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SUMARIO

QUINCOZES, CAREN. G., Universidade Federal de Pelotas, Agosto de 2005.
Prevaléncia e fatores de risco associados as infec¢bes pelos Herpesvirus Bovino
(BHV-1 e 5) e Diarréia Viral Bovina (BVD) nos rebanhos dos municipios de

Santa Vitéria do Palmar e Chui. Professor Orientador: Dr. Telmo Vidor.

O presente estudo teve como objetivo estimar a prevaléncia das infec¢des pelo
herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1), herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) e o virus da
diarréia viral bovina (BVDV) e determinar os principais fatores de risco para essas
infec¢des no rebanho bovino dos municipios de Santa Vitoria do Palmar e Chui. Além
disso, € descrito o isolamento de BHV-1 e BHV-5 a partir de um surto de rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR) e vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) em Rio Grande, e
de um surto de encefalite em Santa Vitéria do Palmar. Amostras de soro foram
submetidas a prova de soroneutralizagdo, e, para cada propriedade foi aplicado um
questionario epidemiologico, para investigar fatores de risco que poderiam estar
associadas a estas infeccdes. As amostras de soro foram coletadas nos meses de
janeiro e fevereiro de 2003, em 85 propriedades de Santa Vitoria do Palmar e Chui. A
maioria das amostras eram de bovinos de corte, apresentando ou nao sinais clinicos de
infeccdo por BHV ou BVDV. De 1.734 amostras de soro analisadas, 540 (31,14%)
foram positivas para BHV e 1.150 (66,32%) foram positivas para BVDV. Foram

detectados bovinos sorologicamente positivos para o BHV em 72 propriedades,

X1



representando 84,70% e, para o BVDV, em 70 propriedades, representando 82,35% do
total de propriedades. As altas percentagens de positividade demonstram a expressiva

disseminagdo desses virus no rebanho bovino destes municipios.



SUMMARY

QUINCOZES, CAREN. G., Universidade Federal de Pelotas, August, 2005.
Prevalence and risk factors to the infectious by Bovine Herpesvirus Type 1
(BHV-1 e 5) and Bovine Viral Diarrhea in the herds of Santa Vitdéria do Palmar
and Chui counties. Adviser: Dr. Telmo Vidor.

This study was performed in order to estimate the prevalence of bovine herpesvirus
type 1 (BHV-1), bovine herpesvirus type 5 (BHV-5) and bovine viral diarrhea
(BVDYV) infections and to determine the main risk factors related to the prevalence of
these infections in cattle of Santa Vitoria do Palmar and Chui counties. In addition, we
describe BHV-1 and BHV-5 isolation from infectious bovine rhinotracheitis (IBR) and
pustular vulvovaginitis (IPV) outbreaks in Rio Grande, and encephalitis outbreaks in
Santa Vitoria do Palmar. Sera from all the animals were submitted to the serum
neutralization test (SN) and an epidemiological questionnaire was filled out in each
property to investigate variables that could be associated with these infections. The
sera samples were collected in January and February of 2003, in 85 farms of Santa
Vitoria do Palmar and Chui. The highest number of samples were from beef cattle,
with or without clinical signs of BHV or BVDV infection. Of 1.734 serum samples
examined, 540 (31,14%) were positive to BHV and 1.150 (66,32%) were positive to
BVDV. Cattle seropositive to BHV were detected in 72 farms, representing 84,70%
and, to BVDV, 70 farms, representing a percentage of 82,35%. The high percentages
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of positives demonstrate the expressive dissemination of this viruses in cattle of these

counties.



1. INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) ¢ um importante patdogeno de bovinos,
podendo causar doenca respiratoria, conhecida como rinotraqueite infecciosa bovina
(IBR), além de conjuntivite, vulvovaginite pustular infecciosa (IPV), balanopostite
pustular infecciosa (IPB), reabsorcdo embriondria, aborto, infertilidade temporaria,
nascimento de animais fracos e infec¢des sist€émicas resultando em meningoencefalite
(Cerqueira et al., 2000; Vieira et al., 2003). O herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) é o
agente etiologico de meningoencefalite, enfermidade de curso geralmente fatal, que
atinge principalmente animais jovens (Gomes et al., 2002). Ocasionalmente o BHV-5
pode estar relacionado também com doenca respiratoria. (Salvador et al., 1998).

Uma caracteristica importante dos BHV ¢ a capacidade de estabelecerem
laténcia em ganglios de nervos sensoriais, principalmente os ganglios trigémeos. Os
herpesvirus podem ser reativados quando os animais sdo submetidos a fatores
estressantes (Rock, 1994; Colodel et al., 2002). A reativacdo leva a reexcregao de
particulas infecciosas, sendo responsavel pela perpetuacdo do virus na populacio
bovina (Cerqueira et al., 2000; Vieira et al., 2003).

Os BHV sao transmitidos pelas secre¢des respiratorias, oculares e genitais, a
partir de animais infectados (Calderon et al., 2003). Pode também ser transmitido pelo
sémen (Wentink et al., 1993; Calderon et al., 2003). Esta enfermidade tem acarretado
grandes prejuizos econdmicos nos rebanhos bovinos, principalmente em decorréncia
de infecgOes respiratorias e de alteragcdes reprodutivas (Miller, 1991; Cortez et al.,

2001; Petzhold et al., 2001).



O BHV-1 e o BHV-5 sdo semelhantes entre si nos aspectos morfoldgicos,
biologicos e moleculares e sdo antigenicamente relacionados, o que pode ser
demonstrado por testes de neutralizagdo cruzada e por reatividade com uma variedade
de anticorpos monoclonais (Vogel et al., 2002; Kunrath et al., 2004). Desta forma,
técnicas sorologicas ou imunoldgicas de rotina sdo incapazes de distinguir entre o
BHV-1 e BHV-5. Essa relagdo soroldgica entre os dois herpesvirus bovino reflete-se
também em protecdo cruzada in vivo e tem sido responsabilizada, em parte, pela baixa
ocorréncia da enfermidade neurologica pelo BHV-5 em regides onde a infec¢ao pelo
BHV-1 é endémica e/ou utiliza-se vacinagao (Cascio et al., 1999; Kunrath et al.,
2004).

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) é uma das doencas virais mais
importantes dos bovinos (Vogel et al., 2001; Dias & Samara, 2003; Noronha et al.,
2003). A infeccdo pelo BVDV pode resultar em uma grande variabilidade de sinais
clinicos que incluem doenga reprodutiva, respiratoria ou digestiva (diarréia viral
bovina, BVD), doenga das mucosas (DM) e BVD aguda/hemorragica (Vogel et al.,
2001; Dias & Samara, 2003).

O virus pode ser transmitido através da saliva, secre¢des nasais, oculares,
urina, fezes, s€émen, embrido, placenta, fomites contaminados e sangue (Revell et al.,
1988; Kirkland et al., 1991; Moennig & Plagemann, 1992; Houe et al., 1993; Vogel et
al., 2001).

Animais podem ser infectados com o BVDYV transitoriamente ou nascerem
persistentemente infectados (PI). Estes animais Pl sdo os que possuem maior
importancia na epidemiologia da enfermidade, devido a eliminacdo de grande
quantidade de virus, servindo como constante fonte de infeccdo para animais ndo
imunes (Peters et al., 1987; Houe, 1995; Van Oirschot, 1998; Cerqueira et al., 2000;
Del Fava et al., 2003).

O BVDV se caracteriza por apresentar uma alta taxa de animais soropositivos
geralmente animais com idade acima de 3 anos. A prevaléncia média de animais
portadores de anticorpos situa-se entre 60% e 90% em diferentes paises (Brownlie,
1990).

O BVDV ¢ classificado em biotipos citopatogénico, ou seja, virus capazes de
se replicar em células causando efeito citopatico e ndo citopatogénico, que também
replicam-se em células mas sdo incapazes de causar efeito citopatico (Meyers e Thiel,

1996, Fray et al., 2000; Vogel et al., 2001). E importante ressaltar que somente o



biotipo ndo citopatogénico estabelece infec¢do persistente e € responsavel pela
circulagcdo permanente do BVDV na populacdo bovina (Brownlie, 1990; Booth et al.,
1995; Fray et al., 2000).

Tanto o BHV como o BVDYV tém distribuicdo mundial ¢ sdo descritos como
um problema sanitario que causa perdas produtivas (Gustafson, 1981; Canal et al.,
1998; Reinhardt et al., 2001; Colodel et al., 2002; Brackenbury et al., 2003; Dias &
Samara, 2003; Kunrath et al., 2004). No Brasil, ja foram realizados isolamentos do
BHV e BVDV em diversas regides (Vidor, 1974; Muller et al., 1979; Galvao, 1985;
Nogueira et al., 1986; Lovato, 1998; Weiblen et al., 1991; Hiibner et al., 1994;
Weiblen et al., 1996b; Flores et al., 2000 a; Pinto et al., 2001). Foram realizados
também, em alguns estados brasileiros, inquéritos soroldgicos que comprovam que o
BHV ¢ 0 BVDYV estio bastante disseminados na populagdo bovina do Pais (Rocha et
al., 1994; Lovato et al., 1995 a; Vidor et al., 1995; Barros Filho et al., 1997; Pituco et
al., 1997; Roehe et al., 1998; Rocha et al., 2001; Dias & Samara, 2003).

O diagnostico definitivo de BHV ou BVDV ¢ realizado através da detecgao
do virus (ou componentes virais) € da demonstracdo de anticorpos especificos. O
isolamento destes virus em cultivo celular, confirma a presenca desses agentes nos
animais afetados (Riet-Correa et al., 1996; Roehe et al., 1997b; Reinhardt et al., 2001;
Dias & Samara, 2003; Vieira et al., 2003; Kunrath et al., 2004). Nenhuma outra
técnica laboratorial é tdo recomendada ou sensivel. A identificagcdo final dos virus
pode ser feita por diferentes métodos, como as técnicas de soroneutralizagao,
imunofluorescéncia, imunoperoxidase, ensaio imunoenzimatico (ELISA) e reacdo de
polimerase em cadeia (PCR) (Roehe, 1996; Sandvik, 1999; Guimaraes et al., 2000;
Dias & Samara, 2003; Vieira et al., 2003).

O presente trabalho foi realizado visando estabelecer a situacdo
epidemiolodgica da infecgdo por herpesvirus bovino tipo-1, herpesvirus bovino tipo-5 e
diarréia viral bovina por meio da prevaléncia dessas viroses e determinagdo dos
possiveis fatores de risco para essas infec¢des nos rebanhos bovinos dos municipios de

Santa Vitoria do Palmar e Chui, do estado do Rio Grande do Sul.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 (BHV-1) E TIPO 5 (BHV-5)

Os herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) e tipo 5 (BHV-5) pertencem a familia
Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae. Estdo também classificados nesta
subfamilia o virus herpes simples humano, o virus da doenca de Aujeszky, da
rinopneumonite eqiiina e da laringotraqueite aviaria. Estes virus sdo de crescimento
rapido in vitro e causam lise das células infectadas. (Fenner et al., 1993a). Uma outra
caracteristica importante desta subfamilia ¢ a capacidade de estabelecer infeccoes
latentes, que podem ser reativadas periodicamente com liberacdo de particulas virais.
O sitio principal de laténcia é o ntcleo dos neurdnios dos génglios  sensoriais

(Ackermann et al., 1982; Fenner et al., 1993a).

2.2. PROPRIEDADES

2.2.1. MORFOLOGIA E ESTRUTURA

A estrutura e organizacdo genoOmica, expressdo génica, replicagdo do genoma
e fung¢do dos genes do BHV-1 e BHV-5 sdo virtualmente idénticas. Os dois

virus apresentam uma homologia superior a 85% em seus nucleotideos e aminoacidos.



Com base nessas observagdes, utiliza-se a morfologia e estrutura do BHV-1 para
descrever as propriedades do BHV-5 (Flores et al., 1998).

O virion do BHV-1 e BHV-5 contém uma molécula de fita dupla de DNA
(dsDNA) com aproximadamente 135.000 a 140.000 pares de bases, com um peso
molecular (PM) de 95-150 X 10° Daltons (Da), a qual ¢ infecciosa sob condigdes
experimentais apropriadas (Butel, 1992; Fenner et al., 1993a). Os virions apresentam
simetria cubica (Andrewes et al., 1978; Dulbecco e Ginsberg, 1980; Gustafson, 1981),
e seu capsideo € constituido por 160 capsdmeros concavos, com didmetro em torno de
10 nm cada um (Gustafson, 1981; Fenner et al., 1993 a). Entre o envelope e o capsideo
encontra-se uma camada denominada tegumento, a qual envolve um capsideo
icosaédrico caracteristico, composto por 160 capsomeros ordenados e concavos com
100 nm de diametro. Em secgdes, o capsideo usualmente aparece como um anel denso
dentro do envelope. No seu interior encontra-se o DNA, em formato de barra ou

circulo (Fenner et al., 1993a).

2.2.2. COMPOSICAO QUIMICA

Segundo Gustafson (1981), a analise quimica da composicdo dos herpesvirus
requer um exame critico do procedimento de preparagdo das amostras e da origem
destas amostras.

O genoma do virion dos herpesvirus é constituido de 70% de acido nucléico
(Dulbecco e Ginsberg, 1980) do tipo DNA de dupla cadeia (Andrewes et al., 1978;
Dulbecco e Ginsberg, 1980), sendo o contetido de guanina e citosina, variavel entre os
herpesvirus (Gustafson, 1981). Os virions dos herpesvirus sdo compostos, ainda, de
22% de lipideos, principalmente de fosfolipidios, 2% de carboidratos e pequenas
quantidades de poliaminas (Dulbecco e Ginsberg, 1980). O restante do virion
(capsideo e envelope) ¢ composto de glicoproteinas e lipoproteinas (Dulbecco e

Ginsberg, 1980; Gustafson, 1981).



2.2.3. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

Os herpesvirus sao sensiveis aos solventes lipidicos (Andrewes et al., 1978;
Dulbecco e Ginsberg, 1980, Porterfield, 1989) como éter, acetona, deoxicolato de
sodio e cloroférmio, que os tornam ndo infecciosos. Sao também sensiveis ao alcool
etilico, éter etilico e algumas enzimas proteoliticas (Gustafson, 1981).

Andrewes et al. (1978) relataram que os herpesvirus sdo relativamente
termoldbeis e sensiveis a extremos de pH. O BHV-1 ¢ estdvel a uma faixa de pH entre
6.0-9.0, mas labil a pH 4.5-5.0, sdo inativados por raios gama ou  radiacdes
ultravioletas (UV) (Gustafson, 1981). Além disso, os virions sdo sensiveis a choques

osmoticos devido a aquecimento ou congelamento (Porterfield, 1989).

2.2.4. PROTEINAS

Viérios autores tém analisado as proteinas do BHV-1. O nimero de proteinas
encontradas variou de 21 a 38 (Misra et al., 1981; Metzler et al., 1985; Metzler,
Schudel e Engels, 1986; Wyler et al., 1989), sendo 6 delas presentes no
nucleocapsideo e duas associadas ao DNA (Fenner et al., 1993a). Atualmente,
acredita-se que o numero de proteinas, entre estruturais e ndo estruturais, fique ao
redor de 70 (Fenner et al., 1993a). Destas, 12 sdo glicoproteinas e estdo localizadas no
envelope (Misra et al., 1981; Wyler et al., 1989). Um destes peplomeros glicoprotéicos
possui atividade de receptor para Fc e se liga a [gGs normais (Fenner et al., 1993a).

As glicoproteinas desempenham fungdes vitais no processo de infecgdo viral,
mediando os processos de reconhecimento e adsorcdo as células alvo, penetragdo do
virion, fusdo e disseminagdo do virus célula a célula em cultivos celulares (Roizman,

1996).

2.3. MULTIPLICACAO VIRAL

O processo de infecc¢do viral inicia quando glicoproteinas do envelope viral,

as principais sdo a gC e a gB, reconhecem e ligam-se a receptores celulares especificos



de sulfato de heparina da membrana celular (Roizman, 1996; Babiuk et al., 1996;
Meyer et al., 1998). A adsor¢do do virus a superficie celular ativa um processo
mediado por glicoproteinas virais, onde pelo menos 5 glicoproteinas (gB, gD, gH, gL
e gK) estdo envolvidas no processo de fusdo e penetragdo viral, que culmina com a
penetracdo do virus na célula. A fusdo resulta numa insercao parcial do envelope viral
a membrana plasmatica com formacdo de “dobras” na membrana (Wild et al., 1998).
Acredita-se que o transporte do nucleocapsideo seja feito através da glicoproteina
VP22, responsavel pela reorganizacdo do sistema de microtubulos celulares até o
centromero, perto do nucleo (Wild et al., 1998).

Os processos de transcricdo e replicacdo do DNA viral ocorrem no nticleo
das células infectadas, enquanto que a sintese protéica viral, da-se no citoplasma
(Roizman, 1996). A transcri¢do dos genes virais ¢ regulada temporalmente, havendo
trés classes de RNA mensageiro (mMRNA) denominadas: genes o ou “imediatamente
precoces”, p ou “precoces” e y ou “tardios”, que sao transcritos pela RNA polimerase
II celular (Fenner et al., 1993 a; Roizman, 1996). Genes a ¢ B codificam enzimas ou
proteinas que complexam-se ao DNA viral, enquanto que a maioria dos genes y
codificam proteinas estruturais (Fenner et al., 1993a).

Os genes a sdo os primeiros a serem transcritos. Participam deste processo
proteinas do tegumento em interacdo com fatores de transcri¢do celular. As a-
proteinas iniciam o processo de transcricio dos genes B (Roizman, 1996).
Funcionalmente, as B-proteinas estdo envolvidas na regulacdo da transcricdo das a-
proteinas (suprimindo-as) e das y-proteinas (promovendo-as); estando envolvidas,
assim (juntamente com as a-proteinas), no processo de replicacdo do genoma viral
(Fenner et al., 1993a). Nesta fase, o DNA viral pode ser encontrado na forma de
circulos ou linear (Roizman, 1996).

O DNA viral sintetizado é processado e “empacotado” em capsideos imaturos
recém-formados (Roizman, 1996).

O processo de maturagdo do virion envolve as etapas de formacdao do
nucleocapsideo e a associacdo do nucleocapsideo com areas da camada interna da
membrana nuclear adquirindo assim, o envelope viral (Fenner et al., 1993 a; Roizman,
1996). No citoplasma, virions maduros acumulam-se dentro de vesiculas, utilizando-se
do Complexo de Golgi para serem exportados para o meio extracelular, ou ocorre a

dispersdo das particulas virais célula a célula (Roizman, 1996).



2.4. PATOGENIA

As principais portas de entrada do BHV-1 sdo as mucosas respiratoria ou
genital. A replicagcdo primaria do virus ocorre nas células epiteliais, bem como em
células da submucosa e tecido conjuntivo (Pastoret et al., 1982), podendo
permanecer nas secre¢des nasais e linfonodos do trato respiratério por mais de 9 dias
(McKercher et al., 1963). Apds a infec¢do primdria, ocorre uma viremia transitoria,
raramente detectada (Gibbs e Rweyemamu, 1977), que precede o aparecimento de
anticorpos especificos no animal (Pastoret et al., 1982). A partir das mucosas, o virus é
transportado por monocitos por via hematogena, a orgdos alvo incluindo sistema
nervoso, trato digestivo ou feto (Wyler et al., 1989). Paralelamente, as células de
Langerhans mobilizam os antigenos virais da epiderme para os linfonodos periféricos,
dando inicio a resposta do sistema imune frente a infeccdo (Sprecher e Becker, 1993).

Os herpesvirus sdo epiteliotropicos, multiplicando-se inicialmente nas
mucosas da regido naso-oro-faringeana. A subseqiiente disseminacao do BHV-5 para
as terminacdes nervosas dos ramos maxilar e mandibular do nervo trigémeo ¢ a rota
mais provavel para a infeccdo do sistema nervoso central (Bagust & Clark, 1972),
onde provocam o desenvolvimento de meningoencefalite (Bagust & Clarck, 1972;
Flores et al., 1998 ). Wyler et al. (1989) descreveram a rota de propagag¢dao do BHV-5
por dissemina¢do neural em que, apds replicagdo na mucosa, o virus penetra nas
células nervosas. Os nucleocapsideos virais sdo despidos e transportados pelo fluxo
retrogrado do axonio para o nticleo do neurdnio, estabelecendo-se em forma latente
apos a infeccdo aguda.

O crescimento dos herpesvirus causa distirbios na arquitetura celular, com o
aparecimento de inclusdes intra-nucleares, marginacdo da cromatina e destruicdo dos
nucléolos. Uma massa basofilica desenvolve-se centralmente no nucleo, e corresponde
ao acimulo de DNA recentemente sintetizado. Com o movimento das particulas
virais do nucleo para o citoplasma, o corpusculo originalmente basofilico torna-se
eosinofilico. Assim, os corpusculos de inclusdo eosinofilicos encontrados em células
infectadas, ndo contém particulas virais especificas mas sdo, na realidade, o
remanescente de um sitio de produgdo viral extinto. Os virus adquirem o envelope
quando brota através da membrana nuclear, causando a morte celular (Fenner et al.,

1993a).



2.5. LATENCIA

O herpesvirus ¢ capaz de estabelecer infecgdes latentes em ganglios nervosos,
onde o DNA viral pode persistir na forma epissomal, isto €, ndo integrada ao genoma
celular, nos nuicleos das células nervosas. Assim, animais latentemente infectados
servem de reservatdrio natural para o virus durante toda a vida do animal (Devireddy e
Jones, 1998). O DNA epissomal pode ser detectado em aproximadamente 1% dos
neurdnios ganglionares, com 20 a 100 copias por célula (Osorio, 1998). Este estado
pode durar anos, mantendo-se viavel a replica¢do viral apds o processo de reativacao
do virus (Salvador, 1997). O virus pode ser reativado por uma ampla variedade de
estimulos imunodepressivos, tais como estresse, parto, variagdes bruscas de
temperatura, transporte, vacinacdo, ou ainda tratamento sistematico com
corticoesterdides, fatores responsaveis pela perpetuagdo e transmissdo do virus no
rebanho (Roizman, 1996).

Os mecanismos de laténcia e reativagdo sdo caracteristicos dos
Alphaherpesvirus (Fenner et al., 1993a). Apds a multiplicagdo no local da infecgdo, o
virus penetra pelos neurdnios que enervam a regido onde ocorreu a infecgdo primaria,
sendo provavelmente transportado pelo fluxo retrégrado do axonio, movendo-se ao
longo dos nervos sensoriais em direcdo aos ganglios trig€émeo ou sacral (Narita et al.,
1981).

Nos corpos neuronais, o virus replica-se rapidamente causando a morte
celular e em alguns neurdnios a expressao dos genes a ¢ suprimida. Posteriormente, a
seqiiéncia da expressdo génica ¢ interrompida e o virus estabelece infecgdo latente
(Flores, 1996). Aproximadamente 50% dos ganglios da regido afetada abrigam o DNA
viral (Ackermann & Wyler, 1984).

Durante a laténcia, sdo produzidos 2 ou 3 transcritos associados a laténcia
(LAT), porém nao sdo produzidos antigenos virais. A produgdo desses transcritos
parece nao ser essencial para o estabelecimento ou manutencdo da infec¢do latente
(Fenner et al., 1993a). Entretanto, os LATs sdo importantes para melhorar a eficiéncia
do ciclo laténcia- reativagdo (Osorio, 1998).

Todas as amostras de herpesvirus, inclusive amostras vacinais atenuadas,
podem induzir laténcia (Wyler et al., 1989). Nenhuma vacina ¢ capaz de prevenir o

estabelecimento de laténcia apds desafio com o virus infeccioso. No entanto, algumas
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vacinas podem auxiliar na reducdo tanto na incidéncia como na quantidade de virus
reexcretado na reativagdo (Rossi et al., 1982).

E possivel que uma forma sub-viral, provavelmente somente o DNA viral,
seja replicado e passe intimamente do axOnio para jungdes neuro-epidermais,
produzindo entdo virus infeccioso. Periodicamente, a producdo de virions infecciosos
seria reativada, sendo que estes se moveriam via nervo sensorial até as membranas da
mucosa ou pele, onde ocorreria replicagdo nas células epiteliais e posterior excrecao
do virus. E discutivel se a reativagio do virus latente estd associada com o
desenvolvimento de lesdes ou doenca clinica, porém a reativagdo e reexcrecao do virus
constitui o mecanismo pelo qual o virus se mantém na populagdo bovina. Para a
manutengdo do estado de laténcia, apés a reativacdo, genomas virais retornam via

axonio e se instalam novamente nos neurdnios sensoriais (Fenner et al., 1993a).

2.6. SINAIS CLINICOS E LESOES

2.6.1. INFECCAO PELO BHV-1

2.6.1.1. FORMA RESPIRATORIA E CONJUNTIVITE

O herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) causa uma enfermidade denominada
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR).

A IBR ¢ usualmente restrita ao trato respiratorio superior, podendo
ocasionalmente se estender aos bronquios e pulmdes (Karhs, 1977).

A IBR pode apresentar-se de forma subclinica, leve ou severa, com cerca de
100% de morbidade podendo chegar, embora raramente, a cerca de 10% de
mortalidade. Os sinais clincos iniciais incluem depressao, inapeténcia, febre, descarga
nasal, inicialmente serosa e posteriormente mucopurulenta devido a infeccdo
secundaria por bactérias. A mucosa nasal se torna hiperémica e as lesdes podem ser
de dificil visualizagdo, progredindo de pustulas locais a grandes areas superficiais,
hemorragicas, que sdo cobertas por uma membrana diftérica. Pode haver dispnéia,

respiragdo pela boca, salivagdo e um profundo ruido bréonquico. Casos agudos podem
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durar de 5 a 10 dias (Fenner et al., 1993a).

A conjuntivite, causada pelo BHV-1, geralmente acompanhada da forma
respiratoria, caracteriza-se por secrecdo ocular profusa, inicialmente serosa e
posteriormente mucopurulenta, além de opacidade da cérnea na regido proximo a
conjuntiva. Ocasionalmente observam-se na conjuntiva pustulas e placas de material
necrético. A evolugdo € de 5 a 10 dias (Riet-Correa et al., 1996).

A conjuntivite por BHV-1 pode ser confundida com queratoconjuntivite de
origem bacteriana. No diagnostico de conjuntivite associada a IBR, as opacidades sdo
pequenas, manifestando-se geralmente na juncdo corneoescleral, em contraste com o
observado na queratoconjuntivite causada por Moraxella bovis, onde a opacidade de
cornea se origina do centro para a periferia (Kahrs, 1977).

Lesdes erosivas do epitélio do trato respiratdrio superior de animais
infectados com o virus, histologicamente mostram necrose focal do epitélio, intensa
infiltracdo de neutrdfilos e ocasionais inclusdes intranucleares nas células epiteliais da

periferia (Higgins e Edwards, 1986).

2.6.1.2. FORMA REPRODUTIVA

A forma genital da infeccdo pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1)
manifesta-se nas fémeas por vulvovaginite pustular infecciosa (IPV). A IPV
desenvolve-se de 1 a 3 dias apds a monta e ¢ dolorida (Gibbs & Rweyemamu, 1977).
Os primeiros sinais sdo mic¢ao freqiiente, com elevacdo e movimentacdo da cauda
(Gibbs & Rweyemamu, 1977; Mohanty & Dutta, 1981), para evitar o contato com a
vulva edematosa e hiperémica e com pequenas pustulas distribuidas na superficie da
mucosa (Fenner et al., 1993a). As pustulas possuem cerca de 1 a 2 mm de didmetro, e
podem formar placas fibrinosas amareladas, que irdo se desprender e formar escaras
(Wyler et al., 1989). As lesdes cicatrizam-se em torno de 10 a 14 dias (Gibbs &
Rweyemamu, 1977).

Segundo Miller (1991) e Lovato et al. (1995b), o sémen contaminado, quando
introduzido no ttero, causa endometrite necrosante que pode produzir infertilidade
temporaria. O virus também causa severa lesdo necrosante nos ovarios, principalmente
se a infec¢do ocorre na época da ovulagdo. O desenvolvimento do corpo liteo pode

ser prejudicado, interrompendo os ciclos estrais subseqiientes, que voltam ao normal
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em torno de 2 meses apos a infec¢do. Este processo tem uma evolugdo de 4 a 7 dias
(Riet-Correa et al., 1996).

Nos machos, a balanopostite pustular infecciosa (IPB) ocorre de forma clinica
ou subclinica (Fenner et al., 1993a, Van Oirschot, 1995). Ap6és um periodo de
incubagdo de 1 a 3 dias, a mucosa do pénis e prepucio tornam-se hiperémicas. Surgem
pontos escuros-avermelhados que tendem a formar nddulos, vesiculas e pustulas. Estas
lesdes podem coalescer formando placas, ulceras e infecgdes bacterianas secundarias,
resultando em uma descarga prepucial purulenta. A IPB pode ser acompanhada por
febre, depressado e perda de apetite (Van Oirschot, 1995).

Particulas virais presentes nas lesdes da IPB podem passar ao sémen, o qual
se constitui um importante meio de transmissdo, liberando grandes quantidades do
virus (Weiblen et al., 1992b). Sémen de animais com IPB possuem redugdo da
mobilidade e anormalidades morfologicas dos espermatozoides (Van Oirschot, 1995).
A infeccdo do pénis muitas vezes levaa aderéncia peniana (Weiblen et al., 1991).

O aborto ¢ uma possivel seqiiela de qualquer uma das formas da enfermidade
por BHV-1, inclusive de infec¢des subclinicas (Weiblen, 1992a). Geralmente, a taxa
de aborto ndo supera 25% (Kahrs, 1977; Weiblen, 1992a). Apos a infecgdo, os abortos
podem ocorrer em qualquer periodo da gestagdo, variando de 8 dias a meses (Kahrs,
1977), embora sejam mais freqiientes no ter¢o final da gestagdo (Miller, 1991;
Weiblen, 1992a).

Em rebanhos soronegativos, altos indices de abortos sdo reportados. As vacas
prenhes podem apresentar sinais clinicos de conjuntivite, rinotraqueite ou
vulvovaginite, ou ndo manifestar sinais clinicos. Os fetos podem ser expelidos durante
a ocorréncia de surtos das outras formas da doenca ou até 100 dias depois do surto
(Kahrs, 1977). O aborto freqlientemente ¢ seguido por retencdo de placenta. Os
animais podem nascer mortos ou morrerem poucos dias apos o nascimento.

Dependendo do periodo de gestagdo, as infec¢des por BHV-1 podem
determinar quadros de endometrite, ooforite, mortalidade embrionaria com retorno ao
cio, mortalidade fetal com aborto, mumificacdo (raro), natimorto, nascimento de
animais fracos e mortalidade neonatal (Alfieri, 1999).

Microscopicamente, observa-se necrose focal e ocasionalmente corpusculos
de inclusdo intranucleares no figado, rins e glandulas adrenais. O virus pode ser

isolado da placenta, liquidos e 6rgdos fetais (Riet-Correa et al., 1996).
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Endometrite, baixa taxa de concepgdo e estros curtos podem ocorrer apos

inseminagdo artificial com sémen infectado (Parsonson e Snowdon, 1975).

2.6.1.3. FORMA SISTEMICA NEONATAL

Esta forma da doenga manifesta-se em terneiros recém-nascidos, infectados
no utero no final da gestagdo, durante o parto ou em seguida ao nascimento, sendo
invariavelmente fatal (Kahrs, 1977). Os animais infectados desenvolvem lesdes
necroticas no sistema digestivo, principalmente no figado e também linfonodos.
Freqiientemente ha comprometimento do trato respiratorio, com sinais clinicos e

lesdes tipicas da forma respiratoria (Gibbs & Rweyemamu, 1977).

2.6.2. INFECCAO PELO BHV-5

Os animais afetados sdo usualmente terneiros, com idade entre 5 ¢ 7 meses.
Os principais sinais clinicos sdo anorexia, isolamento do rebanho, corrimento nasal e
ocular, salivacdo excessiva, depressdo profunda, nistagmo, opistétono, tremores,
marcha em circulos, andar cambaleante, cegueira, paralisia da lingua, bruxismo e
decubito com movimento de pedalagem (Hill et al., 1984; Salvador et al., 1998).

A letalidade ¢ proxima dos 100%, de acordo com Carrillo et al. (1983),
embora outros autores relatem taxas mais baixas (Riet-Correa et al., 1989). A
duracdo do quadro clinico pode variar de 1 a 15 dias, com evolucdo média de 6 dias
(Johnston e McGavin, 1962; Salvador et al., 1998). Riet-Correa et al. (1996) relataram
animais que sobreviveram até¢ 7 dias ap6s o inicio dos sinais clinicos.

Formas nervosas associadas com comprometimento do sistema digestivo e/ou
respiratorio foram relatados (Barenfus et al., 1963; Riet-Correa et al., 1989). Embora o
virus ndo seja primariamente associado & enfermidade respiratéria, a inoculagdo
experimental com BHV-5 pode causar sinais clinicos respiratorios leves e transitorios
(Hall et al., 1966; Belknap et al., 1994).

Na necropsia, com frequéncia, ndo sdo evidenciadas lesdes significativas
(Salvador et al., 1998). Quando ocorrem, o cortex cerebral pode apresentar areas de

coloracdo amarelada ou acinzentada. Ocasionalmente, essas areas apresentam-se
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deprimidas podendo observar-se cavitagdo da substincia cinzenta (Riet-Correa e
Schild, 1995; Salvador et al., 1998). No encéfalo, as principais alteracdes
macroscopicas descritas sdo achatamento de circunvolugdes, congestdo, hemorragia,
areas de mal4cia corticais e protrusdo cerebelar pelo foramen magno (Riet-Correa
et al., 1989; Weiblen et al., 1989; Salvador et al., 1998).

A infec¢ao do sistema nervoso central (SNC) pelo BHV-5 se caracteriza
histologicamente pelo desenvolvimento de meningoencefalite ndo supurativa com
necrose do cortex cerebral (Hall et al., 1966; Riet-Correa et al., 1989; Riet-Correa et
al., 1996, Salvador et al., 1998; Elias et al., 2004). Corpusculos de inclusdo
intranucleares podem ser encontrados em astrocitos e neuronios (Johnston et al., 1962,
Gardiner & Nairn, 1964, Weiblen et al., 1989, Riet-Correa et al., 1989, D’Offay et al.,
1993, Salvador et al., 1998, Elias et al., 2004).

De modo geral, ¢ descrita a presenca de manguitos perivasculares com
variado numero de camadas de células mononucleares nas meninges ¢ em diversas
areas do SNC, gliose focal ou difusa, edema perivascular e perineuronal (Johnston
et al., 1962, Riet-Correa et al., 1989, Riet-Correa e Schild, 1995). Segundo Gardiner e
Nairn (1964), Riet Correa et al. (1989), as lesdes inflamatérias podem variar de
moderadas a acentuadas e sdo mais evidentes no cortex cerebral. Na capsula interna,
talamos e tubérculos quadrigémeos, estas lesdes sdo menos evidentes e no cerebelo,

ponte e medula oblonga, as alteragdes sdo discretas.

2.7. IMUNOLOGIA

As discussdes sobre o papel da imunidade humoral e imunidade mediada por
células nas infec¢des por herpesvirus tém sido relatadas desde a década de 70 (Gibbs
& Rweyemamu, 1977). A imunidade mediada por células ¢ efetivamente de maior
importancia para o desenvolvimento de uma resposta protetora precoce ao BHV-1 e ao
BHV-5 (Feldens, 2000). Fenner et al. (1993a), relataram que s@o trés os principais
mecanismos de resposta as infecgdes virais: destrui¢do de células infectadas, producao
de interferons e neutralizacdo da infectividade da progénie de virus produzida durante

0 processo infeccioso.
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O principal mecanismo de imunidade especifica contra infec¢des virais
estabelecidas ¢ desempenhado por linfocitos T citotoxicos (LTC) que apresentam
marcadores CD8+. Os LTC CDS8+ reconhecem antigenos virais processados no
interior das células em associagdio com moléculas do complexo de
histocompatibilidade principal classe I (MHC-I), presentes em todos os tipos de
células nucleadas. Os LTC induzem a lise das células infectadas pelo virus,
estimulando enzimas intracelulares que degradam o genoma viral, bem como a
secrecdo de citocinas com atividade de interferon (IFN) (Abbas et al., 1994). O
mecanismo citotoxico dos LTC ¢ desencadeado pelo contato do complexo receptor de
células T (RCT) desta célula com o MHC da célula alvo. Este reconhecimento leva a
emissdo de sinais transmembrana que ativam uma variedade de fungdes da célula T.
Ocorre a adesdo entre as 2 células, com a degranulacdo do LTC, sendo a perforina
liberada no meio extracelular. Na presenga de ions Ca ', a perfurina sofre
polimerizacdo e se insere na membrana plasmatica da célula alvo, causando um
desequilibrio hidroeletrolitico que leva a lise celular.

Outro mecanismo de lise por LTC envolve a fragmenta¢do do DNA, mediada
por endonucleases, levando a apoptose (Scroferneker et al., 1996).

O mais potente sinal natural para a producdo de IFN sdo as secrecdes virais.
A infecgao viral estimula diretamente a producdo de IFNa pelas células infectadas,
sendo 0 mais potente sinal para a sintese de citocinas. O IFNa possui trés atividades
principais: induzir as células adjacentes a um estado antiviral pela resisténcia a
infeccdo viral e inibicdo da replicagdo viral, ativar o potencial litico das células
“Natural Killer” (NK) e aumentar a expressdo de moléculas da classe I do MHC nas
células infectadas por virus (Abbas et al., 1994).

Na imunidade humoral, a resposta primaria € caracterizada pela formacao de
anticorpos das classes IgM e IgG, que sdo detectados aos 7 ou 8 dias apos a infecgao.
A subclasse de IgG predominante ¢ a IgG1, sendo que anticorpos IgG2 sdo também
formados em baixa concentragdo. Na resposta secundaria, em animais com sinais
clinicos de rinotraqueite, sdo identificados somente anticorpos da classe IgG. Animais
onde se induz aborto, apresentam também uma elevacao de IgM (Feldens, 2000).

Em secrecOes nasais e genitais, foi detectada atividade nleutralizante
localmente com o surgimento de anticorpos de duas subclasses: IgA secretora (IgAs) e
IgG. A atividade da IgA parece estar restrita & parte superior do trato respiratorio

(Wyleretal., 1989) e a IgG predomina na traquéia e pulmdes (Wilkie, 1982).
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A producdo de anticorpos neutralizantes contra o BHV-1 pode ser detectada
entre 8§ a 12 dias pos infeccdo, podendo persistir por até 5 anos (Guy e Potgieter,
1985). Kahrs (1977) relatou que os anticorpos adquiridos pelo colostro podem ser
medidos nos soros de terneiros de at¢ 1 més de vida, pois seus niveis diminuem
rapidamente devido a rapida degradacdo metabdlica. Entretanto, a persisténcia desta
imunidade varia de terneiro para terneiro, € em alguns casos os anticorpos passivos

foram detectados até os 4 a 6 meses de idade (Gibbs ¢ Rweyemamu, 1977).

2.8. EPIDEMIOLOGIA DO BHV-1

Bovinos de todas as idades sdo suscetiveis em infecgdes experimentais
(Blood et al., 1979) mas, em condigdes naturais, 0os animais jovens s3ao mais
suscetiveis  (Kahrs, 1977; Schudel et al., 1986). A doenca geralmente ocorre em
bovinos jovens, preferencialmente confinados, nas estagcdes de outono e inverno
(Gustafson, 1981; Schudel et al., 1986). Embora animais com idade superior a 6
meses sejam mais comumente afetados, pois refletem a idade em que ocorre maior
estresse em fungdo da movimentacdo de animais (Gustafson, 1981), quando
acometidos antes dos 6 meses, desenvolvem doenca mais severa (Kahrs, 1977). Surtos
da doenga podem aparecer quando animais portadores sdo colocados em rebanhos
suscetiveis (Gibbs e Rweyemamu, 1977; Gustafson, 1981; Blood et al., 1979). Nao
existem diferencas de suscetibilidade ao virus de IBR/IPV, no que se refere a sexo e
raca, mas provavelmente ha quanto ao tamanho da exploragdo e tipo de manejo aos
quais os animais sao submetidos (Kahrs, 1977).

Segundo Kahrs (1977), o periodo de incubagdo varia de 2 a 6 dias, enquanto
relatos de Gustafson (1981) salientam o aparecimento da doenca de 10 dias a varias
semanas apos animais de diferentes origens haverem sido transportados juntos.

A doenca, em sua forma venérea, ¢ regularmente transmitida durante o coito
ou inseminagao artificial. Desta forma pode persistir por longos periodos em rebanhos
servidos por touros ou sémen infectados (Gustafson, 1981). Na Europa, a difusdo da
forma genital tem sido associada com o uso de inseminacdo artificial, tendo em vista o
isolamento do virus no sémen (Gustafson, 1981; Majewska et al., 1980).

Devido a evidéncia de maior concentragdo do virus no trato respiratorio, o

exsudato nasal e perdigotos eliminados pela tosse devem ser considerados a principal



17

fonte de infeccao (Blood et al., 1979), além de secregdes oculares e genital (Kahrs,
1977). A infecgdo se perpetua na populagido bovina pelo contato direto entre animais
infectados e suscetiveis e por infeccoes subclinicas e infecgdes latentes que
ocasionalmente sdo reativadas, acompanhadas de eliminagdo de virus (Kahrs, 1977).
Apos infec¢ao natural ou uso de vacina atenuada, o virus pode permanecer de forma
latente indefinidamente (Blood et al., 1979).

Animais de todas as idades podem apresentar titulos de anticorpos contra
BHV-1, mas alguns autores t€ém comprovado através de inquéritos soroldgicos que
animais adultos, geralmente com mais de 20 meses de idade, apresentam-se
soropositivos com maior frequéncia (Jessett & Rampton, 1975; Mintzel et al.,

1986; Durham e Hassard, 1991).

2.9. EPIDEMIOLOGIA DO BHV-5

O BHV-5 afeta bovinos, os quais figuram como a principal fonte de infeccao
e disseminacdo da doenca nos rebanhos. A disseminacdo da doenca através de outras
espécies (ovinos, caprinos) ou do proprio homem, ou ainda através do ar, ¢ possivel,
embora nao apresentem importancia epidemiologica significativa
(Salvador, 1997). A disseminagdo viral ocorre principalmente por aerossois e
secrecOes corporeas, conforme Weiblen (1996a), embora outros autores afirmem que
apenas o contato intimo entre mucosas tenha importidncia epidemiologica
(Salvador, 1997).

A manuten¢do do virus no rebanho depende da efetividade dos mecanismos
de transmissao e, principalmente, da presenga de hospedeiros suscetiveis. Animais in
utero ou recém-nascidos podem infectar-se, embora filhos de vacas imunizadas sejam
considerados suscetiveis a partir de 10 semanas de idade (Hill et al., 1984).
Inicialmente, todos os animais que ndo tiveram contato com o herpesvirus sdo
suscetiveis. Num rebanho endémico, a faixa etaria mais afetada é de animais de até 6
meses de idade, periodo no qual ocorre a perda da imunidade colostral. Porém,
animais de qualquer idade, introduzidos no rebanho, também sao suscetiveis (George,
1991; Smith, 1996). Nestes rebanhos endémicos, o virus pode estabelecer uma
infecgdo inaparente, caracterizada pela sua laténcia nos ganglios trigémeos. Condic¢des

de estresse podem reativar o ciclo de replicacdo viral, fazendo com que o animal volte
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a ser capaz de excretd-lo. Desta maneira, surtos esporadicos da doenga comumente
ocorrem em rebanhos endémicos (Salvador, 1997).

Estudos sobre suscetibilidade racial ndo foram encontrados. As condigoes de
criagdo parecem influenciar, uma vez que em rebanhos de criacdo intensiva e onde
aglomeram-se animais de diferentes origens, surtos da doenca sdo mais comuns
(George, 1991).

Sao reportadas taxas entre 15 e 50% de morbidade, com indices de letalidade
proximos de 100% (Johnston et al., 1962; Gardiner & Nairn, 1964; Carrillo et al.,
1983; Hill et al., 1984).

A forma sistémica do herpesvirus acomete principalmente animais de 1 a 6
semanas de idade, em regime de confinamento e onde aglomeram-se animais de

diferentes origens (Reed et al., 1973).

2.10. SITUAGAO NO MUNDO

2.10.1. BHV-1

O BHV-1 apresenta distribuicdo mundial (Kahrs, 1977; Gustafson, 1981;
Porterfield, 1989, Weiblen et al., 1992b) sendo reconhecido como responsavel por
severas perdas econOmicas em rebanhos de corte e de leite (Smith et al., 1995, Van
Oirschot, 1998).

Na América do Sul, estudos sobre prevaléncia de BHV-1, tém revelado uma
distribuicdo variada do agente (13-68%) empregando-se diferentes métodos
sorologicos (Roehe et al., 1998).

Na Argentina, em estudos soroepidemioldgicos realizados em varias regides
do pais, determinou-se que 100% das propriedades possuiam animais SOropositivos,
com prevaléncia entre 32,3% e 56,7% (Odeon, 1998). Galarza & Periolo (1983)
realizaram na provincia de Formosa, inquérito sorologico para BHV-1 em 2.140
amostras, revelando pela imunofluorescéncia indireta prevaléncia de 48,13%. Fort et
al. (1996), na provincia de La Pampa, utilizando a técnica de ELISA estudaram a
prevaléncia de BHV-1 em animais menores de 1 ano, de 1 a 2 anos e maiores de 2

anos, encontrando respectivamente em 1.930 amostras, 17%, 30% e 68% positivas. As
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prevaléncias por categoria foram de 15%, 35% e 75% utilizando o0 mesmo niimero de
amostras.

No Chile, Hochstein-Mintzel et al. (1986), analisaram 21 rebanhos bovinos
pela técnica de soroneutralizacdo, encontrando 47,2% (714/1512) de amostras
positivas ao BHV-1. Riedemann et al. (1996) examinaram 2.864 amostras pela mesma
técnica, encontrando prevaléncia de 41,0%.

No Peru, Andrade et al. (1967) estudaram a prevaléncia de BHV-1 em varias
regioes, através da técnica de soroneutralizagdo, detectando 4,39% (35) de amostras
reagentes de um total de 797 amostras. Fondevila et al. (1981) pesquisaram em 2.380
amostras de soro sanguineo provenientes de 119 rebanhos de diversas regides,
anticorpos contra BHV-1 através da técnica de soroneutralizacdo. Foi observado que
em todos os rebanhos haviam animais infectados, com prevaléncia de 43,3% para
animais com idade inferior a 2 anos e de 54,3% para animais com idade superior a 2
anos.

Na Colombia, os levantamentos soroldgicos do BHV-1 em bovinos revelam
uma distribui¢do varidvel segundo a regido do pais, com valores de 13% a 16,6%
(Zuiiiga et al., 1978) e 50% (Griffith et al., 1982).

Na América do Norte, as infecgcdes pelo BHV-1 sdo freqiientes e muito
prevalentes. A forma predominante da doenga envolve o trato respiratdrio e infecgdes
uterinas, enquanto que as formas genitais, comumente descritas na Europa, sdo raras
na América do Norte. As formas encefilicas, geralmente vistas na América do Sul,
sdo esporadicas na América do Norte e Europa (Osorio, 1998).

Em paises da Comunidade Européia, as infeccdes pelo BHV-1 apresentam
prevaléncia variada. Em alguns paises estd em processo de erradicagdo, enquanto
outros apresentam prevaléncias entre 20 ¢ 90% (Van Oirschot et al., 1996). Austria,
Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suécia ¢ Suica sdo paises considerados livres de
BHV-1 (Van Oirschot, 1998)

Na Holanda e Bélgica, 60-90% dos rebanhos parecem conter ao menos alguns
bovinos infectados. Na Holanda aproximadamente 50% dos bovinos adultos sdo
soropositivos ao BHV-1 (Van Oirschot, 1998). J4& Van Wuijckhuise et al. (1998), na
Holanda, testou amostras de leite para a presenca de anticorpos contra BHV-1 pela
técnica de ELISA, onde encontrou 84% dos rebanhos positivos para BHV-1.

O grau de infeccdo em muitos outros paises Europeus ¢ baixo. Na Franca

somente 20% dos rebanhos parecem estar infectados; na Alemanha isto ja variou entre
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30-50%, e na Inglaterra estima-se que 50% dos rebanhos estejam infectados (Van
Oirschot, 1998).

No periodo de 1979 a 1990 foram realizados testes sorologicos em 2
laboratorios na Italia para evidenciar anticorpos contra o BHV-1 nas amostras de soro
de 25.129 animais. Essas amostras foram coletadas de animais pertencentes a 1.345
propriedades do pais que apresentavam a infertilidade como um problema endémico.
Foram detectados anticorpos em 65% das propriedades e 49% dos animais em cada

ano estudado, por meio da técnica de soroneutralizacdo (Cavirani et al., 1992).

2.10.2. BHV-5

A real prevaléncia do BHV-5 ainda ndo estd esclarecida no mundo (Van
Oirschot, 1998, Osorio, 1998). Intimeros surtos de meningoencefalite t€ém sido
reportados em paises do Hemisfério Sul, associados a ocorréncia de BHV-5 (Studdert,
1989, Heinlein et al., 1993, Salvador et al., 1998).

Em paises do Hemisfério Norte, a baixa prevaléncia de encefalites parece
estar relacionada aos programas de vacinacao contra BHV-1. Assim, devido as reagoes
de protegdo cruzada entre BHV-1 e BHV-5, a prevaléncia de BHV-5 pode estar sendo
mascarada por estratégias para o controle de BHV-1 (Belknap et al., 1994,
Cascio et al., 1999).

2.11. SITUACAO NO BRASIL

2.11.1. BHV-1

O primeiro isolamento no Brasil foi realizado por Alice (1978), no Estado da
Bahia, a partir de pustulas de vaginas de vacas. No mesmo ano, Muller et al. (1978),
no Estado de Sao Paulo, isolaram e identificaram o BHV-1 a partir de rim de feto
bovino colhido em matadouro. Em 1979, no mesmo Estado, Muller et al. (1979)
isolaram o virus a partir de swabes vaginais, pustulas nasais e figado, de material
proveniente de um surto da doenga. Galvao (1985) isolou 0 BHV-1 de 51% das 162

amostras proveniente de 315 animais de Minas Gerais, utilizando muco cérvico-



21

vaginal, raspados vaginais e prepuciais. Nogueira et al. (1986) diagnosticou um surto
de IBR/IPV no Rio de Janeiro, com isolamento do virus a partir de um surto de doenca
respiratoria e reprodutiva em 22 vacas leiteiras.

Na Bahia, Galvao et al. (1963) efetuaram o primeiro levantamento soroldogico,
detectando 34,49% de 458 amostras positivas a soroneutralizacao. Ribeiro et al. (1982)
verificaram pelo mesmo método, que 74% de 2.057 amostras de soro bovino foram
reagentes.

No Estado de Sao Paulo, Muller et al. (1981) avaliaram 384 amostras de soro
sanguineo de bovinos, através das reacdes de soroneutralizagdo em tubo,
demonstrando prevaléncia de 42,18%. Apesar de ndo haver uma distribui¢do uniforme
e da pequena amostragem utilizada, concluiu que o virus esta presente no rebanho
paulista.

No Parana, municipio de Palotina, Barros Filho et al. (1997), avaliaram a
ocorréncia de bovinos soropositivos ao BHV-1, encontrando 27,1% (65) de animais
reagentes a soroneutralizacdo de um total de 240 animais e 66,7% (16) das 24
propriedades com animais infectados.

Dados da Secdo de Febre Aftosa, do Instituto Biologico de Sdo Paulo,
referentes ao periodo de 1988 a 1997, demonstraram 37% (11.162) de amostras
soropositivas de um total de 30.151 amostras, provenientes de rebanhos com
problemas reprodutivos dos Estados de Santa Catarina, Parand, Sdo Paulo, Minas
Gerais, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Distrito Federal,
Alagoas e Ceara (Del Fava e Pituco, 1998).

Alguns autores realizaram avaliagdo sorologica em touros de centrais de
inseminacgao artificial no Brasil, demostrando elevada prevaléncia de soropositivos ao
BHV-1. Pituco (1988), em centrais de inseminag¢do de Sao Paulo, Minas Gerais e Rio
Grande do Sul, verificou 72,5% (95) de animais soropositivos de um total de 131
animais, pela técnica de soroneutralizagdo. Rocha et al. (1994), em uma central de
inseminacao artificial, utilizando a mesma técnica, encontraram 63,15% (36) de
amostras positivas de um total de 57 amostras. A Secdo de Febre Aftosa, do Instituto
Biologico de Sao Paulo (1988) diagnosticou, no periodo de janeiro de 1997 a fevereiro
de 1998, 517 soros de touros, sendo 59,9% (310) de amostras positivas (Del Fava e
Pituco, 1998).
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Em um levantamento sorologico realizado no periodo de 1988 a 1992,
Pituco et al. (1993) utilizando a técnica de soroneutralizacdo, evidenciaram diferentes
percentagens de positivos em varios Estados brasileiros. Os resultados demonstram
que, no periodo estudado, em Sao Paulo, 1.296 de 2.967 (43,6%) apresentaram
anticorpos contra BHV-1; no Parana 96 de 489 (19,7%); em Minas Gerais 113 de
210 (53,8%); no Rio Grande do Sul 66 de 94 (70,2%); no Mato Grosso do Sul 38 de
71 (53,5%); no Rio de Janeiro 31 de 49 (63,2%); na Bahia 17 de 20 (85%) e em Santa
Catarina 0 de 10 (0%). Este levantamento permitiu conhecer-se a real ocorréncia desta
enfermidade nas diferentes regides do pais.

No Rio Grande do Sul, o virus foi isolado pela primeira vez em 1990 a partir
de suabe prepucial e do sémen de touros de uma central de inseminacao artificial, os
quais apresentavam hiperemia, pequenas erupgdes e exsudato mucopurulento na
mucosa peniana (Weiblen et al., 1991). Embora ndo haja uma explicagdo definitiva da
forma como ocorreu a transmissdo deste virus, os sinais clinicos foram observados
aproximadamente 30 dias apdés a introducdo de novos touros na estacdo
(Weiblen et al., 1991). Tém sido diagnosticados no Estado surtos de IBR (Riet-Correa
et al., 1989), balanopostite (Weiblen et al., 1991; 1992b) e vulvovaginite pustular
infecciosa (Canabarro et al., 1993).

Em fevereiro de 1993, no municipio de Pinhal Grande, no Rio Grande do Sul
(RS), foi descrito um surto de uma enfermidade caracterizada por lesdes vulvares,
repeticdo de cio e infertilidade. Suabes vaginais de 20 animais afetados foram
coletados em 5 propriedades da regido e processados em laboratorio, sendo isolado o
BHV-1 de 4 amostras. A provavel causa da introducdo do BHV-1 na propriedade foi a
utilizacdo de um touro durante a estacdo de monta, motivada pela auséncia do servigo
de inseminacdo artificial naquele periodo (Lovato et al., 1995a).

No ano de 1996 o BHV-1 foi novamente isolado de animais apresentando
sinais clinicos de IBR. Este caso ocorreu no municipio de Sdo Borja, onde 30
novilhas de um mesmo rebanho apresentaram descarga nasal e dificuldade
respiratoria. Foram coletados suabes de 8 animais e o virus foi isolado de uma
amostra (Lovato, 1998).

A frequéncia de anticorpos contra 0 BHV-1 no RS indica que o virus esta
bastante difundido (Ravazzolo et al., 1989; Lovato et al., 1995a). Wizigmann et al.
(1972), analisando amostras de soro sanguineo de 229 bovinos de 11 municipios,

encontraram frequéncia de 33% reagentes a soroneutralizagdo para o BHV-I.
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Ravazzolo et al. (1989), demonstraram a evidéncia do BHV-1 em 19 municipios do
Rio Grande do Sul, através de um estudo onde foram examinadas 526 amostras de
soro bovino através da técnica de soroneutralizacdo em microplaca. No referido
estudo, foram detectados 81,75% de animais sorologicamente positivos, o que sugere
uma ampla distribuicdo da doenca no Estado.

Estima-se que cerca de 10% da populagdo bovina do Rio Grande do Sul, ou
seja, aproximadamente 1.2 milhdes de cabecas, ja teve contato com o0 BHV-1 (Rosa et
al., 1992).

De Stefano et al. (1993) utilizando amostras de soro do municipio de Ibiruba
(RS), obteve 17,2% de amostras positivas de um total de 448 amostras testadas. As
amostras foram coletadas em 16 propriedades da regido e para determinagdo dos
titulos de anticorpos contra o BHV-1 foi utilizada a prova de soroneutralizacao.

Quincozes et al. (2003), fizeram um levantamento de 2.314 amostras de soro
bovino, no periodo de janeiro de 1987 a setembro de 2003, visando detectar anticorpos
contra 0 BHV. Os rebanhos pertenciam a 132 propriedades de 17 municipios do sul do
RS, e apresentavam distarbios reprodutivos. Os anticorpos foram testados pelo teste de
soroneutralizagdo, em células Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), frente a 100
doses infectantes (DI) 50% da amostra de virus padrao Los Angeles. Foram detectados
34,6% (800) de amostras positivas ao BHV, com 77,2% (102) propriedades
diagnosticadas positivas ao BHV.

Embora os casos clinicos descritos no Rio Grande do Sul estejam
relacionados com a encefalite, ¢ possivel que as outras formas também apresentem
incidéncia elevada, porém a sintomatologia mais branda possivelmente dificulte a
identificacdo dos surtos (Riet-Correa et al., 1996).

Sorologia realizada em 7.956 animais do rebanho bovino leiteiro do Estado
do Rio Grande do Sul demonstrou uma prevaléncia de 18,8% de amostras positivas ao
BHV-1, 54,5% (371) das 684 propriedades com animais infectados e 91,9% (91) dos
99 municipios com pelo menos um animal positivo. (Lovato et al., 1995a). As
amostras de soro utilizadas no inquérito soroldgico citado acima foram coletadas em
99 municipios das 9 bacias leiteiras do Estado do Rio Grande do Sul no periodo de
1990 a 1993. Esta prevaléncia foi considerada baixa, quando comparada a outros
trabalhos realizados no pais. Vidor et al. (1995) relataram a presenca de anticorpos
neutralizantes para o BHV-1 em 31,9% (747) de um total de 2.341 soros examinados,

provenientes de rebanhos de gado de corte com historia de doenga reprodutiva. Krahl
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et al. (1997), utilizando a técnica de soroneutralizagdo, encontraram 29,3% (534) de
animais positivos, de um total de 1.823 animais e 61,5% das 265 propriedades
examinadas com, pelo menos, um animal positivo ao BHV-1. Entretanto, a concluséo
final desses trabalhos ¢ a mesma: de que o BHV-1 encontra-se disseminado no

rebanho bovino de varios Estados brasileiros.

2.11.2. BHV-5

O diagnostico de surto de encefalite por BHV-5 tem sido descrito no Estado
do Rio Grande do Sul (Riet-Correa et al. 1996).

Weiblen et al. (1989) descreveram um caso de encefalite em 1 terneiro com
menos de 1 més de idade, no qual o diagnostico baseou-se nas lesdes histoldgicas e no
isolamento viral. Em outro caso, em um bezerro de 3 meses de idade, o diagndstico
baseou-se nos achados histoldgicos e sintomatologia caracteristicas.

Riet-Correa et al. (1989) relataram 2 surtos da doenca. No primeiro surto,
ocorrido no municipio de Rio Grande, em um rebanho de 40 bezerros de
aproximadamente 1 més de idade, 12 apresentaram sinais clinicos, 9 morreram e 3
sobreviveram. Dos 3 sobreviventes, 2 ficaram com sinais clinicos cronicos
evidenciada por impossibilidade de mamar, sendo alimentados artificialmente. O
segundo relato consistiu de um caso esporadico da doenca, onde apenas um animal, de
12 dias de idade, adoeceu e morreu em 3 dias. Nestes relatos a encefalite foi associada
a forma sistémica do herpesvirus em animais jovens. Vasconcelos et al. (1993)
relataram um caso esporadico em um bovino, fémea, 2,5 anos de idade, com 6 dias de
evolucdo. O diagnodstico baseou-se na histopatologia e a presenga do virus foi
constatada por microscopia eletronica.

Em 1993, no municipio de Capao do Ledo, foi diagnosticado um surto de
BHV-5. Em um lote de 237 novilhos, de aproximadamente 1,5 anos de idade, 5
animais morreram espontaneamente, 3 foram sacrificados e necropsiados e 3 foram
abatidos. O surto ocorreu 30 dias apos a data na qual os animais tinham sido
transportados do municipio de Santa Vitéria do Palmar para o municipio de Capao do
Ledo. Os autores sugerem que o estresse pode ter atuado como fator de reativacdo de

uma infec¢do latente pelo BHV-5 (Schild et al., 1994).
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No ano de 1994, foi diagnosticado um surto de encefalite por BHV-5 em uma
propriedade no municipio de Santa Vitoria do Palmar. De um grupo de 406 bezerros
de 7 e 8 meses de idade, recém desmamados, 27 adoeceram e 21 morreram. Foi
realizado diagnostico histologico e isolamento viral em cultivo celular. Os autores
sugerem que o surto ocorreu em conseqiiéncia do estresse do desmame (Riet-Correa ¢
Schild, 1995). O BHV-5 foi também isolado de um surto de meningoencefalite,
envolvendo 8 animais de 2 meses de idade, no municipio de Sao Martinho da
Serra, RS, em 1993 (Weiblen et al., 1996b).

Recentemente, a enfermidade tem sido detectada com freqiiéncia acentuada
no Estado do Mato Grosso do Sul, afetando animais numa ampla faixa etaria entre 6 e
60 meses (Salvador et al., 1998).

A prevaléncia de infecgdes causadas pelo BHV-5 ainda é desconhecida,
essencialmente porque ainda ndo existem testes capazes de diferenciar com praticidade
as infec¢des por BHV -5 daquelas causadas pelo BHV -1 (Roehe et al., 1998). Por essa
razao, grande parte dos animais identificados como positivos para o BHV-1 podem, na

realidade, ser soropositivos para BHV-5.

2.12. DIAGNOSTICO

O diagnostico viroldgico de infeccdes por BHV-1 e BHV-5 ¢ realizado
através da identificacdo de antigenos virais sobre secrecdes ou tecidos de animais
infectados, do isolamento do virus em cultivos celulares ou, ainda, através de métodos
moleculares de diagnodstico (Roehe et al., 1997b).

O isolamento viral ¢ a técnica padrao para a deteccio de BHV-1 e BHV-5
(Roehe et al., 1997b). Para sua execugdo, suspensdes de tecidos ou secregdes sdo
colocadas sobre cultivos de células, os quais podem ser cultivos primarios ou
linhagens celulares continuas. Apds um periodo de incubagdo variavel (1 a 5 dias), a
presenca de virus ¢ detectada pelo efeito citopatico (ECP) caracteristico
(arredondamento celular, vacuolizacdo, agrupamento das células e desprendimento do
tapete celular) causado no cultivo celular (Weiblen et al., 1992b). Neste momento, o
isolamento viral pode ser confirmado. No isolamento viral em cultivo celular ndo ¢
possivel a caracterizagdo do herpesvirus como tipo 5, uma vez que a metodologia

empregada ¢ a mesma para o isolamento do BHV-1 (Roehe, 1996). O diagnostico,
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buscando a identificacdo dos herpesvirus, pode ser obtido através das provas de
imunofluorescéncia direta (ID) ou imunoperoxidase (IPX). Estes testes dependem
essencialmente do tipo de anticorpos empregados para a deteccdo do antigeno. Se
realizados com soros policlonais, provavelmente serdo incapazes de diferenciar entre
amostras de BHV-1 e BHV-5. Entretanto, se realizados com anticorpos monoclonais
tipo-especificos, poderdo ser capazes de diferenciar estes virus (Roehe et al., 1997a).
O virus ¢ excretado nas secregdes nasais de 10 a 11 dias apos a infecgdo, periodo
correspondente ao tempo de incubagdo e inicio dos sinais clinicos da doenca (Bagust
& Clark, 1972).

Com relagdo a sorologia para a detec¢do de anticorpos contra o BHV-5, os
testes empregados sdo os mesmos para BHV-1 (Riet-Correa et al.,1996). As técnicas
mais utilizadas incluem a soroneutralizagdo e¢ o ensaio imuno-enzimatico (ELISA).
Outras técnicas como a hemaglutinagdo passiva, gel difusdo e fixacdo de complemento
sdo citados, embora menos utilizados na rotina de laboratdrio (Roehe, 1996).

Outras doengas que cursam com sintomatologia nervosa devem ser
consideradas no diagnostico diferencial da encefalite por BHV-5, como a raiva, a
pseudoraiva, polioencefalomalécia, intoxicagdo por chumbo, intoxica¢do por sal,

hipomagnesemia e trauma (George, 1991).

2.12.1. DIAGNOSTICO HISTOPATOLOGICO

Durante a replicagdo do virus sdo formados corpusculos de inclusdo
intranucleares caracteristicos de infecgcdes por herpesvirus, sendo eventualmente
encontrados em tecidos de animais infectados (Pastoret et al., 1982). Inclusdes virais
intranucleares sdo ocasionalmente encontradas em biopsias de células vaginais, mas
ndo em células presentes em descargas nasais de animais com IBR (Crandell et al.,
1959). As inclusdes sdo transitérias, portanto, o seu uso para diagndstico
histopatologico ¢ de valor limitado.

Em animais com meningoencefalite, sdo descritas areas de lesdes como
leptomeningite e encefalite difusas, ndo purulentas, associadas a presenga de inclusdes
intranucleares em astrocitos e neurdnios. As lesdes inflamatorias caracterizam se por
infiltrados perivasculares constituidos principalmente por macrofagos e linfocitos

(Johnston et al., 1962; Bagust & Clark, 1972; Salvador et al., 1998). As lesoes
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inflamatorias associadas a areas de necrose do cortex cerebral sdo freqiientemente
citadas por varios autores, mas o diagnodstico histopatoldgico somente ¢ considerado
conclusivo na presenca de corpusculos de inclusdo intranucleares em astrocitos
e neurénios (Riet-Correa et al., 1989).

Em casos de meningoencefalite secundaria a forma sistémica, além das lesdes
no sistema nervoso central, sdo encontradas lesdes na mucosa da lingua, esofago e
ramen, hepatite intersticial e broncopneumonia necrosante supurativa (Belknap et al.,

1994).

2.12.2. DIAGNOSTICO SOROLOGICO

O teste soroldgico padrio para a deteccdo de anticorpos anti-BHV ¢ a prova
de soroneutralizacao (SN) (House & Baker, 1971, Gibbs & Rweyemamu, 1977, Cho ¢
Bohac, 1985, Teixeira et al., 1998). O teste ¢ confidavel e especifico. Os animais
positivos apresentam titulos médios entre 8 e 64. Ocasionalmente sdo obtidos titulos
mais altos e alguns animais parecem desenvolver titulos muito baixos ou ndo
detectaveis (Gibbs & Rweyemamu, 1977).

Em qualquer uma das formas da doenga, a coleta pareada de soro (no inicio
do quadro clinico e ap6s duas a quatro semanas) dos animais pode auxiliar o
diagnostico (Schild et al., 1994).

O primeiro pesquisador a demonstrar a utilizacdo da técnica de
soroneutralizagdo em microplacas para o virus da IBR foi Black, em 1970. O autor
apresentou como vantagens um grande ganho de tempo, menor trabalho e custos para
o teste, quando comparados & forma antiga de utilizagdo de tubos de vidro contendo
cultivo celular.

A maioria dos laboratorios de diagnostico viroldgico veterinario utilizam a
SN, isolada ou juntamente com outros ensaios (Ravazzolo et al., 1989, Weiblen et al.,
1992b, De Stefano et al., 1993, Lovato et al., 1995a, Vidor et al., 1995).

Atualmente os testes imunoenzimaticos t€m sido empregados no diagnostico
sorologico de infeccdes pelo herpesvirus bovino, devido a sua sensibilidade e sua
rapidez de execucdo (Edwards & Gitao, 1987b, Osorio et al., 1989, Shen et al., 1991,
Graham et al., 1997, Anénimo, 1998).
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2.13. CONTROLE E PREVENCAO

Os principais fatores que vém contribuindo para a difusdo dessa enfermidade
sdo a introdugdo nos rebanhos de animais oriundos de leildes ou de importagdes, sem
exigéncias sanitarias necessarias para prevenir a infec¢do, a crescente utilizagao de
confinamentos para a engorda de animais, a ndo obrigatoriedade do controle
virolégico do s€men comercializado no Pais e, principalmente, a falta de informacao
dos criadores, das autoridades e veterindrios sobre estas viroses (Silva et al., 1998). A
presenca de animais portadores favorece a perpetuacdo do virus no rebanho, uma vez
que eles tém recorréncias da infec¢do eliminando o virus e, quando a percentagem de
vacas infectadas ¢é alta, elas infectam o rebanho jovem antes da idade reprodutiva
(Sheffy e Rodmann, 1973, Roche et al., 1997b).

Devido a isso, a infec¢do por herpesvirus bovino tem sido controlada e
prevenida através da combinacdo de uma variedade de praticas de manejo € com um
bom programa de vacinag@o (Donkersgoed & Babiuk, 1991).

O controle de um surto pode ser conseguido através de medidas de higiene e
isolamento dos animais enfermos, embora seu sucesso dependa da distribui¢do
geografica da enfermidade. Devido a possibilidade da infecgdo latente, todos os
animais soropositivos devem ser considerados potenciais fontes de infec¢do (Kahrs,
1977; Ackermann et al., 1982). Nos estagios iniciais de um surto, a vacinacao dos
animais expostos pode diminuir o numero de novos casos € ndo devem ser
introduzidos animais na propriedade (Donkersgoed & Babiuk, 1991). Os surtos
ocorrem mais freqiientemente em rebanhos nao vacinados, apds situacdes de estresse.
Isto acontece geralmente quando o virus origina-se de uma infeccdo latente e ¢é
disseminado a animais suscetiveis. Durante o surto, os animais doentes devem ser
isolados e tratados com antibidticos de largo espectro para prevenir
infeccdes secundarias (Fenner et al., 1993a).

A maior incidéncia da encefalite em rebanhos confinados sugere que a
densidade populacional ¢ um fator critico na disseminagdo viral. Portanto, a reducdo
da densidade populacional nestes rebanhos pode prevenir a transmissdo da doenca

entre os animais (George, 1991).
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Variadas formas de controle e erradicagdo foram propostas por diversos
pesquisadores. Na Europa, a utilizagdo de vacinas com marcadores genéticos,
juntamente com o manejo higiénico-sanitario adequado, vem alcangando resultados
positivos no que se refere ao controle desta virose (Van Oirschot et al., 1996).

No Brasil, o controle da enfermidade baseia-se principalmente na vacinagao
com vacinas convencionais, pois sdo essas as unicas disponiveis em nosso mercado. A
utilizacdo dessas vacinas objetiva, principalmente, reduzir os sinais da doenca apos
infec¢ao e desse modo diminuir o impacto econdmico das infecgdes pelo virus (Van

Oirschot et al., 1996).

2.14. DIARREIA VIRAL BOVINA

O virus da Diarréia Viral (ou Virica) Bovina/ Doenga das Mucosas, em inglés
denominado “Bovine Viral Diarrhea Virus/Mucosal Disease” (BVDV), ¢ um agente
infeccioso de distribuicdo mundial, presentemente classificado na familia Flaviviridae,
e incluido, juntamente com os virus da Peste Suina Classica (VPSC) e o “virus da
border disease” (VBD) ou “Doenga da Fronteira” dos ovinos, no género Pestivirus
(Francki et al., 1991).

O BVDV tem sido associado & uma série de sindromes em bovinos, que
variam desde infecgdes inaparentes at¢ uma enfermidade altamente fatal. Este virus
também ¢ reconhecido por sua capacidade de cruzar a barreira placentaria e induzir
sérias perdas reprodutivas, que podem variar desde infecgdes congénitas inaparentes
até perdas embrionarias, abortos, nascimento de animais fracos ou aparentemente
normais, porém persistentemente infectados e capazes de disseminar a infec¢do por
longos periodos (Van Oirschot, 1983).

Uma das importantes caracteristicas do BVDV ¢ a grande diversidade de
cepas (Paton, 1995, Hamers et al., 2000). Um aspecto observado desta diversidade ¢ a
diferenga na viruléncia entre cepas; de fato, enquanto muitas cepas sdo de baixa ou
moderada viruléncia, outras sdo hipervirulentas e associadas com sindromes
hemorréagicas de alta mortalidade. Estas surgiram na América do Norte no fim de 1980

(Corapi et al., 1989, Rebhun et al., 1989).
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O virus da BVD apresenta 2 biotipos baseados na sua replicagdo em cultura
de células: citopatogénico (CP) e o ndo citopatogénico (NCP) (Meyers e Thiel, 1996,
Fray et al., 2000). O NCP ¢é mais comumente isolado no campo; replicam em cultura
de células sem causar nenhum efeito citopatico (Baker, 1987), e podem atravessar a
placenta estabelecendo uma infec¢do persistente (Fray et al., 2000). Este biotipo ¢
responsavel pela circulagdo permanente do BVDV na populagdo bovina (Brownlie,
1990; Booth et al., 1995). Em contraste, o biotipo CP, que origina-se de mutacdes do
virus NCP (Corapi et al., 1988, Donis, 1995), produz efeito citopatico caracteristico,
que se traduz em vacuolizagdo citoplasmatica e morte celular (Gillespie et al., 1960,
Zhang et al., 1996) e ¢ incapaz de estabelecer infec¢do fetal persistente (Brownlie et
al., 1989).

Uma posterior classificagdo do virus BVD, baseado em diferencas
encontradas na seqiiéncia genética de uma regido do genoma, conhecida como regido
5’UTR, determinou a existéncia dos grupos 1 e 2, existindo diferencas a nivel
molecular e quanto a severidade dos sinais clinicos que produzem (Ridpath et al.,
1994). O genotipo 1 inclui isolados classicos de viruléncia baixa ou moderada, além
de cepas tradicionalmente usadas na pesquisa (ex: Oregon C24V, Osloss) enquanto o
genotipo 2 inclui ndo somente isolados de doencas severas na América do Norte, mas
também cepas de baixa viruléncia e isolados previamente classificados como

atipicos (Hamers et al., 2002).

2.15. PROPRIEDADES

2.15.1. MORFOLOGIA E ESTRUTURA

O BVDV mede de 40 a 60 nm de didmetro (Francki et al., 1991) e esta entre
os menores virus RNA envelopados que causam infecgdes em animais (Horzinek,
1981). O seu genoma ¢ constituido por um unico segmento de RNA, fita simples,
com aproximadamente 12,5 Kb de extensdo (Renard et al., 1985; Francki et al., 1991).
O acido nucléico possui polaridade positiva, utilizando quase todo seu genoma como
RNA mensageiro (Collett et al., 1988). O RNA estd protegido por um capsideo
icosaédrico (Horzinek, 1981), formado por proteinas até hoje ainda ndo

completamente caracterizadas. O capsideo ¢ envolto externamente por um envelope de
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constituicdo lipoprotéica, composto por uma bicamada lipidica derivada das
membranas celulares. Do envelope emergem projegoes de glicoproteinas em toda a

sua superficie, as quais sdo denominadas peplomeros (Fenner et al., 1993b).

2.15.2. CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS

Devido a constituicdo lipoprotéica de seu envelope, o virus € sensivel a
solventes organicos e detergentes (Fenner et al., 1993b). O virus também ¢
rapidamente inativado a 56°C, sendo sensivel a acidos (pH 3,0) e estivel em pH
alcalino (Andrewes et al., 1978b). Harkness & Duffel (1985) observaram que o virus
é sensivel a desinfetantes tais como fenol, aldeido e hipoclorito de sédio. E estavel a
baixas temperaturas, especialmente quando suspenso em meio contendo proteinas
(Andrewes, et al., 1978b). O virus preserva sua infectividade por alguns dias quando
mantido a 4°C, e durante anos quando estocado em temperaturas inferiores a -70°C

(Fenner et al., 1993b).

2.15.3. PROTEINAS

As proteinas do virus da diarréia viral bovina (BVDV) sdo derivadas de um
unico polipeptideo (Collett et al., 1988). Sao classificadas em proteinas precursoras,
que através de um processo seqilencial de clivagens originardo as proteinas maduras
do virus (Collett et al., 1991; Fenner et al., 1993b), e proteinas intermediarias, algumas
com funcdo enzimatica, as quais, na sua maioria, estdo envolvidas na transcricdo do
acido nucléico, regulacdo da multiplicagdo, processamento ou replicagdo viral (Fenner
et al.,, 1993b). Como exemplo, temos a proteina NS2-3, sendo considerada a mais
importante na replicacdo viral (Francki et al., 1991, Donis, 1995). Além disso, trés
provaveis glicoproteinas estruturais EO, E1 e E2 localizadas no envelope viral
(Collett et al., 1991; Donis, 1996). As proteinas estruturais exercem fungoes
importantes no revestimento protetor do acido nucléico viral e permitem sua saida da
célula infectada, bem como sua entrada em outras células (Donis, 1996). E importante
ressaltar que a producdo de NS3 esta correlacionada com a producdo de citopatologia

em culturas de células; tais isolados estdo classificados como biotipos citopaticos. Em
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contraste, muitos isolados do BVDV expressam somente a NS2-3 e ndo produzem
citopatologia, sendo classificados como ndo citopaticos (Donis, 1995, Donis &
Dubovi, 1987b).

As glicoproteinas EO e E2 sdo responsaveis pela adsor¢do do virus a
receptores especificos nas células (Corapi et al., 1988; Boulanger et al., 1991; Reddy
et al., 1995). A E2 ¢ a proteina indutora de anticorpos neutralizantes (Donis et al.,
1988; Bolin & Ridpath, 1989; 1990).

Os anticorpos monoclonais (AcMs) t€m sido amplamente utilizados como
ferramentas para estudo de amostra de BVDV. Painéis de AcMs tem permitido
determinar os perfis de reatividade do virus (Corapi et al., 1990b). O perfil de
reatividade permite caracterizar amostras isoladas de diferentes animais em surtos ou
rebanhos (Corapi et al., 1988). Os AcMs sfo especificos para um s6 determinante
antigénico de proteina viral e, permitem diferenciar varias cepas em um sistema viral
(Howard et al., 1987).

Estudos com AcMs demonstraram que isolados de BVDV possuem alto grau
de variagdo antigénica, na maior parte restrita a glicoproteinas do envelope; esta
variagdo estaria localizada nas EQ e E2, o que possivelmente indicaria a ocorréncia de
mutagdes (Corapi et al., 1988, 1990b). Estudos similares realizados no Rio Grande do
Sul (Flores et al., 2000b) frente a uma bateria de AcMs, demonstraram muita diferenca
a nivel de proteinas, entre as cepas Singer, NADL, Oregon c24v e varias cepas
isoladas no pais. Em outro estudo, Deregt et al.(1998) obtiveram AcMs que reagiram
com todas as amostras “classicas” e isolados testados, indicando que varias amostras
de BVDV possuem epitopos comuns, o que possibilita a utilizacdo de um “pool”

destes AcMs para a detecg@o do virus.

2.16. MULTIPLICACAO VIRAL

A adsorg¢ao celular dos pestivirus € lenta e depende do tipo de célula utilizada
(Horzinek, 1981; Watson et al., 1987; Roehe, 1991). A completa adsor¢do do BVDV
em células de testiculo de terneiro (TT) foi obtida somente ap6s 100 minutos (Roehe,
1991). Evidéncias sugerem que os virions entram na célula por endocitose mediada
pela fusdo das proteinas do envelope viral com os receptores da membrana celular

(Heinz et al., 1994). Os virions sdo posteriormente encontrados em vesiculas pré-
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lisossomais, onde a fusdo acido-catalizada da proteina do envelope viral com a
membrana endossomal possibilita liberacdo do nucleocapsideo no citoplasma
(Watson et al., 1987; Heinz et al., 1994).

Com a liberagdo do RNA no citoplasma, a replicagdo ocorre pela sintese da
fita complementar negativa, através da RNA polimerase-RNA dependente, a qual sera
utilizada como modelo para a produgdo de fitas positivas adicionais (Fenner et al.,
1993b). Este material genético podera ser utilizado para a traducao de polipeptideos
estruturais € ndo estruturais, sintese de novas fitas negativas, ou ser encapsulado
durante a formacdo do virion (Donis & Dubovi, 1987b). A traducdo do genoma viral
ocorre a partir de uma tnica grande fase de leitura ou “open reading frame” (ORF) que
se estende por quase todo o RNA, codificando 3988 aminoacidos na amostra NADL
(Collett et al., 1988). A ORF codifica uma tnica poliproteina seguindo a ordem predita
da seqiiéncia genomica que, apds um processo seqiliencial de clivagens, resulta nas
proteinas virais intermediarias e maduras (Collett et al., 1991).

Uma vez sintetizadas as proteinas estruturais, os virions sdo montados e
adquirem o envelope durante a maturagdo, provavelmente a partir das membranas do
reticulo endoplasmatico perinuclear (Westaway, 1987). Depois, sao liberados ao meio
extracelular, podendo ou ndo causar lise celular, dependendo das caracteristicas da
amostra (Fenner et al., 1993b). Os primeiros virions foram encontrados cerca de 8
horas poés-infecgdo, seguida por uma fase exponencial de cerca de 20 horas (Nuttall,

1980).

2.17. PATOGENIA E SINAIS CLINICOS

Para maior entendimento, a patogenia das infec¢des pelo BVDV sera dividida

em infecgOes pré-natais e infecgdes pos-natais.

2.17.1. INFECCOES PRE-NATAIS

A gestacdo € o periodo mais importante na infec¢do e disseminacdo do
BVDV (Casaro et al., 1971; Coria & McClurkin, 1978). O resultado da infec¢ao pré-
natal dependerd do periodo da gestacdo em que ela ocorre e o biotipo do virus

infectante (Osburn, 1989; Brownlie, 1990).
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A patogenia da infeccdo durante os primeiros 30 dias de gestacdo ainda ¢
incerta, a nivel de células germinativas e implantagdo embrionaria (Brownlie, 1990).
Nesta época, o estabelecimento da infecgdo persistente pode ocorrer, mas ¢
provavelmente um evento raro (Paton et al., 1990). Neste estagio inicial, poucos casos
de infecgdo transplacentaria ocorrem (Whitmore et al., 1978), provavelmente porque o
contato entre o epitélio maternal e o trofoblasto ndo ¢ suficientemente intimo
(Kendrick, 1976). Varios autores observaram que o BVDYV, neste periodo, pode causar
queda nos indices de concepgao, morte fetal ou reabsor¢ao embrionaria e infertilidade
temporaria (McClurkin et al., 1979; Whitmore et al., 1981; Grahn et al., 1984; Barlow
et al., 1986; Virakul et al., 1988; Paton et al., 1990; Houe et al., 1993).

A infeccdo com o BVDV no periodo entre 37 e 99 dias de gestagdo leva
freqlientemente ao aborto (Casaro et al.,, 1971; Meyling et al., 1987), mas também
pode causar mumificacdo fetal e nascimento de natimortos (Scott et al., 1973;
McClurkin et al., 1984; Brownlie et al., 1989). Mumificagcdes fetais t€m sido
ocasionalmente encontradas nas infec¢des induzidas até 107 dias de gestagao (Scott et
al., 1973). Outro resultado da infec¢ao fetal nos primeiros 100 a 125 dias da gestacdo,
¢ o nascimento de animais persistentemente infectados (PI) (Liess et al., 1984;
McClurkin et al., 1984; Brownlie et al., 1989).

Infec¢@o no periodo aproximado de 110 a 150 dias, podem resultarem em
malformagdes ou degeneragdes de Orgdos fetais (Casaro et al., 1971; Brown et al.,
1973; Done et al., 1980; Baker, 1987). Nesta fase da gestagdo, o SNC é um alvo
comum nas infecgdes pelo BVDV, podendo dar origem a lesdes cavitativas ou
anomalias anatdmicas que, dependendo de sua gravidade ou localizacdo, podem
ocasionar a morte ou aborto (Scott et al., 1973; Liess et al., 1984; Brownlie, 1990).

Aproximadamente apos os 150 dias de gestag@o o feto esta geralmente apto a
desenvolver uma resposta imunologica eficaz, sendo capaz de responder a infec¢do e
eventualmente eliminar completamente o virus. Ao exame do soro fetal (pré-
colostral), a presenca de anticorpos neutralizantes especificos pode ser a tUnica

alteragdo notavel no recém-nascido (Casaro et al., 1971; Brown et al., 1979).
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2.17.2. INFECCOES POS-NATAIS

Os animais adultos, afetados pelo BVDV CP ou NCP irdo desenvolver a
Diarréia Viral Bovina (BVD), caracterizada por um quadro sub-clinico,
ocasionalmente causando uma infeccdo aguda relativamente leve (Brownlie, 1985),
por amostras do BVDYV tipo 1 (Pellerin et al., 1994). Durante o curso da BVD ocorre
imunossupressdo, se manifestando por diminuicdo da produgdo de interferon
(Malmquist, 1968), e pela queda no nimero de neutrdfilos e linfocitos B e T
circulantes (Bolin et al., 1985d). Esta imunossupressdo pode ocasionar o aumento da
patogenicidade de agentes secundarios no trato respiratério e digestivo, como os da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), da Parainfluenza-3 (PI-3), de pneumonias
microfibrinopurulentas por Pasteurella hemolytica e diarréias por Salmonella spp,
Coronavirus ou Rotavirus (Baker, 1987).

As amostras de BVDV tipo 2 tém se caracterizado por uma alta
patogenicidade, estando associadas com taxas elevadas de mortalidade, chegando a
atingir 25% dos animais jovens (Rebhun et al., 1989; Pellerin et al., 1994). Estas
amostras, mais virulentas que as amostras classicas de BVDYV, induzem uma severa
imunodepressdo (Bolin & Ridpath, 1992), intensa trombocitopenia e hemorragias

generalizadas (Corapi et al., 1990a).

2.17.3. DOENCA DAS MUCOSAS

Os animais persistentemente infectados estdo sujeitos a desenvolver uma
sindrome usualmente fatal produzida pelo BVDV, denominada Doenca das Mucosas
(DM) (Liess et al., 1974). Esta ¢ uma enfermidade com manifestagdo severa que
acomete animais geralmente entre 6 ¢ 24 meses de idade, levando invariavelmente a
morte (Brownlie et al., 1984). A doenca ocorre quando um animal PI com o virus NCP
¢ superinfectado com o virus CP “homoélogo”. A estreita semelhanca antigénica dos
"pares" de amostras CP e NCP isoladas de casos de DM foi verificada pela
similaridade nos titulos neutralizantes produzidos pelos pares de amostras (Howard et
al., 1987), pela semelhanga nos pesos moleculares dos polipeptideos

imunoprecipitados (Pocock et al., 1987) e pelo perfil de reatividade antigénica (Corapi
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et al., 1988). Howard et al. (1987) e Corapi et al. (1988) supdem que a amostra CP de
surtos de DM tem origem por mutacdo do virus NCP no animal PI.

O surgimento do biotipo CP em casos de DM, tem sido explicado por dois
possiveis mecanismos. Um deles ¢ através de rearranjos dos genes responsaveis pela
proteina nao estrutural NS23, da qual se origina a NS3. O segundo ¢ pela insercao de
genes celulares no genoma viral (Meyers et al., 1991; Qi et al., 1992). Uma vez
originada a amostra CP, a partir do virus homoélogo NCP em um dos animais PI, a
transmissdo horizontal do virus CP para outros animais PI provocaria o
desencadeamento de surtos de DM dentro dos rebanhos (Meyers et al., 1990).

Outra possibilidade seria a superinfeccdo com o virus CP originado por
transmissdo horizontal. Experimentalmente, superinfeccdes com amostras CP
homoélogas foram produzidas em animais PI (Brownlie et al., 1984; Bolin et

al., 1985 a)

2.18. IMUNOLOGIA

2.18.1. IMUNOSUPRESSAO

Embora infecgdes agudas com BVDV ncp sejam muitas vezes assintomaticas
ou produzam somente sinais clinicos brandos, ha evidéncias que estes sinais resultem
em imunosupressdo aumentando a susceptibilidade a doencas (Edwards et al., 1986,
Wray e Roeder, 1987). O mecanismo de imunosupressao induzido pelo BVDV nao foi
estabelecido, embora especulacdes tem sido importantes, baseado amplamente em
observagdes in vitro (Potgieter, 1995).

A capacidade do BVDV ncp de causar imunosupressdo pode estar
relacionado ao tropismo do virus por células do sistema imune. O virus infecta células
TCDA4+ e células TCD8+, células B e células apresentadoras de antigeno
(APC) in vivo (Bruschke et al., 1998, Sopp et al., 1994). Mondcitos, macrofagos e
células dendriticas (DCs) constituem a maioria de APCs envolvidas na resposta
imune. Destas APCs, as DCs sdo as mais efetivas e tem a habilidade para iniciar uma
resposta imune primaria em animais novos (Banchereau et al., 2000). Além disso,
o BVDV tem sido relatado por modular fungdes de células imunes apos infecg¢do in

vitro, com aumento na produ¢@o de 6xido nitrico em macrofagos infectados (Adler et
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al., 1994), diminuicao na produgdo de Fator de Necrose Tumoral o (TNFa) (Adler et
al., 1996), reducdo da expressdo de receptores para Fc e proteinas do complemento
(C3) e da atividade fagocitica de macrofagos alveolares (Welsh et al., 1995).

O estudo da interagdo de DCs ¢ monodcitos com BVDV e como isto pode
influenciar na resposta imune primaria ¢ decisivo para compreender a patogénese da
doenca e a imunidade a infec¢do. Foram feitos experimentos com DCs e mondcitos
infectados com BVDYV ncp e cp, para investigar se existem diferencas no crescimento
viral e citopatogenicidade nestes dois tipos de células (Glew et al., 2003). Foi
mostrado que mondcitos e DCs s@o susceptiveis a infeccdo com BVDV ncp e BVDV
cp in vitro. Mondcitos infectados com BVDV ncp foram comprometidos em sua
habilidade para estimular alogénicos e respostas de célula T CD4+ de memoria, mas
DCs ndo foram afetadas. Diferengas na resposta dos 2 tipos celulares a infeccdo com
BVDV citopatico foram vistos. As células dendriticas ndo foram susceptiveis ao efeito

citopatico causado pelo BVDV cp, enquanto os monocitos foram destruidos.

2.18.2. EFEITOS DO BVDV NA PRODUCAO DE INTERFERON E
RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

Uma série de estudos tém sido feitos para examinar a produgdo in vivo de
IFN a / B. Anélises da producao de interferon (IFN) o/ mostraram niveis similares em
monocitos e DCs expostos ao BVDV c¢p, mas nenhum dos IFN foi detectado em
células expostas a0 BVDV ncp (Glew et al., 2003). Cella et al. (1999) concluiram que
a prevengdo de morte celular em DCs ndo esta associada com o aumento na produgéo
de IFN-o/B. Foi excluido o papel de interferon o/B na protecdo de efeito citopatico.
Tem sido mostrado que isolados de BVDV ncp ndo induzem IFN o / B in vitro
(Diderholm e Dinter, 1966, Adler et al., 1997). Em contraste aos estudos in vitro,
infec¢des experimentais com BYDV ncp mostrou induzir forte produgao de IFN o / 3
(Charleston et al., 2002). Elevados niveis de IFN o / 3 foram detectados no soro entre
1 e 7 dias apos infeccdo. Estes resultados indicam que a imunosupressdo causada pelo
BVDYV nio esta associada com respostas baixas de interferon. De forma interessante,
IFN o / B ndo foram detectados no soro de animais PI, sugerindo que a infec¢do

persistente pode resultar em baixa regulacdo da resposta e/ou que uma resposta imune
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adaptativa pode ser exigida para aumentar a resposta de [FN a / 3 (Brackenbury et al.,
2003).

Infecgdes precoces do feto (< 120 dias) com o BVDV ncp resultam no
estabelecimento de infeccao persistente (PI). A PI ¢ caracterizada por imunotolerancia
especifica para a cepa infectante (Peterhans et al., 2003). Anticorpos ao virus
persistente estao ausentes em animais PI (Donis & Dubovi, 1987b). A instalagdao da
tolerdncia imune se deve ao fato do virus infectar o timo e a medula, onde seus
antigenos sao apresentados como proprios aos linfocitos por ocasiao da selegao clonal,
tanto de linfocitos T como dos linfocitos B. Desta forma, todos os linfocitos capazes
de reconhecer os antigenos virais da amostra infectante, serdo eliminados. Porém,
animais PI sdo imunocompetentes, respondem imunologicamente a uma variedade de
organismos, inclusive a antigenos de BVDYV heterotipicos (Bolin et al., 1985a, Roberts
et al.,1988). Virus cp sdo incapazes de estabelecer infeccdo persistente (Brownlie et
al., 1989). Entretanto, isto ndo esta claro se ocorre devido a ausé€ncia de células
capazes de auxiliar na replicacdo do virus cp neste estagio de desenvolvimento ou na
habilidade do feto de combater a infec¢do. Para determinar se a habilidade de
estabelecer infecgdo in utero esta associada com a capacidade para induzir IFN o / B,
fetos bovinos com 60 dias foram infectados com BVDV ncp ou BYDV c¢p e entdo
abatidos 3, 5 e 7 dias apoOs para exame pos-mortem (Charleston et al., 2001). Ambos
os virus foram encontrados no bago do feto. IFN o / B foram encontrados no liquido
ammidtico dos fetos infectados com BVDV cp, mas nao foram detectados no liquido
ammiotico de fetos infectados com BVDV ncp. Estes resultados sugerem que o
insucesso do BVDV ncp em induzir sintese de IFN o / B pode estar relacionado na
habilidade do virus estabelecer infeccdo persistente precoce no feto. Com isto, fica
mostrado que a supressdo de sintese de IFN pode ser essencial para o estabelecimento
da infecgdo persistente e imunotolerancia (Peterhans et al., 2003).

Em vista da evidéncia que células T CD4+ representam um papel essencial
na imunidade contra BVDV (Howard et al., 1992), os estudos tém focalizado em
examinar a cinética, especificidade e fatores funcionais de respostas células T CD4+.
Infecgdes experimentais de bovinos com BVDV ncp mostraram aumento na viremia
transitoria e na excrecdo nasal do virus, com deteccdo da infeccdo aproximadamente
12-14 dias apés infeccdo. Em contraste, infec¢des de bovinos com BVDV cp
homologos resultaram em baixos titulos do virus nas secregdes nasais ¢ a viremia nio

foi detectavel (Lambot et al., 1998). Porém, anticorpos virus-especificos foram
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primeiro detectados imediatamente apos liberag@o viral de ambos biotipos. Esta ¢ uma
diferenga marcante na cinética do desenvolvimento de uma resposta a células T
especificas ap6s infeccdo com BVDV ncp e BVDV c¢p. Constata-se que respostas
proliferativas a células T ndo sdo detectaveis até aproximadamente 6-8 semanas apés a
infeccao com BVDV ncp, mas quando infectados com BVDV c¢p, estas respostas a
células T foram detectadas de 3-4 semanas pds- infeccdo (Collen e Morrison, 2000). A
cinética da resposta a células T ao BVDV ncp € entdo, acentuadamente diferente
daquela observada com outras infec¢des virais agudas em bovinos.

O BVDV ¢ fascinante, por causa desta interacdo que tem com o sistema
imune e a disponibilidade de pares antigenicamente homologos de virus ncp e cp. A
divisdo da interagdo hospedeira com os dois biotipos ¢ mais claramente demonstrada
por infec¢do fetal durante o primeiro trimestre de prenhez (Brownlie et al., 1989,
Charleston et al., 2001). Porém, isto ja tornou claro que a diferenga na capacidade dos
2 biotipos de estimular a resposta imune inata ¢ influenciada pelo desenvolvimento da
resposta imune adaptativa. Exames dos niveis de IFN o / B no soro apds infeccao
intranasal aguda com BVDV cp ou nep revelaram diferentes descobertas em estudos in
vitro. In vivo, infec¢des com virus ncp resultaram em produgao de IFN o / B em niveis
altos e prolongados detectaveis no soro (Charleston et al., 2002), enquanto IFN o / 3
ndo foram detectados apds infeccdo com BVDV c¢p (dados ndo mostrados). Foi
concluido que infec¢des intranasais com cepas cp estavam limitadas a tecidos da
mucosa e submucosa relacionados com uma rapida e potente indugao de IFN a / B.
Porém, apesar desta limitagdo na disseminacdo do virus, a ativacdo de DCs e
processamento do antigeno viral ocorrem para estimular uma resposta imune
primaria. Os estudos in Vvitro com o virus cp, mostraram que o virus ndo mata as
DCs (Glew et al., 2003), deixando estas células migrarem e iniciarem uma resposta
imune em linfonodos locais.

Em contraste, infecgdes com virus ncp resultam em uma seqiiéncia de
diferentes eventos. Os virus ncp ndo estimulam a resposta imune inata na superficie
da mucosa apos desafio intranasal. Desde que a imunidade inata ndo ¢ estimulada no
local, as DCs ndo tornam-se ativadas e o crescimento viral ndo fica limitado. Contudo,
quando o virus livre penetra no linfonodo, a interagdo com DCs plasmacitoides resulta
na indugdo de IFN a (Cella et al., 1999). Estas, recentemente reconhecidas DCs
plasmacitoides, também chamadas células produtoras de interferon natural, sdo as

células-chave na ligacao entre a resposta imune inata e adaptativa. Esta subpopulacdo
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especializada de DCs precurssoras sdo capazes de produzir grandes quantidades de
IFN o / B, o que influencia o desenvolvimento e a sensibilidade de um numero de
outras subpopulacdes de DCs e ddo formagdo a resposta imune adaptativa. A indugdo
de IFN o no linfonodo levou a elevagdo dos niveis de IFN a no soro e tecidos,
resultando na ativagdo e aumento na migracdo de DCs, estimulando uma resposta
imune primaria (Howard et al., 1999). O estabelecimento de viremia por um periodo
de dias apos a infecgdo aguda ¢ crucial no ciclo de vida do BVDV ncp (Niskanen et

al., 2002).

2.19. EPIDEMIOLOGIA

Infec¢des nos rebanhos sdo muito comuns, as quais sdo evidenciadas por uma
alta taxa de animais soropositivos na populacdo bovina com idade acima de 3 anos. A
prevaléncia média de animais portadores de anticorpos situa-se entre 60% e 90% nos
diferentes paises (Brownlie, 1990)

Harkness et al. (1978) evidenciaram que na Gra-Bretanha aproximadamente
25% dos animais eram infectados com o BVDV durante seu primeiro ano de vida,
sendo que 60-80% dos bovinos com mais de 1 ano de idade eram soropositivos. Bolin
et al. (1985 a); Edwards et al. (1987a) obtiveram indices de 65-89% dos bovinos
apresentando anticorpos contra 0 BVDV. Wizigmann et al. (1972) no estado do Rio
Grande do Sul, detectou 39% de animais soropositivos em 229 soros examinados. Os
resultados de 318 exames sorologicos, de diferentes municipios do Rio Grande do Sul
no ano de 1993, mostraram uma incidéncia de anticorpos contra o BVDV de 51% em

casos de suspeita clinica de BVD (Oliveira & Roehe, dados nao publicados).

2.19.1. TRANSMISSAO

A transmissdo do BVDV pode se dar através de dois principais mecanismos:
contato direto ou indireto com animais virémicos e sua secrecdes e infeccdo
transplacentaria. Pritchard (1956; 1963) observou que o virus pode ser transmitido

horizontalmente pelo contato direto com secre¢des orais e nasais, ou pelo contato



41

indireto com fetos abortados e placentas. A infeccdo oronasal é considerada uma das
principais vias de transmissao do BVDV.

A possibilidade de infec¢ao venérea foi constatada por Whitmore et al. (1978)
e Kirkland et al. (1991) ao observarem que o sémen de reprodutores cursando a forma
aguda da doenca pode se tornar fonte transitoria de infeccdo. Revell et al. (1988)
constataram que o BVDYV pode estar presente no s€émen de reprodutores com infecc¢ao
persistente e ser eliminado intermitentemente, difundindo assim a infeccdo
(McClurkin et al., 1979).

Além disso, o homem pode contribuir para a disseminacdo do virus, através
de instrumentos de trabalho, inseminacdo artificial, transferéncia de embrides,
premuni¢do contra Babesiose ¢ Anaplasmose e vacinas contaminadas com o BVDV
(Moennig & Plagemann, 1992).

A infecgdo transplacentaria ocorre em fémeas prenhes suscetiveis, situacao
em que o virus invade o placentoma, multiplica-se e alcanca o feto (Casaro et al.,
1971). A capacidade do BVDV de estabelecer infecgdes persistentes “in utero”
(Brownlie et al., 1984), faz com que o animal infectado albergue o virus
provavelmente durante toda sua vida, o que o torna um reservatério capaz de
transmitir o virus a outros animais (Houe et al., 1993). Acredita-se que a infec¢ao
persistente esteja associada somente a amostra NCP, pois estas ndo comprometeriam o
desenvolvimento fetal (Brownlie et al., 1989; Osburn, 1989), ao passo que as amostras
CP levariam a interrupgao da gestacdo. O virus NCP, infectando o feto no periodo em
que ele ainda ndo ¢ imunocompetente, sera reconhecido como “proprio”, instalando-se
a imunotolerancia especifica a amostra infectante (Brownlie et al., 1987; Brownlie,
1990). Este fendmeno, isto ¢, o estabelecimento de infecgdes persistentes,
provavelmente representa o mais importante fator na manutencdo dos pestivirus na
natureza (Coria & McClurkin, 1978). Ocasionalmente, fémeas Pl podem sobreviver
at¢ a idade reprodutiva e dar origem a “familias” de animais PI, as quais sdo
perpetuadas através de infecgdes transplacentdrias (Littlejohns & Walker, 1985).
Animais PI usualmente apresentam no sangue altos titulos de BVDV circulante, os
quais atingem niveis tais como 10° a 10° doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares (DICC)sy (Bolin et al., 1985b; Brownlie et al., 1984; Shimizu & Satou,
1987).
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Animais PI representam aproximadamente de 0,5 a 2,0% da populacdo
bovina e sdo os maiores disseminadores do virus nos rebanhos (Bolin et al., 1985c;
Howard et al., 1986, Edwards et al., 1987a; Peters et al., 1987; Van Oirschot, 1998).
Apesar da prevaléncia de animais PI ser usualmente baixa, esta pode ser muito alta em
determinados rebanhos (Bolin et al., 1985¢; Frey et al., 1991). Bolin et al. (1985¢) em
uma unica propriedade onde testou 115 animais, isolou virus de 31 amostras,
representando 27% de animais virémicos no rebanho.

Para o controle de BVDV, a determina¢ao da prevaléncia de animais PI ¢ de
grande importancia, porque eles sdo a principal fonte de disseminacdo do virus. Na
Alemanha ao redor de 45%, ¢ na Dinamarca 53%, dos rebanhos examinados tém sido

descritos por conter animais PI (Houe, 1995).

2.20. SITUAGCAO NO MUNDO

Na América do Sul, foi relatada a presenca da BVD em diversos paises. Na
Argentina, Romeno (1968)  relatou pela primeira vez um surto de  BVD.
Rweyemamu et al. (1990) detectaram uma prevaléncia de animais soropositivos para
BVD no periodo de 1986 a 1987 de 37%, em 1.494 amostras colhidas. Muifioz et al.
(1996), avaliaram a freqiiéncia de isolamento de BVDV a partir de o6rgdos de fetos
bovinos colhidos em matadouro, no periodo de 1992 a 1994. Foi feita cultura primaria
de testiculo de feto, inoculada com homogenado de bago, rim, pulmao e figado de 52
fetos. A investigacdo do antigeno se deu por Imunofluorescéncia Indireta (IFI),
detectando-se 0 BVDV nio citopatico em, pelo menos, um o6rgdo em 11 dos 52 fetos
(21,2%). Em 2 fetos foi detectado BVDV citopatico e ndo citopatico e 2 fetos
negativos para isolamento revelaram anticorpos contra o virus. Como as vacinas
contra 0 BVDV na Argentina sdo inativadas, os autores concluem que os isolados sao
virus de campo. Dois dos fetos com isolamento de BVDYV apresentaram anticorpos
contra o virus. Pinto et al. (1993), efetuaram ensaio sorologico em 196 fetos,
detectando 2% (4) positivos para BVDV.

No Uruguai, desde 1974 existem suspeitas clinicas da enfermidade. Também
existem evidéncias soroldgicas, histopatologicas e imunohistoquimicas de que a
enfermidade surgiu no Uruguai antes de 1980. Em 1982, no Uruguai, foi realizado um

pequeno estudo soroldgico com 71 amostras de casos suspeitos de BVD onde 66%
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foram positivas. Esta percentagem nao esta muito longe do estimado, de acordo com
um estudo realizado em 1996, cujos resultados preliminares mostraram uma
prevaléncia de 62%. Esta prevaléncia foi estimada mediante ELISA para a detec¢do
de anticorpos no soro ¢ leite (Maisonnave, 1998).

No Chile, Reinhardt et al. (1986) isolaram cepas citopatogé€nicas € nao
citopatogé€nicas de BVDV a partir de um surto de doenga das mucosas em terneiros na
regido sul do pais. Estes pesquisadores efetuaram estudo soroldgico em 40 rebanhos
no ano de 1986, demonstrando que 100% dos rebanhos estavam infectados, com
prevaléncia de 69,2% de animais soropositivos. Rweyemamu et al. (1990) detectaram
prevaléncia de animais soropositivos para BVDV, de 77%, em 525 amostras
provenientes de duas provincias, no periodo de 1987. Reinhardt et al. (1992)
efetuaram isolamento do BVDYV e identificagdo por imunofluorescéncia, inclusive de
animais persistentemente infectados. Segundo Celedon (1993), a infecgdo de gado
bovino pelo BVDYV no Chile € descrita desde os anos 1982 e 1984, pela observacao de
lesdes tipicas da forma entérica, detectada em exames anatomopatologicos.
Atualmente, a BVD esta oficialmente reconhecida no pais, que ndo dispde de um
programa oficial de controle. Vacinas inativadas sdo aplicadas de forma massiva em
algumas zonas da regido sul do pais, concluindo-se serem necessarias mais
informagdes epidemioldgicas, do comportamento patogénico e antigénico das cepas
atuantes nas regides. Além disso é preciso dispor de melhores técnicas de diagnostico
e de vacinas adequadas que permitam maior conhecimento e controle desta virose no
pais.

Celedon et al. (1996) observaram que a prevaléncia de anticorpos
soroneutralizantes para BVD, na regido metropolitana do Chile, para gado de leite, foi
de 60% (258/432) e gado de corte 82% (262/305). Isolaram cepa ndo citopatogénica
de 5 animais adultos, 14 fetos abortados, 1 natimorto e 3 bezerros. De 99 bovinos
aparentemente sadios, isolaram cepa ndo citopatogénica em 53% (52). Em 238
bovinos suspeitos de serem persistentemente infectados, 40% isolou-se BVD.
Riedemann et al. (1996) analisaram 2.864 amostras de soro provenientes de 12
rebanhos leiteiros da provincia de Valdivia, Chile, contra BVD, pela técnica de
soroneutralizagdo. A soroprevaléncia foi de 50,9% e 100% dos rebanhos estavam

infectados.
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Reinhardt et al. (2001) analisaram 500 amostras de soro bovino provenientes
de 50 rebanhos leiteiros da Regido X, Chile. O objetivo do estudo foi comparar a
técnica de soroneutralizagdo (SN) com o teste de ELISA indireto (ELISA-I) em termos
de especificidade e sensibilidade na deteccdo de anticorpos para BVDV. Os
resultados mostraram que a SN detectou 278 amostras positivas, enquanto o teste de
ELISA-I revelou 347 amostras como positivas.

Amostras altamente virulentas do BVDV foram isoladas de surtos severos de
BVD aguda na América do Norte, com mortalidade alta em animais de varias idades.
Trombocitopenia e enfermidade hemorragica foram descritos em alguns rebanhos
(Corapi et al., 1989, Alves et al., 1996, Carman et al., 1998). Foi demonstrado que as
amostras isoladas destes surtos tinham caracteristicas genéticas e antigénicas distintas
das amostras classicas do BVDV. Estes virus isolados foram entdo classificados como
BVDV tipo 2 ¢ as amostras classicas denominadas de BVDYV tipo 1 (Pellerin et al.,
1994, Ridpath et al., 1994). Amostras de BVDV tipo 2 tém sido identificadas
predominantemente nos Estados Unidos e Canadd, com poucos relatos na Europa
(Wolfmeyer et al., 1997).

O virus estd amplamente distribuido por todo o Continente Europeu; a
prevaléncia em diferentes paises parece variar consideravelmente. A prevaléncia de
rebanhos infectados pode estar entre 70 e 100%, mas também pode ser menor do que
40% (Houe, 1995). Tem sido demonstrado que ambas as cepas de BVDV, tipo 1 e 2,
estdo circulando no continente (Paton, 1995, Hamers et al., 2002).

Mockeliuniene et al. (2004) fizeram um estudo em 147 rebanhos leiteiros de
27 diferentes regides da Litudnia no periodo de 1997 a 2001. Foi diagnosticado BVDV
em todas as regides investigadas. O niimero de animais soropositivos variou de 11,9%
a 100%. E importante salientar que 29,9% dos rebanhos ndo estavam infectados com
BVDYV e em 32,7% dos rebanhos de 70% a 100% de bovinos foram soropositivos ao
BVDV.

Em outro trabalho, Luzzago et al. (1999) demonstrou a prevaléncia de
anticorpos para BVDV em rebanho leiteiro no norte da Italia , entre 1995 a 1996 . Um
total de 704 amostras de soro de 29 rebanhos nd@o vacinados, com problemas
reprodutivos, foram testados pela técnica de soroneutralizagdo. Como resultado do

estudo, 53,3% das amostras foram sorologicamente positivas.
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2.21. SITUACAO NO BRASIL

Inicialmente, casos clinicos em que o BVDV foi relacionado como provavel
agente causal foram descritos (Correa et al., 1968), embora o virus ndo tenha sido
isolado, nem tao pouco estudos sorologicos tenham sido realizados. O primeiro estudo
soroldgico evidenciando a presenca de anticorpos anti-BVDYV em rebanhos brasileiros
foi publicado em 1972, no Estado do Rio Grande do Sul, onde foram detectados 39%
de animais soropositivos em 229 soros examinados (Wizigmann et al., 1972). A
seguir, outros estudos soroldgicos foram feitos em outras regides do pais (Roehe et al.,
1998). Logo em seguida, foi realizado o primeiro isolamento do virus, a partir de soro
de terneiro utilizado em cultura de células (Vidor, 1974). Desde entdo, varios
laboratorios de pesquisa vém realizando isolamento do BVDV.

Estudos recentes tém demonstrado que a infec¢do pelo BVDV esta
amplamente difundida no rebanho bovino do Brasil (Canal et al., 1998, Botton et al.,
1998 a,b). A andlise filogenética de amostras isoladas no pais revela a presenca do
virus dos 2 genotipos no rebanho brasileiro (Canal et al., 1998, Gil, 1998).

A Secdo de Febre Aftosa do Instituto Biologico, em S@o Paulo, submeteu ao
1solamento em cultivo celular, 1797 amostras de diversos materiais de bovinos de
rebanhos com problemas reprodutivos, nos anos de 1995 e 1996, tais como 6rgaos de
feto abortado, placenta, swabes nasal, ocular e vaginal, cérebro, leucocitos e sémen.
Foram isolados 4 amostras citopatogénicas de virus da BVD a partir da fragdo
leucocitaria.

Pinto et al. (2001), de janeiro a junho de 2000, analisaram 22 amostras de
cérebro bovino, negativos para raiva e herpesvirus bovino por imunofluorescéncia
indireta (IFT). Dez por cento de homogenado dos cérebros foram preparados em Meio
Minimo Essencial Eagle (MEM) e inoculado em células de rim bovino (MDBK).
Apos a 5% passagem do virus de BVD em célula, a presenca deste foi investigada por
imunofluorescéncia indireta. Como resultado do estudo, 2 (9%) de dentro dos 22
isolados, observou-se efeito citopatico na 5* passagem em células MDBK. A presenca
do antigeno viral foi confirmada por IFI.

Flores et al. (2000a) isolaram o virus de 2 novilhas de diferentes rebanhos.
Um dos animais apresentou enfermidade aguda, o outro animal desenvolveu
enfermidade de longa duracdo (7 meses). Os animais afetados foram necropsiados e

fragmentos de tecidos foram coletados para imunohistoquimica e tentativas de
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isolamento viral. Antigenos do BVDV foram demonstrados por imunohistoquimica e
amostras ndo citopaticas foram isoladas em cultivo celular a partir de leucocitos e bago
dos animais afetados e identificados por imunofluorescéncia. A caracterizagdo
antigénica e analise filogenética desses isolados, revelou tratar-se de BVDV tipo 2.

A Sessdo de Febre Aftosa do Instituto Bioldgico, em Sao Paulo, realizou, no
periodo de julho de 1995 a agosto de 1997, 4.065 exames de soroneutralizacdo para
BVD, em soros de rebanhos com problemas reprodutivos, provenientes de diferentes
Estados, encontrando 47,7% (1.939) de amostras positivas. Com relacdo a soros de
touros provenientes de 5 Centrais de Inseminacdo Artificial, durante o periodo de
janeiro de 1997 a fevereiro de 1998, foram encontradas 40,8% (201/493) de amostras
reagentes, com titulos variando de 4 a 8096 ( Pituco & Del Fava, 1998).

Pituco et al.(1997) estudaram a prevaléncia de anticorpos contra BVD na
regido do Vale do Ribeira, Estado de Sao Paulo. Foram examinadas 425 amostras de
soro sangiiineo de bufalas com idade a partir de 1 ano, provenientes de 16
propriedades dos municipios de Registro, Pariqueracu, Sete Barras, Iguape, Canadéia,
Eldorado e Jacupiranga. A técnica empregada foi a de soroneutralizagdo em
microplacas. A prevaléncia encontrada foi de 16,2% (69). Em 5 propriedades
estudadas (33,3%) ndo foram detectados anticorpos no soro dos animais ¢ em 11
propriedades, a prevaléncia variou de 3,0% a 85,7%. Em todos os municipios foram
identificados animais positivos. Os dados demonstram a dissemina¢cdo do BVDV em
rebanhos bubalinos ¢ que ha necessidade de maiores estudos para se estabelecer a
importancia desta espécie na cadeia epidemiologica.

Dias e Samara (2003) analisaram amostras de soro sangiiineo e leite
individual de 376 vacas lactantes, entre os meses de margo e junho de 2000, ndo
vacinadas, provenientes de 10 propriedades localizadas nas regides Sul do Estado de
Minas Gerais ¢ Nordeste do Estado de Sao Paulo. Para a pesquisa de anticorpos contra
o BVDV, utilizou-se o teste de ELISA indireto. Como resultado do estudo, em todas
as propriedades foram encontradas vacas reagentes no soro sangiiineo, cuja frequéncia
variou de 12,28 a 100%, num total de 215 animais reagentes (57,18%). Na analise do
leite individual, ndo revelou animais reagentes em 2 propriedades, e nas demais a
freqiiéncia variou de 5,26 a 70,83%, num total de 98 animais reagentes (26,07%)

A deteccdo de animais persistemente infectados (PI) em rebanhos com grande
nimero de cabegas ¢é dificil. Os PI sdo usualmente pouco numerosos e sua

identificacdo requer que sejam testados essencialmente todos os animais do rebanho.
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O primeiro levantamento feito buscando identificar animais PI em um numero
relativamente grande de animais, foi realizado por Oliveira (1996). Na ocasido, foram
testados 2.186 soros, sendo isolado virus de 2 amostras, o que corresponde a uma taxa
de 0,26% de animais PI. No entanto, outros levantamentos sdo necessarios para que
se possa ter uma idéia precisa da prevaléncia de infecgdes persistentes nos rebanhos no
Pais.

Em um outro estudo, foi detectado o virus em um lote de neonatos
persistentemente infectados enviados ao matadouro, em que 15 de 40 animais
apresentavam viremia no momento da coleta das amostras (Oliveira et al., 1996). Esta
situacdo, € claro, ¢ consistente com a patogenia de infec¢des pelo BVDV adquiridas
durante a gestacdo, onde grupos de animais prenhes, que ndo tenham tido contato
prévio com o virus ou ndo tenham sido imunizados, sdo expostos a infec¢do durante a
gestacdo. Nessa populacdo alvo, a introducdo do virus traz invariavelmente
conseqiiéncias desastrosas (Roehe et al., 1998). No entanto, Botton et al. (1998a)
mencionaram a detec¢do de virus em 0,78% e anticorpos em 1,36% de uma amostra de
1.396 soros fetais coletados em matadouro. Estas taxas seriam certamente suficientes
para garantir a perpetuagdo da infeccdo nos rebanhos.

Em Pernambuco, regido de Garanhuns, Castro et al. (1994) avaliaram a
ocorréncia de BVD em bezerros de até 1 ano de idade, com e sem sintomatologia
respiratoria, por amostragem pareada, pela prova de soroneutralizagdo. Dentre os 27
bezerros afetados por broncopneumonia, 5 soroconverteram para BVD, enquanto que
no grupo dos aparentemente sadios, ndo houve soroconversao.

Em Minas Gerais, Figueiredo et al. (1997) avaliaram pela soroneutralizagdo, a
prevaléncia de portadores de anticorpos contra o BVDV em 287 soros de bovinos de
diversas regides, colhidos em matadouro, encontrando soropositividade entre 61,47%
e 75,13% das amostras.

Na regido do Tridngulo Mineiro, Mineo et al. (2002) testaram pelo método
ELISA, 2 rebanhos com falhas reprodutivas conhecidas. Ambos rebanhos mostraram
padrdo alto de anticorpos, com 55,8% soropositivos para BVDV. O rebanho 1 teve um
grande niimero de amostras positivas com uma prevaléncia de 61%. O rebanho 2
apresentou prevaléncia de 45,7%.

Vieira et al. (1999) analisaram 282 amostras de soro bovino provenientes de
34 rebanhos de bovinos de corte e leite com sinais clinicos de infertilidade, coletadas

de diferentes distritos de Goias. Cento e oitenta e quatro amostras foram testadas para
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BVDV pelo teste de ELISA comercial, encontrando uma percentagem de 15,8% (29)
das amostras positivas. Dentro dos 25 municipios de Goids, 52% (13) tiveram
amostras positivas e dentro os rebanhos, 47,1% (16) tiveram no minimo um animal
positivo.

Em 10 municipios de Goias, Brito et al. (2002) analisaram 452 amostras de
soro de 37 rebanhos de bovinos de leite, com problemas reprodutivos, ndo vacinados
contra BVDV. Foram utilizados 2 testes sorologicos: o teste de ELISA de bloqueio
comercial e a técnica de soroneutralizagao (SN). Do total das amostras, 35,2% foram
soropositivas no ELISA enquanto 34,5% foram soropositivas no teste de SN. Setenta
por cento dos rebanhos e 80% dos municipios apresentavam no minimo um animal
SOropositivo.

Noronha et al. (2003), coletaram sangue de 156 bovinos, de 1 a 4 anos de
idade, de 8 propriedades de diferentes municipios da Bahia, sem diagndstico prévio
ou antecedentes de vacinagdo contra BVDV. Foram também obtidas amostras (64) do
matadouro local, de outros 3 municipios diferentes. O teste utilizado para analise das
amostras foi a técnica de soroneutralizacdo. O teste demonstrou que 56% (123) das
amostras foram positivas e 44% (96) foram negativas. A distribuicdo dos titulos de
anticorpos soroneutralizantes (TSN), mostrou que 82% das amostras apresentaram
TSN de até¢ 512, enquanto que 18% apresentaram TSN maiores que 512. Neste
trabalho também foi feito isolamento viral a partir da fragdo leucocitaria e de secregoes
nasais em células MDBK. Do total de 220 bovinos, 145 animais foram utilizados para
o isolamento viral. Foi confirmado a presenga do virus em 4 bovinos aparentemente
sadios e de 1 bezerro com sinais clinicos respiratorios. Os 5 isolados ndo apresentaram
efeito citopatico nos cultivos celulares. A presenga do antigeno viral foi confirmada
por IFL

Pellegrin et al. (1997), em uma propriedade localizada no Pantanal, MS,
composta de 533 vacas e 44 touros, coletaram 153 amostras de soro de matrizes
Nelore de forma aleatéria, onde estas amostras foram testadas para a presenga de
anticorpos soroneutralizantes para o BVDV. Os resultados mostraram 43,6% de
reacdes positivas ao teste.

No Rio Grande do Sul, Krahl et al. (1997), pesquisaram anticorpos para
BVD em 1823 soros de bovinos, pela técnica de soroneutralizacdo. Encontraram
23,4% amostras soropositivas, sendo que das 265 propriedades examinadas, 45,3%

(171) apresentaram animais reagentes.
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Canal et al. (1998) obtiveram amostras de soro de 430 bovinos, provenientes
de 19 propriedades do Rio Grande do Sul e 1 propriedade de Corrientes, Argentina,
para a deteccdo de anticorpos para BVDV. Para andlise, foi desenvolvido um teste de
ELISA baseado em antigenos derivados da cepa BVDV genotipo 1 isoladas na Suiga.
Com isso, foram constatados anticorpos em 56% dos soros testados para BVDV,
indicando que no Brasil a prevaléncia de infec¢do com o BVDV ¢ similar a encontrada
na Europa e EUA.

Vilela et al. (2003) no Laboratorio de Virologia e Imunologia, no periodo de
janeiro a setembro de 2003, analisaram 260 amostras de soro bovino, de 20
propriedades pertencentes a 11 municipios do sul do Rio Grande do Sul, com histérico
de problemas reprodutivos. As amostras foram testadas pela técnica de
soroneutralizagdo, mostrando uma prevaléncia de 38,9% (101).

Vilela et al. (2004) analisaram 254 amostras de soro bovino no periodo de
outubro de 2003 a setembro de 2004, em 16 propriedades de 7 municipios da Regido
Sul do RS. O monitoramento soroldgico foi feito pela técnica de soroneutralizacao.
Das 218 amostras testadas para BVDV, 70,18% (153) foram soropositivas.

Em outro estudo, Storch et al. (2004) fizeram um levantamento das
inseminagdes artificiais realizadas no municipio de Pelotas/RS, em um plantel de
vacas leiteiras da raca Holandesa, no periodo de 1997 a 2003, registrando-se o
percentual de retorno ao cio. Ao mesmo tempo, amostras de sangue foram examinadas
no Laboratério de Virologia e Imunologia da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel), pela técnica de SN, constatando a presenca de anticorpos para BVDV. Com
os dados obtidos na sorologia, associado aos sinais clinicos, chegou-se ao diagnostico
presuntivo de BVD. A relacdo entre as inseminagdes e concepcdes com a porcentagem
de retorno ao cio foram respectivamente: 1997 de 12:11 (8.34%); 1998 de 24:20
(16.67%); 1999 de 63:48 (23.81%); 2000 de 82:47 (42.69%); 2001 de 71:40 (43.67%);
2002 de 84:39 (53.58%) e em 2003 de 102:38 (62.75%).

2.22. DIAGNOSTICO

Nao ha sinais clinicos patognomonicos de infecgdo com BVDV em bovinos
(Sandvik, 1999). Existem varias técnicas de diagnostico uteis na detecdo da

enfermidade que podem ser divididas em dois grandes grupos: o método direto e o
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método indireto. O primeiro se baseia na deteccdo do antigeno viral e o segundo
determina a resposta imune do tipo humoral do hospedeiro frente a agdo do
agente etiologico (Reinhardt et al., 2001).

Em rebanhos leiteiros ndo vacinados, o uso de testes sorologicos a partir de
amostras de leite ¢ um método conveniente para estimar a prevaléncia do BVDV. Ao
mesmo tempo, testes sorologicos de animais jovens podem indicar se 0 BVDV esta
presente no rebanho. Em rebanhos positivos, animais persistentemente infectados (PI)
com BVDV podem ser identificados pelo uso combinado de testes sorologicos e
virologicos a partir de amostras de sangue (Sandvik, 1999).

Atualmente, os testes de ELISA tém sido usados para a deteccdo rapida de
anticorpos e antigenos do BVDV no sangue, mas preferencialmente sejam auxiliados
por outros métodos tais como os testes de soroneutralizacdo, isolamento do virus em
culturas de células ou amplificacdo do acido nucléico viral. O conhecimento da
execugdo dos testes diagnodsticos em uso, bem como da epidemiologia do BVDV ¢
essencial para a identificagdo de animais virémicos em rebanhos  afetados
(Sandvik, 1999).

As analises de amostras de soro sangiiineo para a pesquisa de anticorpos
contra o virus da BVD s3o comumente utilizadas como meio de diagnostico da
infeccdo, mas amostras de leite também podem ser apropriadas para detec¢do de
animais reagentes (Niskanen et al., 1989).

O desenvolvimento do teste de ELISA para pesquisar anticorpos contra o
virus da BVD em leite de conjunto do tanque de expansdo facilitou o diagndstico de
situacdo da enfermidade nos rebanhos, pois a andlise sorologica de um numero
representativo de animais pode mostrar se o rebanho teve contato com o virus ou nio,
porém na maior parte das vezes torna-se onerosa para o criador, principalmente

quando se refere a grandes rebanhos (Niskanen, 1993).

2.23. CONTROLE E PREVENCAO

O controle da infec¢do pelo BVDV deve ser direcionado para deteccdo e
eliminagdo dos animais PI, além da vacinacdo sistematica de fémeas soronegativas

para prevenir a infec¢do fetal (Dubovi, 1992, Van Oirschot et al., 1999).
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Programas de controle e erradicagdo da infec¢do pelo BVDV sem uso de
vacinas tém sido implementados em alguns paises europeus. Esses programas
baseiam-se na identificacdo de rebanhos infectados e certificacdo de rebanhos livres,
seguidos do descarte dos animais PI das propriedades positivas (Lindberg & Alenius,
1999). Rebanhos que possuem animais PI podem ser identificados por sorologia, ja
que a presenga do virus resulta na auséncia de anticorpos nos PI e altos niveis de
anticorpos nos animais que foram infectados (Houe, 1995).

A prevencao da infeccdo pré-natal e nascimentos de animais PI constituem a
base do controle da doenca o qual implica em um restrito controle de vacas maes e
filhos. Bovinos que nascem PI representam um fator de perpetuidade do virus no
rebanho, conseqiientemente ¢ importante a sua detec¢do e remogdo do plantel. Uma
eficiente estratégia para o controle da doenca depende do conhecimento
epidemiologico da doencga, do estado imunologico do rebanho, principalmente para o
feto ou terneiro, ¢ de um diagnostico confiavel (Brownlie, 1990; Moerman et al.,
1993; Sandvik, 1999).

Segundo Brock (2003), o virus da Diarréia Viral Bovina é unico capaz de
causar infec¢des persistentes em fetos expostos nos primeiros 150 dias de gestacdo.
Prevenindo as infecgdes fetais, podemos ter um melhor controle da doenca. Esta
habilidade tnica do BVDV em causar as infecgdes persistentes permite ao virus
realizar mutagdes continuas e variagdes antigénicas dentro das populagdes bovinas.
Por essa razdo, o BVDV difundiu-se rapidamente trazendo prejuizos econdmicos
devido a doencas respiratorias, reprodutivas e entéricas.

As vacinagOes fornecem alguma protecdo para a forma aguda porém,
programas de vacinagdo nao podem, por si, controlar ou eliminar BVDV (Brock,
2003). Tanto vacinas vivas atenuadas como vacinas inativadas estdo disponiveis
(Brownlie et al., 1995, Cortese et al., 1998). O alvo primario das vacinagdes ¢ a
prevencdo das infec¢des congénitas, mas somente poucas vacinas tém mostrado este
nivel de protecdo (Van Oirschot et al., 1999). As vacinas vivas quando usadas de
forma inadequada, tém sido associadas com lesdes de ovario (Grooms et al., 1998),
supressdo imune e doenca das mucosas (Bolin, 1995). Também tem sido discutido
que vacinagdes inapropriadas promovem a propagacdo do virus, o que ocorre
predominantemente em paises que usam vacinas vivas. Embora vacinas inativadas

ndo tragam este problema, elas induzem uma resposta imune mais breve. Um dos



52

maiores prejuizos com as vacinagdes ¢ a necessidade de aplicacdes repetidas das
vacinas, e, isto muitas vezes nao ¢ feito (Carruthers & Petrie, 1996).

O trabalho realizado por Flores et al. (2000b) caracterizando as cepas virais
com AcMs, mostrou diferencas estruturais existentes nas proteinas do virus. A
auséncia de homologia entre estas cepas leva a crer que as vacinas possam nao estar
funcionando, por serem produzidas com cepas padrdes ou isolados de outros paises.
Isso é muito importante ndo s na vacinagdo como também na interpretacdo do
diagnostico. Animais vacinados ndo estariam devidamente protegidos e o uso de cepas
padrdes no diagndstico pode estar mascarando a verdadeira situagdo da doenca nos
rebanhos. Portanto, vacinas elaboradas com cepas padroes ndo protegem
suficientemente, por diferirem antigenicamente das cepas isoladas regionalmente.
Estes resultados demonstram que testes de soroneutralizagdo utilizando virus de
apenas um genotipo podem resultar em um numero significativo de falsos negativos,
indicando a necessidade da formulacdo de vacinas com amostras locais do BVDV ¢/ou

contendo virus dos dois genotipos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS DE SORO

Foram testadas 1.734 amostras de soro sangiiineo, pertencentes a 85
propriedades localizadas nas regides de Santa Vitoria do Palmar e Chui, do Estado do
Rio Grande do Sul. As amostras eram provenientes de bovinos de corte ou leite,
machos ou fémeas, de diferentes faixas etarias, apresentando ou nao sinais clinicos de
infeccao por BHV-1, BHV-5 ¢ BVDV. Nas propriedades estudadas, 12% (212) dos
animais foram vacinados contra o BVDV e 14% (245) vacinados contra o BHV. As
amostras de soro foram provenientes de propriedades sem historico de vacinagdo
anterior para BHV e BVD. O nimero de amostras coletadas foi varidvel conforme a
propriedade. Foram preenchidos questionarios com os dados das propriedades e dos
animais coletados, para a andlise dos fatores de risco associados a infec¢do pelo BHV
e BVDV. O principal objetivo do questionario foi encontrar possiveis explicagcdes para
os resultados encontrados pela sorologia.

As coletas foram realizadas nos meses de janeiro e fevereiro de 2003. O
sangue foi coletado através de pun¢do da veia jugular, com agulhas descartdveis e
sistema de vacuo, em tubos esterilizados, os quais foram deixados na posicdo inclinada
até a retragdo do coagulo e liberagdo do soro. No Laboratorio de Virologia e
Imunologia da Universidade Federal de Pelotas, o soro foi separado do sangue total
por centrifugacdo a 1.500 rpm, durante 15 minutos. Em seguida, as amostras foram

inativadas a 56°C, em banho-maria por 30 minutos, acondicionadas em ampolas
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Eppendorf e estocadas a -20°C até o momento de uso. Para a realizagdo do exame
sorologico, os soros foram transferidos para caixas especiais contendo 96 cavidades,
com capacidade para 2,2 ml, ja diluidos a 1:2 com Meio Minimo Essencial de Eagle

(MEM-E) e congelados a -20°C até o momento do uso.

3.2. CELULAS

Para a producdo das suspensdes virais, titulagdo do virus e testes de
soroneutralizagdo (SN), foram utilizadas células da linhagem “Madin Darby Bovine
Kidney” (MDBK). As células foram multiplicadas e mantidas em garrafas de Roux de
170 cm? com 100 ml de meio de crescimento, cultivadas em Meio Essencial Minimo
de Earle (MEM-E) (CULTILAB, Brasil), acrescentado de 2000 Ul/ml de penicilina,
2000 mg/ml de estreptomicina, 10mg/l de enrofloxacina e 25mg/l de anfotericina B ¢
10% de soro fetal bovino (SFB) inativado (CULTILAB e LABORCLIN, Brasil). O
repique das células foi feito a cada 3-4 dias, quando apresentavam a monocamada
confluente, usualmente na propor¢do 1:3. Para individualizacdo das células foi
utilizada uma solucdo de Salina - Tripsina — Versene (INLAB). Os cultivos de células

foram mantidos em estufa, a uma temperatura de 37°C.

3.3. VIRUS

Para a realizagdo dos testes sorologicos foram utilizadas as cepas padroes Los
Angeles (BHV 1, ATCC) para BHV-1 e Oregon C24V (BVDVc, ATCC) para BVDV.
Procurou-se utilizar os antigenos disponiveis e que apresentassem o melhor titulo.

O titulo infeccioso do virus cepa Oregon C 24V obtido foi de 10**° DIsy/ml
(doses infectantes para 50% dos cultivos celulares/ml) e da cepa Los Angeles foi de

10%°° DIs/ml, calculados segundo o método de Behrens & Karber (Mayr et al., 1982).
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3.4. PREPARACAO DOS VIRUS

Os virus foram inoculados em garrafas de 170 cm” contendo monocamadas
de cé¢lulas MDBK. Estas garrafas foram observadas diariamente até o aparecimento de
efeito citopatico, que consistiu no arredondamento das células, agrupamento de células
e destruicdo do tapete celular. No momento que o efeito citopatico atingiu 80-90% do
cultivo celular, o sobrenadante foi coletado, distribuido em ampolas para

congelamento, e armazenado em nitrogénio liquido até o momento do uso.

3.5. TITULACAO DOS VIRUS

Foram distribuidos em microplacas (TPP, BIOGEN, Europe) de fundo chato,
25ul de meio de crescimento, 25 ul do virus, diluidos na base logaritmica 10 (04
repeti¢des por diluicdo) e 50ul de suspensdo de células MDBK, na concentragdo
aproximada de 30 mil células/cavidade. As placas foram incubadas a 37°C em estufa
com 5% de CO, e a leitura final foi feita 72 horas ap6s a incubagdo. O titulo viral foi
calculado pelo método de Behrens & Kérber (Mayr et al.,, 1982). Em todas as

titulagdes foi incluido um controle de células da linhagem MDBK.

3.6. SORONEUTRALIZACAO (SN)

O teste foi realizado em microplacas de poliestireno, fundo chato, de 96
cavidades (TPP). Cada soro testado foi diluido em base logaritmica 2, a partir de 1:4
até 1:32, partindo-se de 25ul de soro em 25ul de meio Eagle com 7% de SFB. A
seguir, foi distribuida em cada cavidade com soro ja diluido, 25ul de suspensao de
virus contendo 100 DIs¢/25ul (doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares/cavidade). Apos incubagdo da mistura soro-virus por uma hora a 37°C, 50ul
de suspensdo de células MDBK, cerca de 30 mil células, foi adicionada em cada
cavidade, seguida de incubacdo em ambiente com 5% de CO, a 37°C. Foi reservada,
no final de cada partida de microplacas, uma fileira de cavidades para controle de

células, contendo 50pul de meio Eagle com 7% de SFB e 50ul de suspensao de células.
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A leitura dos testes foi realizada em microscopio invertido, no momento em que houve
manifestagdo das 100 DIsy/25ul, o que ocorreu aproximadamente em 72 h de
incubacdo, através do monitoramento do efeito citopatico (ECP). Nos testes
qualitativos, a auséncia de ECP indicou a neutralizagdo viral na dilui¢do utilizada, e
sua presenga, a auséncia de anticorpos neutralizantes. Nos testes quantitativos, foram
considerados titulos de anticorpos neutralizantes as reciprocas das maiores diluicdes
do soro capazes de inibir a replicagdo viral e a conseqiiente producdo de ECP. Em
cada teste realizado foi incluido, além do controle de células, uma retrotitulagem das

100 DIso/25ul, como controle do titulo da suspensao viral utilizada no teste.

3.7. ISOLAMENTO VIRAL

SECRE(}C)ES: Para o isolamento de BHV-1, secre¢des nasais, oculares ¢
vaginais foram coletadas com suabes estéreis, de 4 vacas pertencentes a uma
propriedade localizada no municipio de Rio Grande, RS, localidade de Santa Isabel,
onde 80% das vacas apresentavam sinais clinicos de rinotraqueite, conjuntivite e

vulvovaginite, como mostra as FIGURAS 2 e 3.

FIGURA 1: Secrecdo nasal em um bovino FIGURA 2: Secre¢do ocular em um bovino
infectado pelo BHV. infectado pelo BHV.
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Ap6s a coleta, os suabes foram imediatamente imersos em 2ml de MEM-E,
suplementado com 10% de SFB e adicionado de antibidticos/ antimicdtico (2000
Ul/ml de penicilina, 2000 mg/ml de estreptomicina, 10mg/l de enrofloxacina e 25mg/1
de anfotericina B). Os suabes imersos em MEM-E foram mantidos a temperatura
ambiente por 1 hora para a¢ao dos antibidticos. Os tubos de ensaio contendo os suabes
foram centrifugados a 2000 rpm por 20 minutos, o sobrenadante foi coletado e, entdo,
inoculado em culturas de células MDBK, em monocamadas com 24 horas de cultivo
apresentando 90% de confluéncia, cultivadas em MEM-E suplementado com SFB e
antibioticos/antimicético. As células inoculadas foram mantidas a 37°C para
observagdo do ECP, juntamente com cultivos controle, ndo inoculados. As culturas
celulares eram examinadas diariamente e, ap6s 3 dias, submetidas a um ciclo de
congelamento ¢ descongelamento, para mais 3 passagens em células. A ultima
passagem (4" passagem) foi feita em tubos de Leighton. Apos 3 dias de incubacdo a
37°C, as laminulas com células MDBK foram retiradas dos tubos de Leighton, lavadas
com uma solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), fixadas em Bouin e coradas
pela técnica de hematoxilina-eosina (HE) para observacdo das inclusdes

intranucleares.

CEREBRO: O cérebro de um terneiro de 1 ano de idade com sintomas
nervosos, que morreu em uma propriedade no municipio de Santa Vitoria do Palmar,
RS, de um grupo de 11 terneiros, deu entrada no Laboratorio Regional de Diagndstico
da Universidade Federal de Pelotas (UFPel). Este cérebro foi encaminhado entdo ao
Laboratorio de Virologia e Imunologia da UFPel para isolamento de herpesvirus
bovino.

O diagnostico virologico foi realizado como segue: fragmentos do cérebro
foram macerados na proporcao de 10%, ou seja, 1g de cérebro para 10 ml de MEM-E
com dez vezes a quantidade normal de antibidtico e distribuidos em tubos de ensaio. O
restante do cérebro foi congelado. A amostra processada foi mantida a 4°C por 24
horas para agdo dos antibioticos. Em seguida, a suspensdo viral foi centrifugada a
2000 rpm durante 20 minutos e o sobrenadante foi coletado e inoculado no volume de
3 ml em garrafas de 25 cm® contendo células da linhagem MDBK e, submetido a 5
passagens com 5 dias de intervalo entre cada uma. Ao final de cada passagem, as
células eram congeladas (-70°C) e descongeladas e, o sobrenadante reinoculado em

cultivo celular. A replica¢do do virus foi monitorada pela observagdo de ECP. Apos 5
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passagens, esta suspensdo viral foi estocada em nitrogénio liquido a uma temperatura

de —196°C.

3.8. FATORES DE RISCO

Os fatores de risco analisados nas propriedades foram: tipo de exploragdo,
tipo de criagcdo, tipo de ordenha, inseminacdo artificial, aborto, presenca de
ovinos/caprinos, compra e venda de reprodutores, aluguel de pasto, pasto em comum,

piquete de parto/pos-parto, assisténcia veterinaria, sexo e idade.

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados através do programa EPI-INFO, versao
6.04. O teste estatistico usado foi o teste do qui quadrado (x*). No estudo proposto,
para cada extrato da populagdo, foi estimada uma freqiiéncia esperada de animais

positivos, com 10% de erro aceitavel e 95% o intervalo de confianga.
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4. RESULTADOS

4.1. RESULTADOS SOROLOGICOS

Os dados de prevaléncia das infecgdes com o BHV € o BVDV nos municipios
de Santa Vitoria do Palmar e Chui, obtidos através do presente inquérito sorologico
estdo demonstrados na Tabela 1. Os resultados obtidos mostram que das 1734
amostras analisadas, 540 (31,14%) foram soropositivas para o BHV e 1.150 (66,32%)
para o BVDV.

Para a titulagdo de anticorpos neutralizantes, as amostras de soro testadas para
o BHV foram distribuidas em quatro grupos segundo o titulo obtido, como pode ser
observado na Tabela 1. Do total das amostras avaliadas, 221 (12,75%) apresentaram
titulos 1:4, 166 amostras (9,57%) com titulos 1:8, 87 (5,02%) com titulos 1:16 ¢
finalmente 66 amostras (3,81%) apresentaram titulos > 1:32. Na mesma tabela, estdo
apresentados os resultados do BVDV. Nela observa-se que as amostras também foram
divididas em quatro grupos de acordo com o titulo obtido, mostrando os seguintes
resultados: 207 amostras (11,94%) apresentaram titulos 1:4, 242 (13,96%) titulos 1:8,
267 (15,40%) com titulos 1:16 ¢ 434 amostras (25,03%) apresentaram titulos > 1:32.
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TABELA 1: Prevaléncia de herpesvirus bovino (BHV) e virus da diarréia viral bovina

(BVDV) no rebanho bovino de Santa Vitoria do Palmar e Chui.

BHV BVDV
N° (%) N° (%)

Total de amostras 1.734 ( 100 ) 1.734 (100)
Negativas 1.194 ( 68,86) 584 (33,68)
Positivas 540 (31,14) 1.150 (66,32)

4 221 (12,75) 207(11,94)

8 166 (9,57) 242 (13,96)

16 87 (5,02) 267 (15,40)

>32 66 ( 3,81) 434 (25,03)

Nota-se, claramente, que a distribuicdo dos titulos dos anticorpos dos
rebanhos infectados com BHV ocorre com uma freqiiéncia maior nos titulos mais
baixos, enquanto que com o BVDYV, a freqiiéncia maior ocorre com os titulos mais

altos. Isto pode ser melhor visualizado na Figura 1.
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FIGURA 3: Distribui¢do dos titulos dos anticorpos nos rebanhos infectados com

herpesvirus bovino (BHV) e virus da diarréia viral bovina (BVDV).
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Do total de 85 propriedades testadas contra o BHV, em 72 propriedades
foram encontrados animais reagentes. No caso do BVDV, foram 70 propriedades com
animais reagentes. A varia¢do no indice de positividade para BHV foi de 4% a 75% e
para BVDYV foi de 14,29% a 100%. A média de amostras positivas para o BHV foi de
44,74% e para o BVDYV foi de 67,76%. O percentual positivo de propriedades para o
BHYV foi de 84,70% e para o BVDV, foi de 82,35%, sobre o total de 85 examinadas.
Foram consideradas propriedades positivas aquelas que possuiam pelo menos um
animal soropositivo ao BHV e ao BVDV. Estes resultados podem ser vistos na

Tabela 2.

TABELA 2: Prevaléncia das infeccdes de BHV e BVDV nas propriedades.

N° de Propriedades Positivas para BHV Positivas para BVDV
N° (%) N° (%)
85 72 (84,70%) 70 (82,35%)

Como mostra as Tabelas 3 e 4, a maior freqii€ncia de positivos para BHV ¢
BVDV em relacdo ao sexo foi encontrada entre os machos, 31,95% e 71,60%
respectivamente e, em relag@o a faixa etéria, foi encontrada uma freqiiéncia de 40,00%
de positivos para BHV em animais com idade superior a 24 meses e, 78,26% de
positivos para BVDV em animais com idade entre 7 ¢ 12 meses. Verificou-se uma
tendéncia de aumento na freqiiéncia de positivos, entre os machos, para BHV, com o

aumento da idade.

TABELA 3: Distribui¢cdo das amostras positivas para o BHV em relagdo a faixa etéria

€ S€XO.
Idade Até 6 meses 7-12 meses 13-24 meses >24 meses Total
Sexo N° (%) N° (%) N° (%) N° (%) N° (%)
Machos N° (%) 16 (30,77) 11(23,91) 7 (33,33) 20 (40,00) 54 (31,95)
Total machos (N°) 52 46 21 50 169
Fémeas N° (%) 13 (32,50) 52 (33,12) 88 (28,30) 333 (31,50) 486 (31,05)
Total fémeas (N°) 40 157 311 1057 1565

Total N° (%) 92(5,31) 203 (11,71) 332(19,15) 1.107(63,84)  1.734
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TABELA 4: Distribuicdo das amostras positivas para o BVDV em relacdo a faixa

etaria e sexo.

Idade Até 6 meses 7-12 meses 13-24 meses  >24 meses Total
Sexo N° (%) N° (%) N° (%0) N° (%) N° (%)
Machos N° (%) 39 (75,00) 36 (78.,26) 12 (57,14) 34 (68,00) 121 (71,60)
Total machos (N°) 52 46 21 50 169
Fémeas N° (%0) 27 (67,50) 113 (71,97) 207 (66,56) 682 (64,52) 1029 (65,75)
Total fémeas (N°) 40 157 311 1057 1565
Total N° (%) 92 (5,31) 203 (11,71) 332 (19,15) 1.107 (63,84) 1.734

As varidveis analisadas nas propriedades, que podem ser possiveis fatores de
risco para a infeccdo pelo BHV e o BVDV, podem ser vistas nas Tabelas 5 e 6,
respectivamente.

Das 85 propriedades estudadas, levando em conta o tipo de exploragdo, 57
(67,06%) propriedades criavam rebanhos de corte, 12 (14,12%) rebanhos de leite, 16
(18,82%) eram de exploracdo mista. Quanto ao tipo de criagdo, a maioria foi de
criacdo extensiva (99,20%) com menor indice em criagdo semi-confinada (0,8%).
Com relacdo ao tipo de ordenha, em 31 (36,50%) propriedades era realizada ordenha
manual, em 4 (4,70%) ordenha mecanica ao pé, em 3 (3,52%) ordenha mecanica em
sala de ordenha, em 41 (48,23%) ndo ordenhavam. Quanto ao uso de inseminacdo
artificial (IA), 62 (72,94%) propriedades ndo usavam IA, 11 (12,94%) a utilizavam
paralela com touro, 3 (3,53%) utilizavam somente IA. Em 19 (22,35%) propriedades
foi relatada a ocorréncia de aborto. Com relagdo a raca, em 29 (34,12%) propriedades
eram criados europeus de leite, em 20 (23,53%) europeus de corte, em 19 (22,35%)
eram animais mesticos, em 4 (4,71%) eram criados animais da raca zebu, em 5
(5,88%) outras ragas.

Quanto a presenca de ovinos e caprinos, em 36 (42,35%) propriedades foi

relatada a presenca desta espécie.
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A compra de reprodutores era realizada em 41 (48,24%) propriedades, seja
em leildes (28,24%), exposi¢oes (8,24%), de comerciantes (2,35%) ou diretamente de
fazendas (9,41%). A venda de reprodutores foi mencionada em 30 (35,29%)
propriedades.

Das 85 propriedades, 27 (31,76%) alugavam o pasto. Com relacao ao pastejo
comum, 19 (22,35%) ndo tinham pasto em comum com outra propriedade. A presenca
de piquetes separados para fémeas na fase de parto e/ou pds-parto foi relatada em 35
(41,18%) propriedades. Trinta e uma (36,47%) propriedades recebiam assisténcia
veterinaria, sendo 27 (31,76%) com assisténcia veterinaria particular e, 4 (4,71%)

assisténcia da cooperativa.

TABELA 5: Fator de risco para a infec¢do pelo BHV nas propriedades dos

municipios de Santa Vitéria do Palmar e Chui.

Variaveis Positivo Total % p Odds ratio (1C*95%)
Inseminacao Artificial
Usa s6 inseminagao 29 71 40,84 0,042 1,66 (0,98<OR<2,79)
Somente touro 318 1081 29,42

Usa inseminagdo + touro 148 438 33,79
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TABELA 6: Fatores de risco para a infeccdo pelo BVDV nas propriedades dos

municipios de Santa  Vitoéria do Palmar e Chui.

Variaveis Positivo Total % p QOdds ratio (1C*95%)
Tipo de exploracéo
Mista 241 312 7724  <0,005 2,82 (1,92<OR<4,16)
Leite 131 240 54,58
Corte 720 1104 65,22 <0,005 1,81(1,33<OR<2,46)
Tipo de criacéo
Semi-confinado 3 13 23,08
Extensivo 1074 1619 66,34  <0,005 6,57 (1,65<OR<30,52)**
Tipo de Ordenha***
Manual 193 320 60,31
Mecanica ao pé 50 86 58,14
Mecanica em sala de ordenha 130 160 81,25 <0,005 2,04 (1,43<OR<2,90)
Naéo ordenha 777 1168 66,52
Inseminacéo Artificial***
Somente touro 632 983 64,29 0,03 1,31 (1,01<OR<1,71)
Usa inseminagdo + touro 267 380 70,26 0,003 2,47 (1,28<0OR<4,75)
Usa s6 inseminagdo 23 47 48,94 0,03 1,88 (1,01<OR<3,51)
Aborto
Sim 24 39 61,54 0,550 0,82 (0,40<OR<1,68)
Nio 425 642 66,20
Presenca de ovinos/caprinos
Sim 704 1005 70,05  <0,005 1,48 (1,21<0OR<1,83)
Nao 446 729 61,18
Compra de reprodutores
Sim 589 961 61,29  <0,005 0,72 (0,57<OR<0,91)
Nao 369 537 68,72
Venda de reprodutores
Sim 381 540 70,56 <0,005 1,59 (1,26<OR<2,01)
Nio 579 964 60,06
Aluguel de pasto
Sim 383 646 59,29 <0,005 0,77 (0,62<OR<0,96)
Nao 506 774 65,37
Pasto em comum
Sim 198 324 61,11 0,250 0,86 (0,66<OR<1,12)
Nio 762 1180 64,58
Piguete de parto/po6s parto
Sim 414 613 67,54  <0,005 1,49 (1,17<0OR<1,90)
Nio 355 609 58,30
Assisténcia Veterinéaria
Sim 386 710 54,37
Nio 558 774 72,09  <0,005 2,17 (1,73<0OR<2,71)
Sexo
Macho 121 169 71,60 0,126 1,31 (0,91<0OR<1,90)
Fémea 1029 1565 65,75

* IC — Intervalo de confianga

** Este valor pode ser impreciso

*** Somente vacas com mais de 12 meses
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4.2. RESULTADOS DOS ISOLAMENTQOS

O isolamento do virus foi obtido a partir de 1 amostra de cérebro e das 4
amostras de secrecdes. O efeito citopatico caracteristico de Herpesvirus nas células

MDBK foi observado 48 horas apos a inoculagdo, ilustrado na FIGURA 4. Também

foram observadas, pela coloracdo HE, inclusdes nucleares tipicas de Herpesvirus
(FIGURA 5).

FIGURA 4: Cultivo celular com efeito FIGURA 5: Inclusbes nucleares causadas
citopatico em células MDBK. pelo BHV em células MDBK.
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5. DISCUSSAO

As doengas causadas pelos BHV ocorrem de forma esporadica em rebanhos
suscetiveis, devido a capacidade desse virus permanecer no organismo em estado
latente, com periodos de reativacdo e excrecdo intermitentes (Ackermann et al., 1982).
O BVDYV tem sido associado a uma grande variedade de manifestacdes clinicas, que
variam desde infecgOes inaparentes até enfermidades fatais, como a Doenga das
Mucosas, onde os animais tornam-se persistentemente infectados (PI). Além disso,
animais infectados no inicio da gestacdo podem nascer PI, disseminando o virus (Van
Oirschot, 1983; Baker, 1987). Considerando essas caracteristicas, os surtos sdo
imprevisiveis, deixando veterinarios e produtores inseguros quanto as medidas a
serem adotadas para o controle dessas viroses (Fenner et al., 1993a). No Brasil, testes
laboratoriais t€ém demonstrado a presenca da infeccdo pelo BHV e pelo BVDV em
rebanhos bovinos de diversos estados brasileiros. No caso do BHV, os percentuais de
animais soropositivos variam de 27,1% a 85,7% (Rocha et al., 2001), enquanto que
com o BVDYV, a prevaléncia fica entre 14,64% e 84% (Guimaraes et al., 2000). Com
estes indices observados, a avaliagdo soroldgica é importante para a identificacdo de
animais que possam estar eliminando o virus no meio ambiente, sendo o primeiro
passo nos programas de controle e erradicagcdo, nos quais bovinos infectados devem
ser detectados e removidos do rebanho (Van Oirschot, 1998).

Desde a primeira identificacdo de BHV no Brasil, diversos isolamentos t€ém
sido realizados, a partir de varias manifestacdes clinicas (Muller et al., 1979; Galvao,

1985; Nogueira et al., 1986; Weiblen et al., 1991; Hiibner et al., 1994). O efeito
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citopatico caracteristico dos herpesvirus em células MDBK e a presenca de
corpusculos de inclusdo intranucleares observados no presente trabalho, corroboram
com Weiblen et al., 1996b; Hiibner et al., 1994; Salvador et al., 1998; Elias et al.,
2004. Este aspecto ficou comprovado pela prevaléncia de anticorpos verificada no
presente trabalho e principalmente pelo grande nimero de propriedades positivas.
Com este trabalho procurou-se determinar a prevaléncia das infecgoes pelo
BHYV e BVDV no Rio Grande do Sul, mais especificamente nos municipios de Santa
Vitéria do Palmar e Chui, e analisar os possiveis fatores de risco associados a essas
viroses. A freqiiéncia de bovinos soropositivos para BHV foi de 31,14% (540/1734) e
para a BVD foi de 66,32% (1150/1734). Estes resultados indicam que a infec¢do pelos
virus, principalmente pelo BVDV, ocorrem em freqiiéncias importantes nestes
rebanhos bovinos. O percentual de animais soropositivos ao BHV, ¢ semelhante aos
descritos por Wizigmann et al (1972), que encontraram 33% de amostras positivas ¢
Vidor et al (1995), que detectaram 31,9% de amostras positivas no Rio Grande do
Sul. Uma diferenca pequena também ficou evidenciada no estudo realizado por Barros
Filho et al (1997), os quais demonstraram uma prevaléncia de 27,1%. Outros autores
encontraram indices maiores ou menores dos que os aqui descritos (Ravazollo et al.,
1989; Pituco et al., 1993; Calderdn et al., 2003; Lovato et al., 1995a; Rocha et al.,
2001). Os dados de prevaléncia aqui obtidos estdo de acordo também com Fenner et
al. (1993a) que citam uma taxa de 10 a 35% para os rebanhos bovinos dos Estados
Unidos. Com relagdo ao BVDV, a prevaléncia de 66,32% observada entre os animais,
aproximou-se dos dados de Canal et al. (1998), no Estado do Rio Grande do Sul, onde
foi constatado anticorpos em 56% dos 430 soros testados para o agente. Ainda no Rio
Grande do Sul, Vilela et al. (2004) encontraram uma prevaléncia de 70,18% das 218
amostras testadas contra o BVDV. No Brasil, Richtzenhain (1997), analisando 2.448
amostras provenientes de 56 propriedades em diversos Estados, encontrou uma
prevaléncia de 65% em Minas Gerais, 84% no Mato Grosso do Sul, 67% no Parana,
71% no Rio de Janeiro, 73% no Rio Grande do Sul e 78% em Sao Paulo, sendo que
em todas a propriedades havia pelo menos um animal soropositivo. Confrontando os
resultados encontrados no presente estudo com os descritos para as outras regides do
pais, observamos uma pequena diferenga entre as prevaléncias. Essa diferenca pode
estar relacionada a metodologia empregada, ao tipo de populacdo bovina utilizada, ao

uso de diferentes técnicas de amostragem, a origem e ao manejo dos animais testados
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e por diferencas regionais (Lovato et al., 1995a; Pituco e Del Fava, 1998; Guimaraes
et al., 2000).

Analisando a distribuicdo dos titulos dos anticorpos neutralizantes dos
rebanhos infectados com BHV, observou-se uma freqiiéncia maior nos titulos mais
baixos, conforme mostra a Figura 1. Estes resultados corroboram com Cerqueira et al.
(2000) e Calderon et al. (2003). Com o BVDV a distribuicdo destes titulos de
anticorpos ocorreu ao contrario, ou seja, a freqiiéncia maior aparece com os titulos
mais altos. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Noronha et al., 2003.

Das 85 propriedades estudadas, 72 (84,70%) apresentaram pelo menos um
animal soropositivo ao BHV, o que também foi constatado em outros paises (Boelart
et al., 2000; Calderon et al., 2003; Poletto et al., 2004). No Brasil, o percentual
encontrado no presente trabalho é confirmado por outros autores (Ravazollo et al.,
1989; Lovato et al., 1995a; Rocha et al., 2001; Vieira et al., 2003) demonstrando que a
prevaléncia da infec¢do vem se espalhando nos rebanhos bovinos do estado e do pais.
No caso da BVD, a prevaléncia de 82,35% encontrada nas propriedades estudadas foi
semelhante ao encontrado em outros paises (Riedemann et al., 1996; Luzzago et al.,
1999; Mockeliuniene et al., 2004). Em relag@o ao Brasil, o percentual encontrado no
presente estudo concorda com Guimardes et al. (2000) e Dias e Samara (2003) para
outros Estados e Krahl et al. (1997) e Poletto et al. (2004) no Rio Grande do Sul. Os
resultados do presente estudo mostram que a infec¢do esta amplamente disseminada
na regido estudada.

Os testes de soroneutralizagdo (SN) e enzaio imuno-enzimatico (EIE)
realizados por diferentes autores atestam que estes apresentam sensibilidade e
especificidade semelhantes (Perrin et al., 1993; Médici et al., 2000; Kunrath et al.,
2004). No presente estudo, os soros foram analisados somente pela SN com um
periodo de incubagdo virus-soro de uma hora. O aumento do tempo de incubacdo
aumenta a sensibilidade do teste, podendo-se obter um ntimero maior de resultados
positivos. Trabalho realizado por Vieira et al., 2003 demostraram que amostras de soro
que apresentaram resultados discrepantes no EIE e SN foram analisadas utilizando-se
duas, quatro e vinte e quatro horas de incubagdo virus-soro e permitiram observar um
aumento na sensibilidade do teste com o aumento do periodo de incubacdo, mostrando

assim, a utilizacdo de maior periodo de incubag@o para o diagnostico sorologico.
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Os resultados referentes a faixa etaria indica que estatisticamente a idade ndo
foi fator de risco para as infecgdes, embora biologicamente possa ser explicado. E
razoavel supor que quanto maior a idade do animal, maiores sdo as chances de ele se
expor ao agente. Como mostram as Tabelas 3 e 4, existe uma freqiiéncia mais alta
(mesmo minima) de animais soropositivos nos mais jovens e, a medida que vao
adquirindo mais idade, vdo convivendo com outros animais que podem estar
infectados e entdo, vao naturalmente se infectando e assim adquirindo as doengas.
Embora a frequéncia de animais soropositivos esteja nos mais jovens, ¢ de se esperar
que animais adultos apresentem também uma freqii€ncia de soropositividade, pois
animais mais velhos t€ém maiores chances de se expor ao agente, principalmente
quando estes entram na idade reprodutiva.

A soropositividade para BHV em fémeas que abortaram (28,20%) foi
semelhante a de fémeas que ndo abortaram (29,28%). Da mesma forma, fémeas que
abortaram (61,53%) tiveram soropositividade para BVDV semelhante a de fémeas que
ndo abortaram (66,19%), mostrando que o aborto ndo representa um fator de risco.
Talvez isto possa ser explicado pelo pequeno ntimero de ocorréncias de aborto (39)
dentro de um grupo grande de animais susceptiveis (1734), de um total de 675 (5,78%)
fémeas aptas a parir ndo condizendo com a realidade do Estado.

Com relacdo ao tipo de ordenha que se utiliza nas propriedades, esta ndo foi
considerada como fator de risco para BHV, mas apontou esta varidvel associada a
soropositividade para BVD. O uso de ordenha mecanica em sala de ordenha resulta em
um risco 2,04 vezes maior de apresentar a doenca do que se for usado a ordenha
manual ou mecénica ao pé. Embora ndo tenha sido citado na literatura como fator de
risco para a infecgdo por BVDYV, esta pode ser considerada, ja que poderia propiciar o
aglomeramento de animais, aumentando assim a probabilidade de transmissdo dos
virus.

Propriedades que utilizavam somente o touro como forma de reproducao
tiveram o touro como fator de risco para BVD, o que corrobora com Fray et al. (2000).
Isto significou uma chance 1,31 vezes maior de ter a doenca comparado ao uso
associado a inseminacao artificial (IA). Touros infectados que fazem cobertura natural,
sdo um fator de risco, dependente da elimina¢do do virus ou ndo no sémen, no
momento da monta, e do nimero de fémeas cobertas. Em propriedades que utilizavam
somente [A, esta mostrou ser um fator de risco para BHV, o que concorda com Thibier

et al. (2000). Isto pode ter ocorrido pelo fato de que a maioria das propriedades,
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independente de utilizar ou ndo a IA, mostrou coeficientes elevados de positividade,
demonstrando que o sémen utilizado na IA pode estar contaminado. Contudo, a
utilizacdo de IA com sé€men sabidamente livre de virus, pode ser considerada um fator
de controle destas infec¢des.

O contato de bovinos com ovinos, mostrou ser um fator de risco para BVD;
propriedades que criam ovinos t€ém um risco 1,48 vezes maior de apresentar a doenga
do que propriedades que ndo criam ovinos. Os ovinos sdo susceptiveis a infeccdo,
tanto natural como experimental, com o BVDV. E possivel que os ovinos tenham um
importante papel na epidemiologia das infecgoes pelo BVDV (Celedon et al., 2001;
Vogel et al., 2001; Pescador et al., 2004).

No presente estudo, a auséncia de “assisténcia veterinaria” foi considerada
como fator de risco para BVDV, mas ndo o foi para BHV. Propriedades que ndo
tiveram assisténcia veterindria, apresentam um risco 2,17 vezes maior de apresentar o
BVDV do que propriedades que tiveram assisténcia veterinaria; embora veterinarios
possam ser capazes de transmitir o BHV ¢ o BVDV entre os animais, através de
fluidos nasais e genitais contaminados, os quais podem ficar impregnados nas roupas e
calgados (Wentink et al., 1993).

Os resultados referentes a utilizacdo de piquetes separados para fémeas nas
fases de parto e/ou pos-parto mostraram que, a separa¢do de fémeas aumenta o risco
1,49 vezes de infecgdo com BVDV. O esperado era que a separacdo dos animais fosse
um fator de protecdo para a infeccao, ja que nesta fase poderiam reativar e excretar o
virus, devido ao estresse. A separacdo, neste caso, impediria a disseminagdo para o
restante do rebanho.

Em relacdo ao aluguel de pasto, este nao foi considerado fator de risco para as
infeccoes pelo BVDV e BHV. Tal fato pode ser justificado ja que, alugando o pasto,
propicia-se uma melhor distribuicdo dos animais, diminuindo a concentragdo dos
mesmos e assim reduzindo a probabilidade de transmissdo dos virus.

E importante ressaltar que a pesquisa soroldgica demonstrou a prevaléncia
atual das infec¢des pelo BHV e pelo BVDV nos rebanhos bovinos da regido,
mostrando que estas estdo disseminadas, conforme os indices observados. E,
diferentemente de infecgdes que cursam de forma aguda, o BHV por ser um virus de
infeccdo latente e o BVDV caracterizar-se principalmente pela presenga de animais
persistentemente infectados (PI) no rebanho, a soropositividade para o BHV e para o

BVDYV representa a presenca do animal portador e potenciais disseminadores dos virus
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no rebanho por toda a vida. Portanto, no geral, o estudo realizado mostrou que o BHV
e 0 BVDV consistem em mais um problema sanitario com o qual os produtores t€ém de
conviver.

Em conseqiiéncia da laténcia do BHV, da presenca de animais PI pelo BVDV
no rebanho e desta alta prevaléncia, torna-se importante alertar sobre mecanismos para
o controle destas doencas. Se a prevencao de novas infecgées for combinada com a
remo¢ao gradual de animais infectados, a utilizacdo de vacinas marcadas, que
permitem a diferenciagdo entre animais vacinados e infectados, parecem ser as mais
indicadas, principalmente para uso em touros de centrais de inseminacdo artificial e
em programas de erradicagio do BHV (Rocha et al., 2001). E importante que
continuem sendo utilizados algumas medidas ja adotadas, como a utilizacdo de s€émen
livie de BHV e BVDV, realizagdo de quarentena ao ingresso de bovinos na
propriedade e, exames sorologicos anuais, buscando impedir a reintrodugdo destas
doencas no rebanho (Mettenleiter, 1996; Roehe et al., 1998).

Os dados de prevaléncia aqui obtidos sdo preocupantes, ja que a maioria das
propriedades estudadas ndo adotam a vacinacdo em seu manejo sanitario e, portanto,
os anticorpos encontrados, ndo sdo de origem vacinal. Os resultados obtidos
demonstram que pela avaliagdo soroldgica dos niveis de anticorpos existentes nos
animais, podera ndo garantir a eles o “status” imunologico de prote¢do e que a
imunidade do rebanho obtida pela infec¢do poderia ser reforgada pela vacinagdo.
Considerando que o “status” imunologico dos rebanhos ¢ muito heterogéneo em
termos de presenca de anticorpos ¢ muito importante pensar no tipo de vacina que sera
utilizada, considerando que esses rebanhos sdo sorologicamente positivos. Vacinas
com antigenos expostos serdo prejudicadas pela presenga de anticorpos, portanto as
vacinas oleosas seriam as mais adequadas ja que os anticorpos pré-existentes ndo vao
interferir com a resposta imunolodgica pois o 6leo esta protegendo o virus.

Por fim, os altos indices de prevaléncia encontrados indicam que devem ser
implementados medidas para controle e prevencao das doengas ocasionadas pelo BHV

e BVDV.
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6. CONCLUSOES

1. A prevaléncia das infec¢des pelo Herpesvirus Bovino Tipo-1 (BHV-1), Herpesvirus
Bovino Tipo-5 (BHV-5) e o virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) nas 85
propriedades dos municipios de Santa Vitéria do Palmar e Chui no Estado do Rio
Grande do Sul foram elevadas.

2. 0O BHV e 0 BVDV estavam presentes em mais da metade das propriedades testadas
neste experimento, 84,70% e 82,35% respectivamente.

3. Pela distribui¢do dos anticorpos contra BHV e BVDV nos municipios e
propriedades, pode-se afirmar que os virus estdo disseminados no rebanho bovino do
Estado do Rio Grande do Sul.

4. A maior freqiiéncia de positivos para BHV e BVDV em relagdo ao sexo foi
encontrada entre os machos, 31,95% e 71,60% respectivamente e, em relagdo a faixa
etaria, foi encontrada uma freqii€ncia de 40,00% de positivos para BHV em animais
com idade superior a 24 meses e, 78,26% de positivos para BVDV em animais com
idade entre 7 e 12 meses.

5. Baseando-se nestes dados de prevaléncia e, sabendo, da laténcia do BHV e da
presenca de animais PI no rebanho bovino do Rio Grande do Sul, recomenda-se que
sejam tomadas medidas de prevencdo e controle contra as infec¢des pelo BHV e

BVDV.
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7. ANEXO

FORMULA DE SOLUCOES E MEIOS DE CULTIVO

PBS SEGUNDO DULBECCO

H,0 desmineralizada 1000ml
NaCl 8g
KCl 0,2g
NazHPO4 7H20 1 . 1 5g
KH2P04 O,2g

TRIPSINA VERSENE

Tripsina 0,7¢g
NacCl 8g
KCl 0,4g
EDTA-Versene 0,2g
NaHCO3 0,35¢g
Glicose g
Vermelho de Fenol 1% 1,2ml
H,O desmineralizada 1000ml

pH final 7,6-7,8




TAMPAO TRIS (para MEM-E)
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TRIS (Trishidroximetilaminometano) 24 4¢g
H,0 desmineralizada 1000ml
pH final 7,2 a 7,4

MEM-E (Meio Minimo Essencial de EAGLE) (Modificado)

MEM (CULTILAB) 9,77g
Tampao Tris 50ml
H,0O desmineralizada 950ml

pH final 7,2a 7,3

ANTIBIOTICOS PARA MEM-E

PENICILINA (Frasco ¢/ 1.000,000U.1.)

e Reconstituir com 5 ml de agua desmineralizada estéril.

e Utilizar 1 ml por litro de meio.

ESTREPTOMICINA (Frasco ¢/ 1.000,000 mg)

e Reconstituir com 5 ml de 4gua desmineralizada estéril.

e Utilizar 1 ml por litro de meio.

FUNGIZONA (Frasco com 50 mg)

e Suspender com 20 ml de 4gua desmineralizada estéril.

e Utilizar 1 ml por litro de meio.

ENROFLOXACINA (Baytril)

e Reconstituir com 100 ml de 4gua desmineralizada estéril.

e Utilizar 0,1 ml (5mg) por litro de meio antes da filtracdo.
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