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Resumo

Nesta pesquisa analisamos a presença do vírus da Diarréiaviral bovina em bovinos jovens através de um estudosorológico e isolamento viral. A técnica de seroneutralizaçãodetectou  de um total de 220 bovinos, 123 (56%) animaissorologicamente positivos. A distribuição dos títulos deanticorpos soroneutralizantes(TSN), mostrou que 82% dasamostras apresentaram TSN de até 512, enquanto que 18%apresentaram TSN maiores que 512. O isolamento viral a partirda fração leucocitaria desses bovinos, confirmou a presençado vírus em quatro bovinos aparentemente saudáveis e deum bezerro com sintomatologia respiratória. Os cinco isoladosvirais não apresentaram efeito citopático nos cultivos celulares.
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Introdução

O vírus da Diarréia Viral Bovina(VDVB) causa uma das doenças virais,mas importantes do trato gastrointestinale reprodutivo dos bovinos. O agenteetiológico é um vírus RNA, que possuíenvelope, pertencente à família
Flaviviridae, gênero Pestivirus1. As infecçõespor este vírus levam a formas variadasde manifestações clínicas ou subclínicastais como lesões orais, ulcerações eerosões no aparelho digestivo, abortos,malformações congênitas e mortalidadeneonatal, cios repetidos, infertilidade oudiminuição da produção de leite2.Os padrões clínicos da infecçãopré-natal e pos-natal dentro do rebanhodependerá da interação de vários fatores,tais como a idade do animal, estadoimunológico e a cepa do vírus infectante.A infecção de vacas prenhes com umacepa não citopatogenica antes do

amadurecimento do sistema imune dofeto, pode resultar em nascimentos debezerros persistentemente infectados (PI).Estes bezerros PI são soronegativos,eliminam vírus e são imunotolerantes aovírus infectante homologo, mas existe apossibilidade de eles se infectarem comuma cepa citopática de VDVB econtraírem a enfermidade fatal Doençadas Mucosas3.A prevenção da infecção pré-natale nascimentos de animais PI constituema base do controle da doença o qualimplica um estrito controle de vacas mãese filhos. Bovinos que nascem PIrepresentam um fator de perpetuidadedo vírus no rebanho, conseqüentementeé importante sua detecção e remoção doplantel. Uma eficiente estratégia para ocontrole da doença depende doconhecimento da epidemiologia dainfecção, do estado imunológico dorebanho, e principalmente para o feto ou
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bezerro, de um diagnóstico confiável 3,4,5.No estado da Bahia, os estudosa respeito da ocorrência da doençaforam realizados por Galvão, Ribeiro eRodrigues6 e Ribeiro et al.7. Desde então,os estudos cessaram e não foramadotadas medidas de controle. Portanto,o propósito desta pesquisa foi conhecera situação atual da Diarréia Viral Bovina,através de um estudo sorológico eisolamento do vírus que circula napopulação bovina regional.
Material e Método

Amostragem

Foram uti l izados bovinos(n=156), machos e fêmeas, de um aquatro anos de idade,  de oi topropriedades provenientes de municípiosdiferentes do estado da Bahia, semantecedentes de vacinação, nemdiagnóstico prévio de Diarréia ViralBovina. O número de amostras de cadarebanho correspondeu no mínimo, a10% da população bovina total. Tambémforam obtidas amostras (n=64) domatadouro local de bovinos (mesmascondições) provenientes de outros trêsmunicípios diferentes.
Cultura de células

A linhagem celular utilizada foiMadin Darby Bovine Kidney (MDBK)livre de VDVB, cultivada em MinimumEssential Medium-Eagle (MEM-E,GIBCO BRL, Grand Island, NY)suplementado com 10% de soro fetalbovino inativado (GIBCO BRL, GrandIsland, NY)) e livre de VDVB.
Vírus

O vírus utilizado foi o VDVB-cepa NADL, biotipo citopático (NationalVeterinary Service Laboratories-USDA-USA) inoculado a uma multiplicidade deinfecção (MOI) de 0,63 em monocamadasde MDBK. O título infeccioso do vírus
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cepa NADL obtido foi de 108,9 DICT50/ml, calculado segundo o método de Reede Muench10.
Técnica de Soroneutralização

A reação de soroneutralizaçãopara titulação de anticorpos foi realizadasegundo Carbrey, Brow e Chow8. O totaldos soros (n=220) foi inativados a 56°Cdurante 30 minutos, posteriormentediluídos em base dupla desde 1:4,misturados com 100 DICT50,  eincubados a 37°C durante 1 hora. Amistura soro-výrus foi inoculada emcé lu las  MDBK cu l t ivadas  emmicroplacas de 96 poços. Após 96 horasa 37°C em atmosfera de 5.00% de CO2,foi realizada a leitura por efeito citopático.O título soroneutralizante (TSN) foiexpresso como o inverso da diluiçãocapaz de neutralizar 100 DICT50 em50,00% dos poços seguindo o métodode Reed e Muench10 .Em cada prova foram realizadosos seguintes controles: controle datitulação do vírus VDVB, controle desoros negativo e positivo de títuloconhecido e controle de células MDBK.
Isolamento viral

A partir da fração leucocitária

De um total de 220 bovinostestados sorologicamente, 145 animaisforam utilizados para isolamento viral dafração leucocitária. A fração leucocitáriado sangue foi obtida após a lise dehemáceas com NH4Cl 0,15M a 37 ºCdurante 10 minutos. Este processo foirepetido por 3 vezes.  Por último umalavagem com uma solução de PBS (ClNa135 mM, ClK 2,7 mM, HPO4Na2.7 H
2O 8mM, PO4H2K 1,5mM, pH 7,2-7,4),e logo ressuspendida em meio MEM-E com 2,00% de soro eqüino (SigmaChemical Co, St Louis, MO) para sercongelada a -20°C.  A fração leucocitariafoi co-cultivada com  células MDBK emmeio MEM-E com 5.00% de soro fetal
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bovino inativado, HEPES 0.02M, esolução de antibiótico/antimicótico(Fungizone -GIBCO BRL, GrandIsland, NY), em microplacas de 24poços, a 37°C em estufa com atmosferade 5.00% de CO2. As culturas celulareseram examinadas diariamente e apósquatro dias, submetidas a um ciclo decongelamento e descongelamento, pararealizar com o sobrenadante mais 3passagens em células. A última passagem(4a passagem) foi feita em tubosLeighton. Após três dias de incubação a37°C, as lamínulas com células MDBKforam fixadas em acetona (100,00%) a -20°C por 10 minutos e submetidas àtécnica de imunofluorescência indiretapara detecção do antígeno viral.
A partir da secreção nasal

A amostra de secreção nasal foicolhida com swabs estéreis e transportadaem meio de cultura MEM-E comantibiótico/antimicotico (Fungizone -GIBCO BRL, Grand Island, NY).Posteriormente, foi centrifugada a 6000rpm por 20 min a 10°C, e o sobrenadantefoi inoculado em culturas de célulasMDBK seguindo o mesmoprocedimento para a fração leucocitaria.
Imunofluorescência indireta

As lamínulas fixadas foramincubadas com soro hiperimune caprinoanti-BVDV (1:2000) (VMRD-Washington- USA) e incubadas comconjugado anti-IgG caprino-FITC (1:400-Sigma Chemical Co, St Louis, MO.). Umalavagem final de 3 minutos foi feita comazul de Evans 0,01%. As lamínulas forammontadas em lâminas com glicerina (50%em solução PBS) e observadas nomicroscópio de fluorescência.
Análise estatística

Para a análise estatística, foicalculada a prevalência e o intervalo deconfiança de 95 % com aproximação

normal para as prevalências pontuais11 .
Resultados

Detecção de anticorpos soroneutralizantes

Os resultados obtidos com atécnica de soroneutralização mostramque das 220 amostras analisadas, 124(56%)  foram soropositivas.  Na Tabela1 estão expostos os resultados nosdiferentes rebanhos. Nela observa-se quea prevalência de anticorpos variou de 20a 87,50%, sendo que na maioria dosrebanhos a porcentagem de animaissoropositivos foi, no mínimo, de 50,00%.No caso dos rebanhos B e C, estestiveram uma maior porcentagem desoronegativos. No matadouro, oresultado coincidiu com os dadosobtidos dos rebanhos já que tambémsuperou o 50,00% de soropositividade.Quando foram avaliados osresultados em relação ao sexo dosanimais, observou-se que de 87machos ,  47  ( 54%)  fo r amsoropositivos, enquanto que de 133fêmeas, 77 (58%) foram positivas. Estadiferença não foi estatisticamentesignificativa (RP=0,93 [0,73 � 1,18]%).Dos 124 soros positivos, foramprocessadas 92 amostras para a titulaçãodos anticorpos neutralizantes. Como podeser observado na Tabela 2, as amostrasforam divididas em cinco grupos segundoo título obtido. Do total das amostrasavaliadas, 25 (27%) apresentaram TSNiguais ou maiores do que 4 até 32, 26amostras (28%) com títulos maiores doque 32 até 128, 25 (27%) com TSNmaiores do que 128 até 512, 10 (11,20%)maiores do que 512 até 1024 e finalmente6 amostras (6,80%) apresentaram TSNmaiores do que 1024.
Isolamento Viral

Isolamento do VDVB  da  fração leucocitária

Das  amost ras  da  f raçãoleucocitaria analisadas (n=145), o BVDV
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Tabela 1
Detecção de anticorpos neutralizantes contra o vírus da diarréia viral bovina em 220 soros bovinos de diferentes
rebanhos. Bahia, 2001

Tabela 2
Titulação de anticorpos neutralizantes contra vdbv em 92 amostras de soros bovinos. Bahia, 2001

Tabela 3
Isolamento do VDVB e título de anticorpos nuetralizantes nos animais infectados Bahia, 2001

REBANHO N° AMOSTRAS (n=220) SOROS POSITIVOS (n=124)
N� % ∝ 95.00%

A 08 07 87,5 ±22,9
B 15 03 20 ±20
C 31 12 38,7 ±17,1
D 29 19 65,5 ±17,3
E 18 12 66,6 ±24,9
F 10 06 60 ±30
G 21 12 57,2 ±21,2
H 24 13 54,2 ±20

MATADOURO 64 40 62,5 ±12
N� � número de animais soropositivos no rebanho
% - porcentagem de animais soropositivos no rebanho
∝ 95.00% - intervalo de confiança de 95.00% (P<0,05)

TÍTULOS DOS ANTICORPOS NEUTRALIZANTRES (n=92) TOTAL DE
AMOSTRAS

>4-32 >32-128 >128-512 >512-1024 >1024
25 26 25 10 6 92

AMOSTRA 1 AMOSTRA 2
ANIMAL/REBANHO ISOLAMENTOVIRAL TSN ISOLAMENTO VIRAL TSN

01/D + 45 - 180
02/D + 120 - 1256
03/H + - - >4096

04/H-Bezerro + NR + NR
05/D-Bezerro + NR = NR

NR:  Não realizado TSN: Título Soroenutralizante =:  Morreu
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foi detectado em 3 (2%). A Tabela 3mostra os resultados obtidos noisolamento. Nesta observa-se que, duasamostras (01-02/D) pertenciam aorebanho D, cujo histórico incluíamortalidade de bezerros, embora osanimais adultos estivessem em boascondições de saúde. Os animais emquestão eram vacas da raça girolando,adultas, em lactação, com idadeaproximada de quatro anos queapresentavam anticorpos neutralizantesde TSN 44,  7 ,  e  TSN 119,5 ,respectivamente.  A terceira amostra (03/H) provinha do rebanho H, cujohistórico incluía abortos e repetições decio. A amostra provinha de uma vaca,com idade aproximada de quatro anos,em lactação, condição corporal razoável

e soronegativa à titulação de anticorpos.Uma outra amostra (04/H) que provinhadeste mesmo rebanho H também foipositiva, sendo que correspondia aobezerro-filho desta vaca. A segundaamostra de sangue e/ou soro destesanimais foram analisadas entre um atéseis meses depois. Nas duas vacas dorebanho D, não foi possível isolar oVDVB a partir da fração leucocitária dasegunda amostra. Estes animaisapresentaram aumento de quatro vezesno título de anticorpos de TSN 44,7 para177,8 e TSN 119,5 para 1256 (Tabela3). No caso da vaca do rebanho H (03/H) foi notificado que havia sido vacinadacom uma vacina comercial inativadacontra o VDVB. Ao avaliar o título deanticorpos, este mostrou um valor
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Discussão

O VDVB encontra-sedisseminado pelos rebanhos bovinos emtodo o mundo e relatos anterioresmostram a ocorrência deste vírustambém no Brasil9,12,13,14. Nesta pesquisa,encont ramos  56% de  an ima i ssoropositivos de um total de 220amostras analisadas. Em vista daprevalência de anticorpos encontradapara o VDVB, pode-se perceber que ainfecção pelo vírus é um fato freqüentenos rebanhos analisados. Na distribuiçãodos  t í tu los  de  ant i corpossoroneutralizantes, observamos que 82%das amostras apresentaram TSN até 512,enquanto que 18% apresentaram títulosmaiores do que 512. Nos anterioresestudos na Bahia6,7, não foram analisadosos títulos de anticorpos neutralizantes dosanimais, o que não permite a comparaçãocom estes dados. Entretanto, Figuereidoet al.15, com uma prevalência deanticorpos semelhante, encontrou títulosmenores ao analisar 287 amostras desoros bovinos no estado de MinasGerais, mostrando que 81,60% deamostras apresentaram títulos até adiluição 1:32. No nosso estudo,observamos que uma pequena

porcentagem (25.00%) teve títulos entre4 a 32, sendo que a maioria das amostras(75.00%) apresentou TSN maiores a 32.Na pesquisa realizada por Frederiksenet al.16, demonstraram que em animaisinfectados natural e experimentalmente,os títulos de anticorpos neutralizantescontra o VDVB variam de 256 a 4096 enunca menores do que 64, inclusive trêsanos após a infecção. Por outra lado,estudos epidemiológicos demonstramque a soropositividade entre animaisjovens é indicativo de infecção recente eque,  existe uma alta probabilidade daexistência de animais PI dentro  dessesrebanhos17,18. A eliminação destes animaisé um dos principais objetivos dosprogramas de controle da doença, já queeles são os responsáveis pela manutençãodo vírus no rebanho2,3,5 .A presença do VDVB na fraçãoleucocitária não diferencia infecçõesagudas e persistentes, sendo necessáriasanálises de amostras seriadas após 1 mêsou mais do mesmo animal. Neste caso ovírus será detectado na segunda amostrade sangue do animal PI, não assim nocaso de animais com infecção aguda5,17.No nosso estudo, detectamos apresença do vírus na fração leucocitariade três bovinos aparentemente saudáveis,sem sintomas da doença. É provável quedois deles, estivessem passando porinfecção aguda e não fossem animaispersistentemente infectados, já que o vírusnão foi isolado na segunda amostra eapresentaram uma soroconversão comaumento em quatro vezes dos títulos deanticorpos. Em relação ao terceiroanimal, a possibilidade de ser um animalpersistentemente infectado não deve serdescartada. O VDVB foi detectado naprimeira amostra da fração leucocitaria,quando o animal era soronegativo, masnão foi isolado na segunda amostra.Neste caso a não detecção do vírus podeser atribuída aos altos títulos de anticorpossoroneutralizantes possivelmentedecorrentes da vacinação, anterior acoleta da segunda amostra. Sabe-se quealtos níveis de anticorpos formamcomplexos imunes vírus-anticorpos quepodem prejudicar o isolamento do víruscirculante no sangue19 . Um dado
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notoriamente alto sendo igual ou maiordo que 4096 e o isolamento viral foinegativo (Tabela 3). Entretanto, nobezerro-filho (04/H) desta vaca a segundaamostra da fração leucocitaria (após ummês) foi positiva ao isolamento viral.
Isolamento do VDVB de secreção nasal

O VDVB foi isolado na secreçãonasal de um bezerro de três meses deidade (Tabela 3). O bezerro procediado rebanho D, cujo histórico incluía umasíndrome que acometia animais de atéseis meses de idade, caracterizada poranorexia, perda de peso, alopecia,secreção nasal e ocular, finalmentediarréia seguida de morte. Entretanto,não foi possível a detecção do vírus nafração leucocitária deste animal. O vírusisolado também não apresentou efeitocitopático no cultivo celular.
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Conclusões

No presente estudo, a pesquisasorológica demonstrou a incidênciaatual da infecção por VDVB nosrebanhos bovinos da região, assimcomo pela primeira vez na Bahia, oisolamento do vírus, o que monstrainfecções virais ativas nos animaisjovens. Contudo, são necessários maisestudos, principalmente em relação àcaracterização antigênica e genéticadesses isolados, para uma melhorcompreensão da biologia do vírus quecircula no meio. No entanto, em vistada prevalência de 56% encontrada,torna importante alertar sobre ocontrole desta doença, percebendo queas conseqüências deste descaso são osprejuízos decorrentes do caráter, asvezes, sub-clinico da doença commenor produtividade no rebanho.
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interessante é que na ocasião da coletada segunda amostra,  esta vacaencontrava-se lactante. A análise da fraçãoleucocitária do bezerro filho desta vacarevelou a presença do vírus no sangue(quarto isolamento), fato confirmadocom a análise de amostras pareadas nointervalo de um mês. Este resultadoindicaria a possibilidade de que mãe e filhofossem animais com infecção persistente,já que uma fêmea PI que chega areprodução produz um bezerro PI.Em relação ao quinto isolamentodo VDVB, da secreção nasal do bezerrode três meses de idade, mostra que animalestava passando nesse momento por umainfecção aguda. Ele provinha do rebanhoD, o mesmo no qual foi isolado o vírusda fração leucocitária de duas vacas,corroborando ainda mais com a hipótesede infecção aguda. O bezerro apresentavasinais clínicos condizentes com a infecçãoaguda pelo VDVB. Acredita-se que adoença aguda severa relacionada à altamortalidade entre animais jovens sejacausada pelo VDVB-2. Este genótipoestá relacionado a surtos de síndromehemorrágica,  caracterizada porleucopenia ,  febre ,  d ia r ré ia ,trombocitopenia, hemorragia e morte20,21.Os isolados, tanto da fraçãoleucocitária como da secreção nasalobtidos no presente estudo nãoapresentaram efeito citopático noscultivos celulares, resultados que

Summary

In this research we analyzed the presence of Bovine viraldiarrhea virus in young bovines.  We performed  a serologicalstudy and viral isolament in 220 bovines from differentcounties. The serum-neutralization assay  detected 123 (56%)positive bovines to BVDV and  showed that 82%   of thesamples had SNT up to 512  and 18 %, more than 512.  It wascollected  the buffy coats from these bovines to performed theviral isolament in culture cells and the presence of the viruswas confirmed in four healthy bovines and one calves withrespiratory symptoms.  The  five viral isolaments are non-citophatic strains.
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coincidem com outros autores que citamque o biótipo não citopático é onormalmente isolado no campo3,9,12.
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