER, 1987; SHARPE et alii, 1987).

2.2. Importancia da BVD

Diarréia bovina a virus constitui uma enfermidade
que possui formas variadas de manifestacao. Na grande maioria
(70 - 90%) dos bovinos adultos susceptiveis ao virus BVD, sua
manifestacao faz-se subclinicamente (WIZIGMANN et alii, 1972,
NETTLETON et alii, 1985; AMES, 1986; HOWARD et alii, 1986; BACKER,
1987; HOWARD et alii, 1987).

Apesar de ser mais comum a infecc3do subclinica, ou-
tras formas de manifestacOes tambem ocorrem. Existem manifes-
tacoes da enfermidade propriamente dita, BVD associada a enfer
midade respiratoria, BVD infectando fetos e causando doenca das
mucosas.

A manifestacao da diarreia bovina a virus propria-
mente dita refere-se a infeccﬁo aguda em bovinos soronegativos
e imunocompetentes (BACKER, 1987). Geralmente ccorre em bovi-
nos cuja faixa etaria varia de seis a 24 meses de idade. 0s si
nais clinicos mais comuns inciuem redug¢ao na producac de lei-
te, inapeténcia, descarga Oculo-nasal, Tesdes orais; laminite
(NETTLETON‘et alii, 1985; AMES, 1986; HOWARD et alid, 1986; BACKER,
1987; HOWARD et alii, 1987).

Semen de bovinos persistemente infectados com virus
BVD pode infectar vacas susceptiveis. 0 virus induz diminuigao
na motilidade .-do espermatozaide, e modificagcao na morfologia
das celulas espermaticas. Virus BVD pode causar repeticdo de
cio se a infecao for por monta natural em animais sorohegati-
vos, aumentando, assim, o numero de servico/concepcao (BACKER,




1987).

Infecgao em vacas prenhas pode produzir abortos, na
timortos, fetos mumificados, crias com anomalias congenitas ou
normais. GRAHN et alii (1984) observaram alta taxa de inferti-
lidade em vacas inoculadas com virus BVD-DM e verificaram que
0 virus interfere no mecanismo de fertilizacao. ARCHBALD & ZEMJANIS
(1977) concluiram que pode ocorrer infeccao latente na trompa
uterina, e consequengemente contagio do embrido. DUFFELL et alii
(1988) e HOWARD et alii (1986) observaram que, dependendo do
estagio da gestacdo, infec¢ao por virus BVD-DM pode induzir res
posta 1munolagica-no feto, broduzindo malforma¢ces (hipoplasia
cerebelar, ataxia, cegueira, opocidade corneal, retinite, de-
feitos de mielinizacao da corda espinhal), morte ou resultando
no nascimento de bazerros com viremia persistente.

Virus do genero Pestivirus tem a propriedade de pro
duzir infeccoes persiétentes em fetos, produzindo animais per-
manentemente infectados ou imunotolerantes. Os animais perma-
nentemente infectados constituem fonte importante na disseminagaoc do
virus BVD. Animais imunotolerantes sdo responsaveis pela difu-
sao do virus no rebanho. Imunotolerancia e infeccao persisten-
te parecem estar associadas a infeccao com virus BVD n3o cito-
patogenico (NETTLETON et alii, 1985;‘AMES, 1986; BACKER, 1987).
BACKER (1987) afirma que bovinos imunotolerantes ao virus BVD
estao permanentemente infectados e viremicos, podendo ter ou nao
baixas concentracoes de anticorpos neufra]izantes especificos
e, consequentemente, aparentarem-se sadios. 0Os animais persis-
tentemente infectados sao imunotolerantes ao virus BVD e imu-
nocompetentes a outros éntTgenos como virus IBR, PI-3,

0 virus BVD produz imunossupressao, podendo poten-
cializar ou favorecer a patogenicidade de outros agentes (vi-
rus PI-3, IBR, coronavirus, rotavirus, Pasteurella spp, Salmonella
spp, coccideos). Devido a imunossupressao, varias manifestacoes
podem ocorrer no anima1,-principa]mente'vincu]adas ao traU)fgg
piratorio (WIZIGMANN et alii, 1973; MOSSAMAN & HANLY, 1976; AMES,
1986; RUTH, 1986; BACKER, 1987; HOWARD et alii, 1987).




3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Teécnicas de diagnostico laboratorial

Apos o aparecimento da enfermidade BVD-DM em 1946,
pesquisadores iniciaram estudos sobre metodos adequados para
diagnéstica desta enfermidade. Varios foram os metodos utiliza
dos e entre eles os mais estudados e comparados foram soroneu-
trali;acio, imunofluorescencia, ELISA, técnica de imunoperoxi-
dase, sendo a soroneutralizacao teste de escolha para este tra
balho. '

ROBSON et alii (1960) empregaram, pela primeira vez,
o teste de soroneutralizacao para diagnostico da BVD. Utiliza-
ram 59 bovinos livres da dbenca para o teste. Trabalharam com
amostras pareadas. A primeira foi colhida antes da primeira i-
noculacao e a segunda entre 14 28 dias apos. Todos os 59 bovi-

nos desenvolveram sintomas t1p1cos de diarréia a virus, carac-
terizados por aumento bifasico da temperatura e leucopenia. Duas
a quatro semanas apds a primeira inoculacao todos os bovinos
foram desafiados e eram sorologicamente pbsitivos .no momento
da segunda inoculacdo, porem permanecendo livres de qualquer
sintoma. 0s tTtu]os_de soros na segunda colheita, duas semanas
apos a inoculacao, variaram de 1:8 a 1:260 e aqueles colhidos
quatro semanas épﬁs, variaram de 1:210 a 1:2450. Os autores con-
cluiram que a acuidade do teste era adequada e que este substi




tuiu com vantagens o metodo de desafio direto na avaliacao da
imunidade do animal. 0 teste de soroneutralizacdo pode ser uti
lizado para avaliar a imunidade do animal, apresentando 95% de
acuidade.

COGGINS (1964) utilizou a amostra oregon C,,V para
a padronizacao da testes de neutralizacao em tubos para diar-
réia bovina a virus. Verificou que neste tipo de teste, a ti-
tulacao do virus e ligeiramente menos sensivel.

0 isolamento de virus e o aumento de anticorpos em
animais convalescentes tem sido fatores essenciais para um diag
nostico preciso. Mas para isso, € preciso de tecnicas padroni-
zadas. 0 Comite para recomendacdo de Técnias PadrGes para Diag
nostico de Doehcas Respiratarias Bovinas, composto pelo Dr.
CARBREY et alii (1971) propos a padronizacdo da tecnica de so-
roneutralizacdo para BVD e IBR, juntamente com a técnica da he
maglutinac¢ao e teste da inibicao para anticorpos sericos con-
tra o virus da Parainfluenza-3. Concluiram que anticorpos neu-
tralizantes no soro sanguineo de bovinos & prova conclusiva de
que o animal foi infectado previamente ou tem imunidade passi-
va atraves do colostro. Contudo informacdo confiavel s0 pode
ser baseada em sorologia pareada. Um tTtulo baixo como 1:2, po
de ser inicio ou término de infeccao. e

DANNACHER & MARTEL (1978) pesquisaram titulos de an
ticorpos contra virus BVD usando microtecnica de soroneutrali-
zacéo e compararam o resultado obtido com o metodo de soroneu-
traTizacﬁo em tubo. Concluiram que a microtécnica de soroneu-
tralizacao e mais sensivel que o método em tubo, com titulos
séricos superiores a 0,5 log decimal. A precisao dos resulta-
dos demonstrou-se satisfatoria.

HARKNESS et alii (1978) compararam resultados obti-
dos pelo teste de soroneutralizacdo com fixacao de complemento
e imunodifusdo. Um total de 1593 soros foram examinados atra-
ves do teste de soroneutra]izacﬁo e 991 foram positivos (62,2%)
com titulos 2 1:10. De um total de 1596 soros, 843 (52,8%) fo-
ram reagentes pela imunodifusao e 4% apresentaram reacao duvi-




dosa. Pelo teste de fixacao de complemento, 33,7% dos soros ti
nham titulo 2z 1:4 e 17,8%-(284 de 1596) soros foram positivos
na diluicio 2z 1:8. A maioria dos soros (86%) negativos pelo tes
te de imunodifusao (ID) tambéem o foram pela soroneutralizacao
(SN) e 91,5% dos soros foram negativos pela fixacao de comple-
mento (FC). De 54 soros com resultados duvidosos pela ID, 60
(93,8%) foram positivos pela SN e apenas 15 (23,4%) foram po-
sitivos pela FC. Apenas sete soros positivos pela ID (0,8%) fo
ram negativos pela SN, mas 46,4% de soros positivos pela 1D
"eram negativos pela FC. Comparande os resultados obtidos de 142
soros pareados testados pelos tres metodos, 0s autores encon-
traram que 108 foram positivos pé]o teste de SN, 66 pela FC e
65 pela ID. Em apenas quatro ocasioces, resultados positivos fo
ram evidenciados pela FC e ID e ndo o foram pela SN, enquanto
que 22 soros foram positivos apenas pelo teste de SN. Segundo
os autores, os resultados obtidos indicam ciaramente que o tes
te de SN e superior aos outros dois testes.

JUSTEWICZ et alii (1987) compararam o metodo de so-
roneutralizacdo para o virus da BVD em 60 soros de bovinos com
0 teste de ELISA (Enzyme-1inked immunosorbent assay) e encon-
traram 92% de concordancia. Concluiram que os dois testes sao
confiaveis para o diagndstico sorologico da BVD.

3.2. Prevaléncia da BVD

A prevaléncia de anticorpos contra o virus da BVD
foi estudada em vérios paises, por diversos autores, utilizan-
do o método de soroneutralizacdo associado ou nado a outras pro
vas sorologicas. |

HAFEZ et alii (1976}, analisando 62 soros de bovi-
nos nos EUA, pelo teste de soroneutralizacac, encontraram 48%
(30 de 62) soros positivos para BVD. |

OKEKE (1976) investigou a incidencia do complexo BVD-
DM nos estados do norte da Nigeria. De um total de 291 amostras
de soros testadas pela soroneutralizacao, 13,4% (39 soros) con-
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tinham anticorpos neutralizantes contra virus BVD (amostra O-
regon C,,V). Segundo o autor os resultados obtidos indicam pre
senca de BYD na Nigeria, considerando que nao existe vacinacao
para BVD nas regioes onde as amostras de soros foram colhidas.

PABLO CORREA et alii (1976), estudando problemas re
produtives em bovinos do D.F. no Estado do Mexico, procuraram
relacionar as varias doencas que poderiam estar envolvidas no
processo, Dentre estas, a BVD foi constatada, através do teste
de soroneutralizacao em placa, 75% de 47 bovinos com problemas
reprodutivos, |

SINGH et alii (1977) encontraram pela técnica de s0
roneutraltizacao que 32% (117 de 372) no Libano; 37% (41 de 69)
no Afeganistao; 64% (43 de 67) no Iraque; 61% (42 de 69) na Jor
dania e 44% (36 de 79 amostras de soros sanguineos de bovinos)
na Siria, foram positivos para BVYD-DM.

HARKNESS et alii (1978), em inquerito epidemiologi-
co na populacao bovina da Inglaterra e Pais de Gales, encontra
ram 62% (991 de 1593 soros) de animais com titulos neutralizan
tes para virus BVD-DM amostra NADL.

RICE & JENNEY (1979) pesquisaram a presenca de an-
ticorpos para IBR, BVD e PI-3 em 393 soros de bovinos com i~
dade entre dois a seis meses, provenientes de 14 rebanhos.~ com
historico de problemas respiratorios em E1 Salvador. Encontra-
ram 36,8% (145), 43,5% (171) e 96,7% (377) soros positivos pa-
ra IBR, BVD e PI-3 respectivamente. Pe]é presenca de anticor-
pos e a nao utilizacao de vacina contra BVD, concluiu-se pela
presenca da infeccﬁo-nos rebanhos salvadorenhos.

0 estudo de prevaléncia sorologica para sete tipos
de virus diferentes foi feito em 19 Estados do México por SUZAN
et alii (1983). Entre esses virus, estava o da BVD que pelo tes-
te da soroneutralizacao e considerando como positivo aqueles
que davam titulos 2 1&5, foi encontrado 70,5% (93 de 132) com
esta titulacdo. Disto, pode-se deduzir que .o virus BVD esta pre
sente no rebanho mexicano, porem estudos mais precisos, como 0
isolamento do virus de casos clinices sera necessario para es-
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clarecer a importancia do mesmo.

HOWARD et alii (1986) pesquisaram presenca de anti-
corpos contra BVD no Reino Unido. Utilizaram um total de 924
animais, onde 666 eram bezerros entre dois a quatro meses de i
dade, 93 eram vacas prenhas aparentemente sadias e 165 eram be
zerros gnotobigticos. Encontraram 0,8% (sete de 924 soros) a-
nimais positivos, sendo que dois dos bezerros gnotobioticos ti
nham o virus BVD.

EDWARDS et alii (1987), pesquisando anticorpos con-
tra virus BVD-DM em 18759 soros, encontraram 64,9% (12179) so-
ros positivos na Ing]aterra e Pais de Gales.

3.3. Estudos da BVD-DM no Brasil

CORREA et alii (1968) observaram clinicamente, em
1966-1967, quatro focos de BYD-DM no Estado de Sao Paulo.

WIZIGMANN et alii (1972) verificaram ocorrencia de
BVD-DM no Estado do Rio Grande do Sul. Soros de 229 bovinos a-
dultos de 11 municipios foram testados quanto a presenca de an
ticorpos contra o virus PI-3, IBR, BVD-DM. Constataram anti-
corpos contra virus PI-3 em 97%, anticorpos contra virus IBR em
33% e anticorpos contra virus BVD-DM em 39% dos soros examina-
dos. Foram encontrados titulos de anticofpos contra virus BVD-
DM entre 1:8 e £ 1:256.

SOARES & PEREIRA (1974) pesquisaram anticorpos neu-
tralizantes contra virus BVD-DM'(amostra Oregon C4V) em 31 a-
mostras sorologicos de animais convalescentes, 59 amostras so-
rologicas de animais adultos clinicamente sadios e dez mistu-
ras de soros de bezerros no Estado de Sao Paulo. A sorologia
evidenciou anticorpos neutralizantes em_38,7% dos animais doen
tes (tTtulos 1:25 a 1:625) e 3,4% dos animais sadios (tTtulos
1:5 a 1:25). Dos dez “"pools" de soros de bezerros, trées conti-
nham anticorpos. | -

VIDOR (1974) isolou e identificou virus BVD-DM a par
tir de soros de bovinos provenientes de matadouros,doadores de
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soro, drgaos para cultivos primarios, provenientes do munici-
pio de Gravatai, Rio Grande do Sul. Concluiu que infeccoes i-
naparentes pelo virus BVD-DM podem ocorrer e que a faHm'decHag
nostico clinico da enfermidade indica ocorrencia de infeccado
subclinica, ou falta de reconhecimento dos sintomas. Postula tam
bem a necessidade de realizacdo de diagnostico diferencial com
outras doencgas. |
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Pré-experimento

Tendo em vista a literatura consultada e ainda a ca
rencia de informacGes especificas sobre a doenca no Estado de
Minas Gerais, realizou-se um pre-experimento para determinacao
de amostra e montagem das tecnicas de diagnostico. No pré-expe
rimento analisaram-se 100 amostras de soros de bovinos adul-
tos colhidos aleatoriamente em matadouro, e atraves do teste
de soroneutralizacao em placa (microtecnica) (TAB. I).

4.2, Determinacao da amostra

Em funcao dos resultados obtidos no pre-experimento,
o numero de hemossoros trabalhados foi determinado, segundo as
recomendacoes do CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSES (1979), apli-
cando-se a sequinte formula:

n p (100-p) Z2
pd 2
100

agnde:

n = numero de amostras a Sserem trabalhadas.
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p = prevalencia esperada (60%).
Z = grau de confianca (1,96%).

d = margem de erro esperada (10%).

n = 256 hemossoros.
4.3. Delineamento experimental

Neste trabalho, utilizaram-se 264 hemossoros de bo-
vinos oriundos de 10 municipios do Estado de Minas Gerais, sen
do eles Capitdao Eneas, Francisco Sa, Gurinhatd, Ituiutaba, Ja-
nauba, Juramento, Montes Claros, Juiz de Fora, Sao Pedros dos
Ferros, Varzelandia (TAB. II).

Todos os hemossoros foram colhidos de animais adul-
tos, com ou sem historico clinico da doenca.

Foram colhidos 30, 26, 14 e sete hemossoros de ani-
mais provenientes de rebanhos com historico de transtornos re-
produtivos como aborto, natimorto e repeticao de cio nos mumi-
cipios de Ituiutaba, Juiz de Fora, Juramento e Varzelandia, res
pectivamente, sendo negativos para brucelose, ]eptoqﬁrbse (TAB.
111).

Os demais hemossoros foram obtidos em salas de aba-
te de frigorificos da regido metropolitana de Belo Horizonte e
nio tinham histdrico de doenca.

| Utilizaram-se tubos de 10 ml, proprios para sangria
("vacuteiner") e ap0s a colheita, o sangue foi deixado em re-
pouso 3 temperatura ambiente, até a formacdo do coagulio. 0 trans
porte para o laboratorio realizou-se sob réfrigeracEO e entao
separaram-se 0s hemossoros, estocando-o0s a -20°C, até o momen-
to do teste.

4,.3.1. V¥Virus de referencia

0 virus de referéncia foi a amostra Oregon C,.,V, o-
riginaria dos EEUU da América e obtida na Dinamarca pela Empre
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sa de Pesquisa Agropecuaria da Bahia (EPABA}*.
4.3.2. Cultivos celulares

Nos cultivos celulares, utilizaram-se os meios WEM-
Eagle** filtrado e suplementado com 8-10% de soro fetal bovino
(SFB)*** qinativado previamente a 56°¢C por 30 minutos. Para e-
videnciacao do virus foi utilizado meio de manutencao (MM) i-
déntico ao de crescimento (MC), exceto por conter 0-2% de SFB.

Empregou-se ainda a linhagem celular: iDBK**** (NMADIN &
DARBY bovine Kidney). As monocamadas celulares foram lavadas
com salina fosfatada (PBS) pH 7,2 e incubadas a 37%C por cinco
minutos, em solucdo de tripsina versene (STV), preparada com
tripsina***** a 0,5% em acido etilenodiaminotetracetico****** (EDTA).
A suspensao assim obtida, foi diluida em MC na concentracao de
5 x 10° células/m]l e mantida sob agitacdoc magnética ate o mo-
mento do uso. |

4.3.3. Tecnica utilizada

A tecnica de soroneutralizacao foi conduzida segun-
do ROSSI & KIESEL (1971) modificada conforme descrito abaixo.

A cepa do virus BVD-DM foi titulada em microplaca
estéril de fundo plano, usando-se diluicoes decimais. Utiliza-
ram-se quatro po¢os para cada diluicao. As diluigcoes foram rea
lizadas em MM, Em cada poco de microplaca foi adicionado 0,0¢5
ml de MM + 0,025 m1 da diluicao do virus + 0,025 m] de suspen-

Cedida pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria da Bahia

(EPABA), Salvador {(Brasil).

* GIBCO - Laboratorio, Grand Island, New York (USA}.

* kK LABORCLIN - Produtos para Laboratorio Ltda, Parana (Brasil).

*kkx Cedida pelo Centro Panamericano de Febre Aftosa, Rio de
Janeiro (Brasil).

*x*%* DIFCO - Laboratorios, Detroit, Michigan (USA).

*k*x*x*x%* REAGEN - Quimibras Ind. Quim. S/A, Rio de Janeiro (Brasil).
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sio celular (5 x 10° celulas/mi). Nos pogos de controle de MM
foram adicionados 0,075 ml de MM; no controle de celulas adi-
cionou-se 0,050 ml1 de MM + 0,025 m1 de suspensao celular. O con
trole do virus constou de 0,025 ml de MM + 0,025 m1 de virus
(nao diluido) + 0,025 ml de suspensao celular.

A microplaca foi incubada a 37°C em atmosfera de CO,
(5% C0,) e a leitura realizada apds trés a cinco dias. 0 calcu
1o do ponto final 50% foi realizado pelo metodo REED & MUENCH
(1938).

Para a producao do antigeno, as garrafas Roux apre-
sentando 75% de confluéncia celular foram lavadas com PBS pH
7,2 e inoculadas com 10%°DICCs,/ml1 do virus BVD-DM. Apds perio
do de 60 minutos a 37°C foi adicionado MM e as garrafas incu-
badas em estufa CO, (5% C0,) a 37°C por quatro dias. Depois de
trés ciclos de congelacao e descongelacao, o fluido de celulas
infectadas com o virus foi centrifugado a 1.500 r.p.m por 30
minutos a -4°C. 0 sedimento resultante fof suspenso em MM e dis
tribuiu-se a suspensdao em aliquotas de um ml. Estocou-se a -70%C.

0s hemossoros testados foram diluidos a 1:2 em MM e
inativados a 56°C por 30 minutos, antes de serem testados. Dis-
tribuiu-se 0,025 ml de MM nos pocos da microplaca. Adicionou-
se 0;025 m1 de hemossoro diluido a 1:2 em dois ou quatro pogos
da microplaca. Fez-se diluicao dupla seriada com auxilio de mi
crodiluidor calibrado para 0;025 ml. Apos a diluicao do soro
(1:4 a 1:512), adicionou-se 0,025 ml de virus (200 DICCs,/0,025 ml)
e incubou-se a 37°C em atmosfera de €O, (5%) por 60 minutos.
Apos este perTodo foi adicionado 0,025 ml de suspensao celular
(5 x 10° celulas/ml). O procedimento para realizacao dos con-
troles (MM, virus e celulas) foi identico ao da titulacao do
virus. A microplaca foi incubada a 37°C em atmosfera de CO, du
rante trés a sete dias quando se realizou leitura (apos colo-
racio com cristal violeta) em microscopio invertido. 0 tTtulo
do soro em teste correspondeu a maior diluicao de soro que a-
presentou reacao negativa (ausencia de ECP e/ou celulas cora-
das em azul). 7
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5. RESULTADOS

Num total de 100 hemossoros analisados no pre-expe-
rimento, 40% apresentaram-se negativos para o virus BVD. Os 60%
positivos distribuiram-se em titulos 1:8 (15,00%), 1:16 (19,00%),
1:32 (15,00%), 1:64 (5,00%), 1:128 (2,00%), 1:256 (2,00%), 1:512
(2,00%) (TAB. 1).

Atraves do teste de soroneutralizacao em placa, fo-
ram testados um total de 264 hemossoros bovinos, onde, 187 fo-
ram obtidos em matadouro e 77 oriundos de rebanhos com proble-
mas reprodutivos. 0 teste evidenciou a presenca de anticorpos
neutralizantes para virus BVD em 199, dando um percentual~ de
75,38% de bovinos positivos. Destes, 52 (19,70%), 62 (23,48%),
43 (16,29%), 18 (6,82%), 13 (4,92%), quatro (1,52%),sete (2,65%)
apresentaram titulos 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512
respectivamente (TAB. II). |

Dos 77 hemossoros, 63 {81,82%) apresentaram titulos>
1:4 assim distribuidos 1:8 (19,48%), 1:16 (22,08%), 1:32 (16,88%),
1:64 (12,99%), 1:128 (5,19%), 1:256 (1,30%) e 1:512 (2,90%),
(TAB, II1).

Todos os hemossoros provenientes dos municipios de
Juramento e Varzelandia foram colhidos de rebanhos problemas e
todos apresen-aram-tTtulos > 1:4, 0s 14 hemossoros provenien-
tes do municipio de Juramento, apresentaram variacao de titu-
los de 1:8 a 1:128, e os sete hemossoros do munichio de Var-
zelandia de 1:8 a 1:64 (TAB. 1II).
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6. DISCUSSAQ

Dos 264 hemossoros tecztados, 199 apresentaram anti-
corpos neutralizantes para virus BVD, dando um percentual de
75,38% de bovinos positivos. 0 percentual encontrado esta de a
cordo com o obtido por PABLO CORREA et alii (1976), que encon-
traram 75% de soros posit{vos para virus BVD no Estado do Me-
xico. Resultados diferentes foram obtidos por HAFEZ et alii (1976}
OKEKE (1976), HARKNESS et alii (1978), RICE & JENNEY (1979},
SUZAN et alii (1983), HOWARD et alii (1986), EDWARDS et alii
(1987) que obtiveram 48,0%, 13,4%, 62,0%, 96,7%, 70,5%, 0,8%,
64,9% de soros positives para virus BVD, respectivamente.

0 percentual de hemossoros bovinos com anticorpos
neutralizantes para virus BVD encontrado neste trabalho foi su
perior ao relatado por outros pesquisadores em outros Estados
do Brasil. WIZIGMANN et alii (1972) testando 229 amostra de so
ros bovinos no Rio Grande do Sul obtiveram 39% de positivos pa
ra BYD e em Sao Paulo, SOARES & PEREIRA (1974) trabalhando com
59 soros, obtiveram um resultado de 42,1% de positivos. Isto
sugere que 0 virus BVD esta se disseminando rapidamente por to
do 0 nosso rebanho, juntamente com o aumento de observacoes de
problemas reprodutivos. Apesar da disseminacao do virus BVD em
nosso rebanho, nao se pode afirmar que ele esteja produzindo a
doen¢a clinica. Para isto, seria necessario acompanhamento so-
rologico dos animais ou isolamento do virus de animais com sin
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tomatologia clinica.

CARBREY et alii (1971) afirmam que titulos 1:4 in-
dicam que o animal sofreu infec¢do pelo virus BYD por vacina
ou imunidade passiva, atraves do colostro. No presente traba-
Tho, considerou-se titulo: 1:4 como negativo e nenhum hemossoro a-
nalisado obteve titulo < 1:4. Como s0 se trabalhou com animais
adultos, titulo 1:4 nao pode estar relacionado com a ingest3o
de colostro ou vacina; visto gue esta nao existe no Brasil.

0s titulos positivos variaram de 1:8 a 1:512, sendo
que a grande maioria {(66,29%) permaneceu entre 1:8 a 1:64. T1-
tulos entre 1:128 a 1:256 corresponderam a 6,44% e o titulo de
1:512 apareceu em apenas 2,65% do total de soros examinados.
Isto indica apenas a presenca do virus. A hipotese de que seja
um incio de infeccao ou queda final de anticorpes, nao pode
ser comprovada. Para se tirar uma conclusio definitiva seria
necessario, acompanhamento soroldagico dos_animais, utilizando-
se sorologia pareada, o que esta de acordo com o afirmado por
CARBREY et alii (1971).

Dos 77 hemossoros provenientes de rebanhos com his-
torico de problemas reprodutivos, 71,43% (55 hemossoros) tinham
titulos entre 1:8 e 1:64, 10,39% (oito hemossaros) tinham ti-
tulos entre 1:128 e 1:512. Nos municipios de Juramento e Var-
ze]éndia nao foram encontrados animais negativos, sendo que ©
tTtulo minimo obtido foi 1:8. Estes resultados sugerem gue oS
animais fossem expostos ao virus. BACKER (1987) afirmou que bo
vinos imunotolerantes no virus BVD, estao persistentemente in-
fectados e virémicos, podendo ter ou n3o baixas concentracoes
de anticorpos heutra]izantes espec?ficds e aparentarem-se sa-
dios, porem isto n3o foi estudado neste trabalho. Quanto a pre
senca de titulos baixos na amostra sorologica, proveniente de
rebanhos problemas, pode tratar-se de inicio de infeccdo, po-
rem para confirmacido desta hipdtese seria necessiario o isola-
mento do virus destes animais, ou a rea]i;ac&o de sorologia pa
reada.
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7. CONCLUSOES

Pelo teste de soroneutralizacao em placa para BVD
(microtécnica) realizados em 264 hemossoros de bovinos adultos,
foram encontrados 75,38% de soros positivos, o que permite con
cluir que o virus da Diarréia Bovina a Virus, estd presente no
rebanho mineiro.

Como ndo foi possivel realizar a sorologia pareada
os resultados obtidos indicam apenas que os animais tiveram con
tacto com o virus, sem contudo precisar se os titulos de anti-
corpos anti-BVD estavam em ascensao ou em regressao. Por este
teste nao se pode afirmar que existe a doencga c1inica. No en-
tanto a taxa de 75,38% de infeccao e muito alta em nossos re-
banhos. |

E necessario que se faca outros trabalhos com tes-
tes pareados, isolamento do virus de casos clinicos para se si
tuar melhor a importancia da BVD no rebanho mineiro.
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