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ABSTRACT.- Scherer C.EC., Flores E.E, Weiblen R., Kreutz L.C., Diirr J.W., Brum L.P., Quadros
VL. & Lima, M. 2000.[A rapid virus-neutralization test for detection of antibodies against
bovine viral diarrhea virus (BVDV) in milk.] Técnica rapida de neutralizagao viral para
pesquisa de anticorpos contra o virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) no leite. Pesquisa
Veterindria Brasileira 20(2):45-50. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva,
Universidade Federal de Santa Maria, 97105-900 Santa Maria, RS, Brazil.

The identification of bovine viral diarrhea virus (BVDV) positive herds through detection
of antibodies in milk may viabilize large scale control/eradication programs. With this
objective, the virus neutralization test (VN) was adapted to detect BVDV antibodies in milk.
The adaptation consisted of a reduction in the time of incubation followed by detection of
viral antigens in the indicator cells by immunofluorescence (IFA) and allowed readings at 24
hours. The rapid virus neutralization test (RVN) was initially tested in 1,335 serum samples,
showing a 93.7% sensitivity and 91.1% agreement with the traditional VN. The RVN was also
used to test 423 bovine sera that were toxic for cell culture in the traditional VN test, detecting
316 (74.7%) positive samples. Testing of matched serum and milk samples from BVDV
seropositive cows showed that the VNR can detect antibodies in the milk of cows with
serum neutralizing titers as low as 10. Anti-BVDV neutralizing activity was detected in milk
of 97.4% (191/196) of cows with serum titers 3320; in 92.9% (79/85) of cows with titers of 160;
in 88% (59/67) of cows with serum titers of 80. The frequency of BVDV antibodies in milk
was 76.9% (40/52) for cows with serum titers of 40; 61.3% (19/31) for cows with titers of 20
and 33.3% (10/30) for cows with serum titers of 20. These results demonstrate that the RVN
test is adequate for detecting BVDV antibodies in milk, mainly in cows having moderate to
high serum titers, and therefore may be used for testing bulk milk samples to identify herds
with viral activity. The use of this test may viabilize large scale programs for control/eradication
of BVDV infection. It allows to assay a large number of samples and identify positive herds
through testing milk routinely submitted for somatic cell counts (SCC), reducing costs with
individual sample collection, shipping and testing.
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RESUMO.- A identificacao de rebanhos positivos para o virus
da Diarréia Viral Bovina (BVDV) através de deteccao de
anticorpos no leite pode viabilizar programas de controle em
larga escala. Com esse objetivo, a técnica de soro-
neutralizagao (SN) foi adaptada para a pesquisa de anticorpos
em amostras de leite. A adaptag¢ao consistiu na redugao do
tempo de incubacao do teste, seguida da deteccao de
antigenos virais por imunofluorescéncia. A reducao do tem-
po de incuba¢ao minimizou os efeitos toxicos do leite sobre
as células de cultivo, além de permitir a obtengao dos resul-
tados em 24 horas. A técnica rapida (SNR) foi inicialmente
testada em 1.335 amostras de soro bovino, apresentando
sensibilidade de 93,7% e concordéncia de 91,1% em relagao a
SN tradicional. A SNR foi também utilizada para testar 423
amostras de soro bovino que apresentaram toxicidade para
as células na SN tradicional, detectando 316 (74,7%) amos-
tras positivas. O teste de amostras de soro e leite de 520
vacas em lactagao demonstrou que a SNR pode detectar
anticorpos no leite de vacas com titulos séricos a partir de
10. Atividade neutralizante anti-BVDV no leite foi detectada
em 97,4% (191/196) de vacas com titulos séricos 3 320; em
92,9% (79/85) de vacas com titulos de 160; em 88% (59/67) de
vacas titulos de 80. A freqiiéncia de animais positivos na SNR
foi de 76,9% (40/52) para animais com titulos séricos de 40;
61,3% (19/31) com titulos de 20 e de 33,3% (10/30) para vacas
com titulos de 10. Esses resultados demonstram que a técni-
ca de SNR é adequada para a pesquisa de anticorpos anti-
BVDV no leite, principalmente em animais com titulos mode-
rados e altos de anticorpos. Essa técnica pode ser utilizada
para testar amostras coletivas de leite e identificar rebanhos
com atividade viral. A utilizagao dessa técnica pode viabilizar
programas regionais de combate a infec¢ao, pois permite
testar um grande niimero de amostras e identificar rebanhos
positivos através do leite enviado rotineiramente para conta-
gem de células somaticas (CCS), reduzindo significativamen-
te os custos com a coleta individual, transporte e teste de
amostras.

TERMOS DE INDEXACAQ: Virus da Diarréia Viral Bovina, BVDV, di-
agnostico, leite, anticorpos.

INTRODUCAO

O virus da Diarréia Viral Bovina (bovine viral diarrhea virus,
BVDV) é um dos patégenos mais importantes de bovinos e
causa prejuizos significativos para a pecuaria bovina em todo
o mundo (Baker 1995). O BVDV é um virus RNA de polaridade
positiva, com envelope, pertencente a familia Flaviviridae,
género Pestivirus (Francki et al. 1991). A infec¢ao pos-natal
de bovinos pelo BVDV pode resultar em infec¢ao subclinica,
doenga respiratoria ou digestiva (Diarréia Viral Bovina, BVD),
Doenga das Mucosas (DM) e BVD aguda/hemorrégica (Corapi
et al. 1989, Baker 1995). A infec¢ao de fémeas prenhes
freqiientemente resulta em transmissao transplacentaria do
virus, ocasionando perdas embrionarias ou fetais, malforma-
¢oes, mortalidade perinatal e o nascimento de bezerros per-
sistentemente infectados (Pl) (Baker 1995). Os animais Pl
excretam o virus continuamente e constituem-se na princi-
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pal fonte de disseminagao do virus (Brownlie 1990, Baker
1995). Por isso, o controle da infec¢ao pelo BVDV deve ser
direcionado para a detecgao e eliminagao dos animais Pl, além
da vacinagao sistematica de fémeas soronegativas para pre-
venir a infecgao fetal (Dubovi 1992).

Programas de controle e erradicagao da infeccao pelo
BVDV sem o uso de vacinas tém sido implementados em al-
guns paises europeus. Esses programas sao voluntarios e ba-
seiam-se na identificacdo de rebanhos infectados e certificacao
de rebanhos livres, seguidos do descarte dos animais Pl das
propriedades positivas (Lindberg & Alenius 1999). Rebanhos
que possuem animais Pl podem ser identificados por
sorologia, ja que a presenca do virus resulta em niveis altos
de anticorpos na maioria dos animais (Houe 1995). Vérias
estratégias tém sido utilizadas para a triagem e identificacao
inicial desses rebanhos: (1) Sorologia de amostras individu-
ais de animais jovens ou de todo o rebanho; (2) Sorologia em
amostras coletivas (pool) de soro de animais entre oito e 24
meses de idade; (3) Deteccao de anticorpos em amostras in-
dividuais de leite; (4) Sorologia em amostras coletivas de lei-
te (Niskanen 1993, Alenius et al. 1996, Paton et al. 1998).
Nesses programas, a utilizacao de um teste imunoenzimatico
do tipo ELISA para a pesquisa de anticorpos em amostras
coletivas de leite tem viabilizado a realizacao de triagens de
rebanhos em grande escala (Niskanen et al. 1991, Paton et al.
1998). Os niveis de anticorpos em amostras coletivas de leite
possuem uma boa correlagao com a atividade viral e com a
propor¢ao de animais soropositivos nos rebanhos (Niskanen
1993, Beaudeau et al. 2001).

A infeccao pelo BVDV esta amplamente difundida no re-
banho bovino do Brasil (Botton et al. 1998, Pituco & Del Fava
1998, Roehe et al. 1998). Na auséncia de programas oficiais
de combate a infec¢ao, programas voluntarios de controle
através de vacinacao e eliminagao de animais PI tém sido re-
comendados e ocasionalmente adotados por produtores. Essa
pratica, no entanto, é ocasional e nao sistematica, sendo ado-
tada em uma pequena parcela dos rebanhos. Programas ofi-
ciais ou voluntarios de controle em grande escala poderiam
ser viabilizados técnica e economicamente pela disponibili-
dade de um teste para triagem e identificacao de rebanhos
infectados.

Os objetivos desse estudo foram adaptar a técnica
sorologica de soro-neutralizacao (SN) para a deteccao de
anticorpos no leite. A SN é uma das técnicas sorolégicas pa-
drao e tem sido utilizada mundialmente para a deteccao de
anticorpos contrao BVDV em amostras de soro (Brock 1995).

MATERIAL E METODOS

Células e virus

Os procedimentos de multiplicagao, quantificacao de virus e
testes de soro-neutralizagao (SN) foram realizados com células MDBK
(Madin Darby bovine kidney; American Type Culture Collection, CCL-
22) livres de pestivirus. As células foram cultivadas em meio essencial
minimo (MEM), com penicilina (35mg/L), estreptomicina (200mgj/L),
suplementado com 5% de soro eqiiino. A cepa padrao de BVDV Singer
utilizada nos testes de neutralizagio viral foi cedida pelo Dr Ruben
Donis (University of Nebraska, Lincoln, NE, USA).
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Amostras de soro e leite

Foram testadas 1758 amostras de soro bovino, pertencentes a
propriedades do Estado do Rio Grande do Sul, enviadas ao Setor
de Virologia da UFSM para pesquisa de anticorpos contra o BVDV.
Dessas amostras, 423 haviam sido previamente consideradas
toxicas para as células de cultivo na SN tradicional. Para a detec¢ao
de anticorpos no soro e leite foram testadas amostras coletadas
de 520 vacas em lactagao, provenientes de 12 rebanhos leiteiros
localizados na regiao central do Rio Grande do Sul. As aliquotas de
leite foram enviadas sem resfriamento, com adi¢ao do conservante
Bronopol (2-bromo-2nitropropane-1, 3-diol). Para a realizagao dos
testes sorologicos, as amostras de leite foram previamente
centrifugadas a 3.000 xg por 15min a 4°C. A fase aquosa situada
abaixo da camada de gordura foi coletada e inativada a 56°C por
30 min. As amostras de soro foram submetidas ao mesmo
tratamento de inativagao.

Pesquisa de anticorpos

Amostras de soro foram testadas para a presenca de anticorpos
neutralizantes contra o BVDV em paralelo, através das técnicas de
soro-neutralizagao tradicional (SN) e soro-neutralizag¢ao rapida (SNR).
As amostras de leite foram testadas através da SNR.

Soro-neutralizagao (SN). Os testes foram realizados em placas
de poliestireno de 96 cavidades, utilizando uma dilui¢ao constante
do soro (1:10) frente a 100 DICC, (doses infectantes para 50% dos
cultivos celulares/cavidade) da cepa de BVDV citopatica Singer. A
quantificacao dos anticorpos foi realizada pela incubagao de dilui¢oes
na base 2 crescentes do soro frente a doses constantes do virus.
Ap6s incubagao da mistura soro-virus por 2h a 37°C, uma suspensao
de células MDBK foi adicionada, seguida de incubagiao em estufa de
€0, a37°C. Aleitura dos testes foi realizada ap6s 96h de incubagao,
através do monitoramento do efeito citopatico (ECP). Nos testes
qualitativos, a auséncia de ECP indicou neutralizagao viral na diluicao
utilizada. Nos testes quantitativos, foram considerados titulos de
anticorpos neutralizantes as reciprocas das maiores diluicoes do
soro capazes de inibir a replicagao viral e a conseqiiente produ¢ao
de ECP.

Soro-neutralizacao rapida (SNR). Aliquotas de soro ou leite
foram diluidas 1:10 em MEM contendo 100 DICC,, do virus por 2h
a 37°C. Ao final desse periodo, uma suspensao de células MDBK foi
adicionada e homogeneizada com a mistura soro-virus ou leite-virus.
Uma aliquota dessa suspensao (50mL) foi entao depositada sobre
uma area circular de 3mm de didmetro delimitada por Teflon em
laminas de microscopia do tipo multispot. As laminas foram incubadas
em cdmara (mida em estufa de CO, a 37°C durante 20h. As laminas
contendo os tapetes celulares foram fixadas em acetona gelada por
5min, secas ao ar e submetidas a imunofluorescéncia indireta (IFA)
para a detec¢do de antigenos virais. O teste de IFA foi realizado de
acordo com protocolo-padrao (Flores & Donis 1995), utilizando-se
um anticorpo monoclonal anti-BVDV (Kreutz et al. 2000) como
anticorpo primario e um conjugado anti-lgG de camundongo/FITC
(Sigma). Amostras sabidamente positivas de soro e leite foram
utilizadas como controles. A detec¢ao de antigenos virais nas células
inoculadas com as respectivas dilui¢oes do soro ou leite indicou a
auséncia de neutralizagao viral.

Os resultados dos testes de 1.335 amostras de soro obtidos na
SNR foram comparados com os resultados obtidos na técnica de SN
tradicional. Os parametros sensibilidade, especificidade, valores
preditivos positivos e negativos da SNR foram calculados de acordo
com Coggon et al. (1993) e o indice de concordancia (k) foi calculado
e interpretado de acordo com Riegelman et al. (1991).

RESULTADOS

Os resultados dos testes de soro-neutralizagao tradicional (SN)
e do teste rapido (SNR) realizados em paralelo em 1335 amos-
tras de soro bovino estao apresentados no Quadro 1. Os dois
testes produziram resultados iguais em 1.216 amostras
(91,1%), sendo 639 positivas e 577 negativas. O teste modifi-
cado apresentou sensibilidade de 93,7%; especificidade de
88,4%; valor preditivo positivo 89,4% e valor preditivo negati-
vo de 93,1% em relagao ao teste tradicional. O indice de con-
cordancia k entre os testes foi de 0,81, o que indica correla-
¢ao muito boa entre as técnicas (Riegelman et al. 1981). O
teste rapido detectou 76 amostras positivas a mais do que o
teste tradicional, mas falhou em detectar 43 amostras que
foram positivas na SN. Dentre essas tltimas, 41 apresenta-
vam titulos de 10 e duas apresentavam titulos de 20 (dados
nao apresentados). A técnica de SNR foi também utilizada

Quadro 1. Comparagao das técnicas de soro-neutralizagao (SN) e
soro-neutralizacao rapida (SNR) para a detec¢ao de anticorpos
contra o virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) em amostras de

soro bovino
Técnica Soroneutralizagao rapida (SN)
Positivos Negativos  Total
Soro-neutralizagao  Positivos 639 76 715
rapida (SNR) Negativos 43 577 620
Total 682 653 1335

Quadro 2. Comparagao entre as técnicas de soro-neutralizagao
(SN) e técnica rapida de soro-neutralizagao (SNR) para detec¢ao de
anticorpos neutralizantes contra o virus da Diarréia Viral Bovina
(BVDV) em amostras de soro e leite de vacas em lactagao

Técnica Anticorpos no leite (SNR)
Anticorpos Positiva Positivas  Negativas Total
no soro (SN)  Negativas 398(76,3%) 63(12,3%) 461

Total 7(1,3%) 52(10%) 59

Quadro 3. Detecgdo de anticorpos neutralizantes contra o virus da
Diarréia Viral Bovina (BVDV), através da técnica rapida de soro-
neutralizacao (SNR) em amostras de leite de vacas soropositivas

para o BVDV
Titulo n Anticorpos no leite
Sérico? Positivos? (%) Negativos (%)
2320 196 191 (97 ,4) 5(2,6)
160 85 79 (92,9) 6(7,1)
80 67 59 (88) 8(12,0)
40 52 40 (76,9) 12 (23,1)
20 31 19 (61,3) 12 (38,7)
10 30 10 (33,3) 20 (64,7)
Total 461 398(86,3) 63 (13,7)

a Titulo de anticorpos neutralizantes no soro, através da técnica de soro-
neutralizagao.
b Ntimero de amostras com titulos 310 na técnica de SNR.
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para testar 423 amostras de soro que apresentaram toxicidade
para as células na SN tradicional. Das amostras testadas, 316
(74,7%) foram positivas no teste de SNR. Amostras de soro e
leite de 520 vacas em lactagao foram testadas pela técnica de
SN (soro) e SNR (leite) para verificar a associagao entre
soropositividade e presenga de anticorpos no leite. De 461
amostras de leite de vacas soropositivas ao BVDV, 397 ani-
mais (86,1%) possuiam atividade neutralizante anti-BVDV no
leite (Quadro 2). Sessenta e quatro amostras de leite (12,3%)
de animais soropositivos foram negativas na SNR. Dentre as
amostras de leite de 59 animais soronegativos examinadas,
52 (88,1%) eram negativas para anticorpos, mas 7 amostras
(11,8%) foram positivas na SNR. Essas amostras possuiam ti-
tulo de 10 na SNR. Considerando a técnica de SN para a
detecgdo de anticorpos no soro como referéncia, esses resul-
tados indicam a ocorréncia de 7 (1,34%) falsos-positivos e 64
(12,3%) falsos-negativos na SNR.

Para investigar uma possivel associacao entre titulos
séricos e positividade na SNR (leite), as amostras de soro de
461 vacas que foram positivas na SN (diluicao de 1:10) foram
submetidas a quantificacao dos anticorpos através de SN
quantitativa, utilizando dilui¢oes crescentes do soro frente a
doses constantes do virus. Os resultados estao apresentados
no Quadro 3. Os testes de amostras de soro e leite de vacas
soropositivas demonstraram que a técnica de SNR é capaz de
detectar anticorpos no leite de vacas que possuem titulos a
partir de 10. No entanto, animais com titulos séricos entre
10 e 40 freqiientemente nao apresentam niveis detectaveis
de anticorpos no leite, como demonstrado pelo percentual
geral de amostras negativas nos animais com esses titulos
(Quadro 3). Em animais com titulos séricos a partir de 80, a
correlagao entre soropositividade e presenca de anticorpos
no leite aumentou progressivamente. A freqiiéncia de
positividade no teste do leite variou com os titulos séricos,
entre 33,3% (10/30) em vacas com titulos de 10 e 97,4% (191/
196) em animais com titulos >320.

DISCUSSAO

A redugao do tempo de incubagao do teste de SN, viabilizada
pela deteccao de antigenos virais por imunofluo-rescéncia,
minimizou os efeitos toxicos para as células de cultivo per-
mitindo a pesquisa de anticorpos contra o BVDV em amos-
tras de leite. A adaptagao da técnica também permitiu o tes-
te de amostras toxicas de soro, além de reduzir significativa-
. mente o tempo para obten¢ao dos resultados. A possibilida-
de de se identificar rebanhos com atividade viral através do
exame de amostras de leite coletadas de recipientes coleti-
vos pode representar um avango importante para o controle
da infec¢ao pelo BVDV em gado leiteiro, principalmente no
Brasil, onde o teste de ELISA para a detec¢do de anticorpos
no leite ainda nao é utilizado.

A técnica de SNR foi padronizada em amostras de soro,
comparando-se os seus resultados com os resultados da SN
tradicional. Durante a padronizagao, as possiveis conseqiién-
cias da redugao do tempo de incubagao foram investigadas,
pois a incubagao de 20h poderia ser insuficiente para a pro-
dugao de antigenos virais em quantidades detectaveis pela
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IFA. Isso pode explicar parte dos 76 resultados_positivos na
SNR e negativos na SN (Quadro 1). No entanto, o teste de 228
amostras de soro de rebanhos negativos para o BVDV através
da SNR nao resultou em nenhum resultado positivo (resulta-
dos nao mostrados). Da.mesma forma, 41 das 43 amostras
de soro identificadas como positivas apenas na SN tradicio-
nal apresentavam titulos baixos (1:10). Portanto, as discre-
pancias nos resultados dos testes ocorreram quase exclusiva-
mente em amostras de soro com niveis baixos de anticorpos
e certamente refletem diferengas de sensibilidade entre as
técnicas. Como a SNR destina-se a detectar amostras de leite
com titulos altos, a falha em detectar amostras com titulos
baixos de anticorpos nao compromete a sua utilizagao.

O desenvolvimento de um teste ELISA para a detecgao de
anticorpos anti-BVDV em amostras coletivas de leite (Niskanen
et al. 1991), aliado a correlagao existente entre o nivel de
anticorpos no leite e a propor¢ao de animais soropositivos
nos rebanhos (Niskanen 1993, Beaudeau et al. 2001), tem
impulsionado programas de vigilancia, controle e erradicagcao
da infec¢ao pelo BVDV nos paises escandinavos (Paton et al.
1998, Lindberg & Alenius 1999). Testes sorolégicos em amos-
tras coletadas de recipientes coletivos tém sido utilizados
para triagem inicial dos rebanhos. De acordo com os niveis
de anticorpos no leite (valores de absorbancia no teste de
ELISA), os rebanhos sao classificados em classes (0 a 5)
(Niskanen 1993). Esses valores refletiriam a propor¢ao de vacas
soropositivas e os niveis de anticorpos nesses animais, po-
dendo-se inferir a presenga ou nao de atividade viral e a pro-
vavel presenca de animais PI (Niskanen et al. 1991, Niskanen
1993, Lindberg & Alenius 1999). Recentemente, um teste ELISA
capaz de detectar mesmo rebanhos com baixa prevaléncia
de vacas em lactagao soropositivas ao BVDV foi descrito
(Beaudeau et al. 2001).

O objetivo principal da adaptacao do teste de SN para a
pesquisa de anticorpos anti-BVDV no leite foi viabilizar a sua
utilizagao para triagem de rebanhos leiteiros. O monitora-
mento soroldgico dos rebanhos através de exames do leite
deve ser combinado com procedimentos adicionais para a
identificacao dos animais PI nas propriedades que apresen-
tem niveis soroldgicos elevados (Niskanen 1993, Paton et al.
1998, Lindberg & Alenius 1999). Para isso, as amostras que
forem positivas no teste qualitativo (Diluicao 1:10 ou maior,
de acordo com o nivel que se deseje detectar) devem ser pos-
teriormente tituladas (através de um teste quantitativo de
neutralizagao viral). Os rebanhos com niveis altos de
anticorpos serao o alvo de procedimentos subseqiientes, pois
possuem atividade viral recente e potencialmente possuem
animais PI (Niskanen 1993, Houe 1995). A presen¢a de ani-
mais Pl pode ser confirmada através de isolamento do virus
de animais com idade entre 8 e 24 meses (Lindberg & Alenius
1999).

Os paises europeus que utilizam a detec¢ao de anticorpos
no leite para triagem de rebanhos nao utilizam vacina¢ao
contra o BVDV. Nesses casos, resultados positivos no teste
indicam necessariamente resposta a infeccao natural
(Niskanen 1993, Lindberg & Alenius 1999). No Brasil, embora
a vacinagao contra o BVDV seja praticada em uma parcela
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relativamente pequena dos rebanhos, anticorpos vacinais
podem potencialmente ser detectados pelo teste. Nesses ca-
sos, a identificagcao de rebanhos positivos pela triagem deve
ser seguida de investigacao do status vacinal de cada reba-
nho para determinar-se a origem da sorologia positiva.

A freqiiéncia de animais soropositivos que apresentou
anticorpos detectaveis no leite (329/397 ou 86,1%) deve ser
interpretada com cautela, pois a propor¢ao de animais com
titulos altos (160, 3320) examinada (281/420) foi muito alta.
Como pode ser observado no Quadro 3, a freqiiéncia de
positividade no leite aumenta com os titulos séricos. Animais
com titulos séricos altos sao freqlientemente positivos no
teste do leite, ao contrario de animais com titulos progressi-
vamente inferiores, que sao detectados com menor freqiién-
cia na SNR. Inclusive, varios animais soropositivos (n=63)
foram negativos no teste do leite, provavelmente portadores
de baixos titulos séricos. Além desses falsos-negativos na SNR,
amostras de leite de alguns animais soronegativos na SN (Di-
luicao de 1:10) foram positivas na SNR. A titulagao dos
anticorpos no leite desses animais revelou titulos de 10. A
ocorréncia de falsos-positivos na SNR pode ser devida a dife-
rencas de sensibilidade entre as técnicas ou a presenca de
fatores neutralizantes virais nao-especificos no leite, ou am-
bos. De qualquer forma, esses falsos-positivos na SNR repre-
sentaram uma pequena parcela das amostras, além de apre-
sentarem titulos neutralizantes baixos no leite. Consideran-
do-se a detec¢ao paralela de anticorpos no leite (SNR) e soro
(SN), a sensibilidade da SNR (98,3%) foi superior ao indice de
95% relatado para um ELISA desenvolvido para detectar

anticorpos em amostras coletivas de leite (Beaudeau et al.

2001). O grande niimero de falsos-negativos na SNR, no en-
tanto, contribuiu para a baixa especificidade (45,2% do tes-
te). Com base nos resultados obtidos pelo teste paralelo de
soro-leite (Quadro 3), é provavel que a maioria desses falsos-
negativos na SNR sejam animais soropositivos com titulos
séricos baixos.

Além de diferengas de sensibilidade entre as técnicas de
SN e SNR, outros fatores podem ter contribuido para as dis-
crepancias nos resultados dos testes paralelos soro/leite. A
presenga, e os niveis de imunoglobulinas no leite podem ser
influenciados pelos niveis séricos de anticorpos, estagio de
lactagao, producao leiteira e presenca de reagoes inflamat6-
rias na glandula mamaria, entre outros (McGuire et al. 1975,
Perino et al. 1995). Portanto, embora exista uma certa corre-
lagao entre niveis séricos e lacteos de anticorpos especificos
para o BVDV, o grau dessa correlagao parece ser influenciado
por outros fatores que devem ser melhor investigados.

Embora a SNR falhe em detectar anticorpos no leite de
uma parcela consideravel de vacas que sao soropositivas ao
BVDV (sobretudo de animais com titulos séricos baixos e
moderados), o seu objetivo maior justifica a sua utilizacao. O
teste de amostras coletivas de leite através da SNR visa de-
tectar rebanhos com atividade viral atual ou recente. Esses
rebanhos geralmente possuem varios animais soropositivos
em lactagao, ou alguns animais com titulos altos. Rebanhos
com poucos animais soropositivos, e com titulos baixos ou
moderados de anticorpos, geralmente nao possuem animais

PI e portanto nao constituem-se em alvo de estratégias de
controle/erradica¢ao da infeccao (Niskanen 1993).
A redugao do tempo de incubagao também viabilizou o

. teste de amostras de soro que apresentaram toxicidade para

as células na SN tradicional. Dentre 11.210 amostras de soro
enviadas ao Laboratério de Virologia da UFSM para sorologia
do BVDV entre 1998 e 2000, 1.077 (9,6%) foram t6xicas para
o cultivo e nao puderam ser testadas na ocasiao (Dados nao
publicados). Portanto, a toxicidade é um achado freqiiente
em amostras de soro enviadas para diagnoéstico, o que mui-
tas vezes impossibilita o seu exame. A partir da modificacao
da técnica, amostras de soro que apresentarem toxicicidade
no teste de SN poderao ser retestadas pela SNR. A redugao
do tempo para obtencao dos resultados constitui-se em ou-
tro aspecto positivo da técnica modificada. O teste pode ser
completado em 24h, enquanto a SN tradicional requer entre
72 e 96h para leitura dos resultados.

Em resumo, a técnica de SNR para a detecgao de anticorpos
no leite pode constituir-se em uma importante ferramenta
para o monitoramento de rebanhos e o combate a infec¢cao
pelo BVDV em gado leiteiro. Quando aplicado a amostras
coletivas de leite, o teste permitira a identificacao de reba-
nhos com atividade viral e potencialmente portadores de
animais PI. A técnica pode ser aplicada também em estudos
epidemioldgicos, podendo fornecer informagoes sobre a
prevaléncia e distribui¢ao dos rebanhos positivos para o BVDV.
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