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Perfil da infec¢ao pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) em
um rebanho bovino leiteiro de alta produc¢ao e com programa

de vacinacao contra o BVDV?
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ABSTRACT.-- Dezen S., Otonel R.A.A,, Alfieri A.F, Lunardi M. & Alfieri A.A. 2013. [Bovine viral
diarrhea virus (BVDV) infection profile in a high production dairy herd with vaccina-
tion program against BVDV.] Perfil da infec¢do pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV)
em um rebanho bovino leiteiro de alta produg¢ao e com programa de vacinagao contra o BVDV.
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The profile of bovine viral diarrhea virus (BVDV) infection was studies in a high pro-
duction dairy herd selected based on a history of reproductive failures and regular vacci-
nation against BVDV. Virus identification was performed by RT-PCR and serological profi-
le was determined by virus-neutralization (VN). Initially, 100% (n=692) of the animals in
the herd were monitored for identification of an active infection by RT-PCR in sera. Four
months later, all positive animals (n=29) were retested by RT-PCR, along with newly born
animals (n=72), or those that had reproductive failures (n=36) in the interval. The RT-PCR
assay identified 27 transiently infected animals and three persistently infected (PI). Sero-
logy performed only in positive animals in the first RT-PCR and in cows with reproductive
failures between the first and second RT-PCR analysis, showed large variation VN antibody
titers and seroconversion in most animals. Increases in VN titers were demonstrated, with
variation between 3 and 8 log,, indicating virus circulation within the herd. Virus circula-
tion in the vaccinated herd evaluated in this study was likely responsible for reproductive
failures observed in cows with low VN titers and for fetal infections. These results demons-
trate that control of BVDV infection by regular vaccination in dairy cattle herds with PI
animals represents a great challenge for the prophylaxis of this infection.

INDEX TERMS: Diagnosis, bovine viral diarrhea virus, BVDV, persistent infection, RT-PCR, virus-neu-
tralization, vaccine.

RESUMO.- A infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina
(BVDV) foi avaliada em um rebanho bovino leiteiro de alta
producdo com histérico de problemas reprodutivos e de va-
cinacgdo regular contra o BVDV. A identificacdo do virus foi
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realizada por RT-PCR em soro sanguineo e o perfil sorold-
gico por virus-neutralizagdo. Inicialmente, 100% (n=692)
dos animais do rebanho foram avaliados com relagdo a
presenca de infecgdo ativa pelo BVDV por meio da RT-PCR.
Quatro meses ap6s, todos os animais positivos (n=29) na
primeira avaliagdo foram avaliados novamente pela RT-
-PCR, assim como todos os animais que nasceram (n=72)
e 0s que apresentaram problemas reprodutivos (n=36) no
intervalo entre a primeira e a segunda colheita de sangue.
Os resultados finais do estudo possibilitaram identificar 27
animais transitoriamente infectados e trés animais persis-
tentemente infectados (PI). A sorologia, realizada apenas
nos animais positivos na primeira avaliacido pela RT-PCR e
nas vacas que apresentaram problemas reprodutivos entre
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a primeira e a segunda RT-PCR, demonstrou grande flutu-
acdo nos titulos de anticorpos neutralizantes, além de so-
roconversao na maioria dos animais. Foram identificados
aumentos nos titulos de anticorpos neutralizantes que va-
riaram entre 3 e 8 logz, indicando infec¢do ativa no reba-
nho. A circulagio viral no rebanho avaliado foi responsavel
pela expressdo de sinais clinicos da esfera reprodutiva em
animais com baixo titulo de anticorpos e consequente falha
na protecdo fetal. Os resultados demonstram que o contro-
le da infec¢do pelo BVDV apenas por meio da vacinagao re-
gular em rebanhos com animais PI pode ndo ser eficaz na
profilaxia dessa virose.

TERMOS DE INDEXACAO: Diagnéstico, virus da diarreia viral bovi-
na, BVDV, infecgdo persistente, RT-PCR, virus-neutralizac¢do, vacina.

INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (Bovine viral diarrhea virus
- BVDV) é considerado, em todo o mundo, um dos mais im-
portantes patégenos para os rebanhos bovinos (Ridpath &
Flores 2007). O BVDV é classificado na familia Flaviviridae,
género Pestivirus, juntamente com o virus da peste suina
classica (Classical swine fever virus - CSFV) e o virus da do-
enca da fronteira dos ovinos (Border disease virus - BDV)
(Baker 1995).

A infeccao pelo BVDV tem sido associada com uma gran-
de variedade de manifestagdes clinicas que incluem desde
infecgdes inaparentes até enfermidades fatais como a Do-
enca das Mucosas (DM). Entre as consequéncias mais fre-
quentes da infeccdo pelo BVDV destacam-se: enfermidade
gastroentérica e/ou respiratdria, doenga hemorragica, per-
das reprodutivas devido a infertilidade temporaria, mor-
talidades embrionaria e fetal, além de mumificagdo fetal,
malformacdo, natimortalidade e o nascimento de bezerros
fracos e/ou com peso corporal abaixo da média da raca
(Flores et al. 2000, Brock et al. 2005, Lunardi et al. 2008).

De acordo com a caracteristica biolégica de produzir ou
ndo efeito citopatogénico em cultivo celular, os isolados de
campo do BVDV podem ser classificados em biotipo cito-
patico (CP) e biotipo ndo-citopatico (NCP). A infeccdo em
fémeas gestantes entre os dias 40 e 120 de gestacdo com
cepas virais NCP &, frequentemente, seguida de infecgao fe-
tal com indugao de imunotolerancia. Fetos infectados nesse
periodo nascem imunotolerantes e persistentemente infec-
tados (PI) com o BVDV (Brock et al. 2005). A prevaléncia
de animais PI em rebanhos bovinos infectados pode variar
de 0,5% a 2% e, em bovinos jovens, pode ser até o dobro
(Houe 1999). Os animais PI constituem o principal fator de
risco da infec¢do por serem os responsaveis pela dissemi-
nacao e perpetuagdo do BVDV nos rebanhos bovinos (Bolin
& Grooms 2004) dificultando o controle e profilaxia da in-
feccdo (Kennedy 2006).

Os isolados de campo circulantes do BVDV sao classi-
ficados em duas espécies, BVDV 1 e BVDV 2. Com base na
sequéncia de nucleotideos, o BVDV 1 pode ainda ser subdi-
vidido em 16 subgenotipos (BVDV 1a - BVDV 1p) e o BVDV
2 em dois subgenotipos (BVDV 2a e BVDV 2b) (Flores et al.
2002, Kadir et al. 2008, Nagai et al. 2008). No Brasil, a in-
feccdo pelo BVDV esta amplamente disseminada tanto nos
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rebanhos bovinos de leite, quanto nos de corte (Quincozes
et al. 2007) onde os isolados virais foram caracterizados
geneticamente e identificados como pertencentes as espé-
cies BVDV 1 e 2 (Flores et al. 2005, Cortez e al. 2006, Lunar-
di et al. 2008). Entretanto pestivirus atipicos tem sido des-
critos no mundo como o Giraffe isolado de girafano Kenya
(Becher et al. 2003), Pronghorn virus isolado de antilope
nos EUA (Vilcek et al. 2005), Bungowannah virus isolado
em suino na Australia (Kirkland et al. 2007) e o Hobi-like
virus, identificado em varias partes do mundo e também no
Brasil (Schirrmier et al. 2004, Cortez et al. 2006).

A grande variabilidade antigénica entre os isolados do
BVDV representa um obstaculo para a obtengao de prote-
¢do cruzada contra o amplo espectro antigénico dos iso-
lados. O surgimento de cepas antigenicamente distintas e
altamente virulentas do BVDV reascendeu a discussao so-
bre a eficacia das vacinas comerciais disponiveis (Fulton &
Burge 2000).

Assim, o estudo teve o objetivo de avaliar o perfil da in-
feccdo pelo BVDV em um rebanho bovino leiteiro de alta
producdo que, mesmo com manejos nutricional, zootécnico
e sanitario adequados, apresentava baixa eficiéncia repro-
dutiva caracterizada por alta taxa de mortalidade embrio-
naria e o consequente aumento no intervalo entre partos.

MATERIAL E METODOS

Animais. O rebanho avaliado, com predominancia para a raca
Holandés Preto e Branco e uma pequena percentagem de animais
da raga Girolando, proveniente da regido oeste do estado do Pa-
rand (25°02°42”S e 53°46’54”0), era constituido por 692 animais
sendo, 27 bezerras lactentes (0 a 2 meses), 43 bezerras desma-
madas (2 a 8 meses), 235 novilhas (acima de 8 meses), 331 va-
cas em lactagdo, 54 vacas secas e 2 touros. Os animais do plantel
estavam distribuidos em 5 categorias distintas que eram criadas,
separadamente, em diferentes unidades da propriedade. A produ-
cdo leiteira demonstrava varia¢des de acordo com a sazonalidade
oscilando entre 9115 a 9785 kg/dia, com média aproximada de
27,5a 29,5 kg/dia/vaca em lactagao.

Os manejos de ordenha, reproducio, sanidade e nutri¢do ado-
tados eram adequados a um rebanho bovino leiteiro de alto nivel
zootécnico. Nos ultimos cinco anos, todos os animais em fase de
reprodug¢do eram regularmente vacinados, a cada seis meses, com
vacinas inativadas, contra o BVDV, além de outras doengas como
a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e a Leptospirose. Devido
a produgio leiteira intensiva e a consequente alta taxa de reposi-
¢do, havia a necessidade de, em algumas situa¢ées, adquirir novi-
lhas e/ou vacas lactantes de outros plantéis, caracterizando dessa
forma o rebanho como aberto. Mesmo utilizando biotécnicas da
reproducdo (inseminagdo artificial/transferéncia de embrides) e
manejo sanitario adequado, direcionado para as principais doen-
cas da reproducio, os resultados das taxas utilizadas para avaliar
a eficiéncia reprodutiva do plantel eram inferiores aos adequados,
particularmente aqueles relacionados as taxas de concepgio e de
mortalidade embrionaria (precoce e tardia). Considerando tanto
a producdo quanto o manejo intensivo, aos quais os animais eram
submetidos, os abortamentos, apesar de ocorrerem, eram espo-
radicos e em percentual ndo preocupante. Os dados reprodutivos
mostraram um rebanho com periodo médio entre inseminacgdes
de 35 dias; retorno ao cio regular; periodo médio de cobertura
pos-parto de 72 dias; intervalo entre partos de 16,6 meses; nu-
mero de servigos/prenhez de 3,6; taxa de concepgdo de 29,3%;
taxa de prenhez de 10,9% e 72,3% de taxa de cios observados
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com mais de 60 dias p6s-parto. Durante o periodo do estudo (18
meses) ndo houve relatos de malformagdes e mumificagdes fetais,
natimortalidade ou o nascimento de animais fracos ou com peso
corporal abaixo da média da raga.

Soro dos animais. O sangue foi obtido por meio da puncio,
com agulhas descartaveis, da veia caudal ou da veia jugular de
100% (n=692) dos animais do rebanho. As amostras de soro fo-
ram distribuidas em triplicata em tubos tipo Eppendorf estéreis,
identificadas e mantidas estocadas a -20°C.

As amostras (n=692) foram submetidas a técnica de RT-PCR
para detectar presenca do acido nucleico viral e, consequente-
mente, infecgdo ativa pelo BVDV. Transcorrido o intervalo de
quatro meses realizou-se a segunda colheita de sangue. Nessa
ocasido, foram avaliados também pela RT-PCR os animais que
apresentaram reagdo positiva na primeira colheita (n=29), todos
os animais que nasceram (n=72) e também aqueles que apresen-
taram mortalidade embrionaria e/ou fetal (n=36) no intervalo
compreendido entre a primeira e a segunda colheita de sangue.

De acordo com os resultados obtidos na RT-PCR a partir das
amostras provenientes da segunda colheita foram realizadas co-
lheitas adicionais de sangue, além de eutandasia e necropsia para
a colheita de fragmentos de 6rgdos, em alguns animais pré-sele-
cionados.

Extracdo do acido nucleico (RNA). Para a extracdo do RNA,
a partir do soro sanguineo, as amostras foram descongeladas em
banho-maria 37°C e aliquotas de 50 pL foram processadas pelo
método da silica/isotiocianato de guanidina, conforme descrito
por Boom et al. (1990). O RNA foi eluido em 30 pL de agua ul-
trapura estéril tratada com DEPC (Invitrogen® Life Techologies,
EUA).

Para a extragdo do RNA a partir de tecidos, os fragmentos de
o6rgaos foram triturados em PBS (tampao fosfato salina - pH 7,2) e
a suspensdo (10-20% p/v) foi centrifugada por 15 mina 3000 x g
a 4°C. Aliquotas de 250 pL do sobrenadante foram incubadas com
tampao de lise (1% Nonidet P40, 2% SDS e 0,2 mg/mL proteinase
K) a 56°C por 30 min. Posteriormente, o RNA foi extraido por meio
de uma associacdo das técnicas de fenol/clorofé6rmio/alcool iso-
amilico e da silica/isotiocianato de guanidina, descrita por Alfieri
etal. (2006). O RNA foi eluido em 50 pL de agua ultrapura estéril
tratada com DEPC (Invitrogen® Life Techologies, EUA).

Em todos os procedimentos de extracdo do RNA foram inclu-
idas aliquotas de dgua ultrapura estéril como controle negativo e
a cepa NADL do BVDV produzida em células MDBK (Madin Darby
bovine kidney) como controle positivo.

Reacdo em cadeia da polimerase precedida de transcri-
¢do reversa - RT-PCR. As amostras bioldgicas foram avaliadas
por RT-PCR utilizando os oligonucleotideos iniciadores 103 senso
(5'TAG CCATGC CCT TAG TAG GAC 3’ - nt 103-124) e 372 antissen-
so (5°ACT CCA TGT GCC ATG TAC AGC 3’ - nt 372-392), seleciona-
dos a partir da sequéncia da regido ndo-traduzida (5'UTR) do ge-
noma viral do BVDV 1a, cepa NADL, que amplificam um produto
com 290 pares de base (pb) (Weinstock et al. 2001). A técnica da
RT-PCR foi realizada em amostras individuais de soro sanguineo,
de acordo com as modificagdes descritas por Pilz et al. (2005).

Aliquotas de 10 pL dos produtos amplificados na PCR foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 2% (Invitrogen® Life
Techonologies, EUA) em tampdo TBE pH 8,4 (89mM Tris; 89 mM
acido bérico; 2mM EDTA), sob voltagem constante (100V) por 60
min, corado com brometo de etideo (0,5ug/mL) e visualizado sob
luz ultravioleta.

Sequenciamento. A especificidade de alguns produtos am-
plificados pela RT-PCR foi confirmada por sequenciamento. Os
amplicons foram purificados utilizando os kits comerciais Illustra
GFX PCR DNA e Gel Band Purification (GE Healthcare Life-Scien-

ces, EUA) e sequenciados com o kit DYEnamic ET Dye Terminator
(GE Healthcare Life-Sciences, EUA), em sequenciador automati-
co ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City,
EUA), com os oligonucleotideos senso e antissenso. A qualida-
de das sequéncias obtidas foi avaliada pelos programas Phred/
Phrap/Consed Analysis Program (http:/ /www.phrap.org/phre-
dphrapconsed.html) e a identidade dos produtos foi comparada
com as sequéncias depositadas em bases publicas de dados (Gen-
Bank, National Institute of Health, Bethesda, MD, EUA) utilizando
o programa BLAST (http://www.ncbinlm.nih.gov/BLAST).

Virus e células. A cepa citopatica NADL do BVDV 1a foi am-
plificada em células MDBK cultivadas em meio Eagle-Dulbecco
(Invitrogen® Life Techologies, EUA) suplementado com 7% de
soro fetal bovino (SFB) livre de micoplasma, virus e de anticorpos
contra o BVDV (Invitrogen® Life Techologies, EUA), 55mg/uL de
gentamicina (Sigma Co., EUA) e 2,5mg/uL de anfotericina B (Sig-
ma Co., EUA). O monitoramento da contaminagdo das células e das
partidas de SFB com BVDV NCP foi realizada por meio da RT-PCR
(Pilz et al. 2005), utilizando os primers descritos por Weinstock
etal. (2001). O titulo viral da suspensao celular foi calculado pelo
método Reed & Muench (1938).

Virus-neutraliza¢do (VN). A detecgdo de anticorpos para o
BVDV, nas amostras de soro provenientes dos animais reagentes
positivos na RT-PCR e daqueles que apresentaram problemas re-
produtivos no intervalo entre a primeira e segunda colheita de
sangue, foi realizada por meio da técnica de virus-neutralizagio
(VN) realizada em microplacas de acordo com Pilz et al. (2005).
Foram avaliadas dilui¢des crescentes dos soros frente a doses
constantes da cepa NADL CP do BVDV 1a 100DICC,; (doses in-
fectantes para 50% dos cultivos celulares) e dilui¢des seriadas
(base 2) do soro. Todas as analises foram realizadas em duplicata.
O titulo de anticorpos foi expresso como a reciproca da dilui¢do
do soro que inibiu a replicacdo viral na monocamada celular in-
duzido pela cepa viral padrdo. Foram consideradas positivas as
amostras que, ap6s 72 h de incubagdo a 37°C em atmosfera de 5%
de CO, inibiram o ECP do BVDV a partir da dilui¢do 1:8.

RESULTADOS

Das 692 amostras de soro provenientes da primeira co-
lheita de sangue e avaliadas pela RT-PCR, em 29 (4,19%)
foi possivel a amplificacdo de um produto com 290pb. O
Quadro 1 apresenta a distribuicdo das amostras positivas
de acordo com a faixa etaria dos animais avaliados. Das 29
amostras positivas, 26 (89,65%) eram provenientes de va-
cas em producio e apenas trés (10,35%) de bezerras ou
novilhas. Com relagio a faixa etaria foi observado aumento
na frequéncia de animais com infec¢do ativa pelo BVDV de
acordo com o aumento da faixa etdria. A menor frequéncia
(0,63%) de reagdes positivas na RT-PCR foi observada na
categoria de animais com até um ano de idade e a maior

Quadro 1. Distribuicédo etaria dos animais positivos a RT-PCR
para o virus da diarreia viral bovina (BVDV)

Categoria Idade/Meses Numero de animais
Avaliados Positivos (%)
1 0 12 158 1(0,63)
2 12 24 151 2(1,32)
3 24 36 132 3(2,27)
4 36 48 95 3(3,16)
5 48 60 72 6(8,33)
6 > 60 84 14 (16,67)
Total 692 29 (4,19)
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(16,67%) em animais com idade superior a 5 anos. A dis-
tribuicdo dos animais em apenas duas categorias (fémeas
com idade < 60 meses e = 60 meses) revelou que ha 7,9
vezes mais chances (Epi Info 6.04) das fémeas com idade =
5 anos serem positivas para o BVDV do que as fémeas mais
jovens.

Na RT-PCR realizada a partir do material proveniente da
segunda amostragem, dos 29 animais positivos na primeira
avaliacgdo, 2 (6,9%) repetiram o resultado, o que possibili-
tou a caracterizacdo desses dois animais como persistente-
mente infectados (PI). Os outros 27 (93,1%) animais foram
considerados transitoriamente infectados (TI). Conside-
rando o rebanho total inicial de 692 animais o ndmero de
PI representou 0,29% do rebanho.

Os dois animais Pls, foram denominados vacas 1 e 2.
Aproximadamente 30 dias apds a identificacdo dos dois
animais PI a vaca 1, com 37,2 meses, apresentou quadro
clinico agudo de diarreia, de cor escura, com presenca de
sangue e dificuldade respiratéria. A morte do animal ocor-
reu no periodo de 48 a 72 h apds o inicio dos sinais clinicos.
Apesar da impossibilidade da realizacdo de exames labo-
ratoriais adicionais em material proveniente desse animal,
o quadro clinico sugere que a mesma tenha desenvolvido
DM.

A vaca 2 eralactante, foi isolada do rebanho e permane-
ceu positiva para o BVDV por mais duas reacoées de RT-PCR
realizadas no intervalo total de 12 meses. Posteriormente,
esse animal foi eutanasiado, necropsiado e fragmentos de
orgdos (baco, figado, linfonodos mediastinicos e mesenté-
ricos, pulmdo e rins) também resultaram positivos na RT-
-PCR. Por ocasido da eutanasia essa vaca estava gestante
de gémeos, pois havia sido inseminada antes da confirma-
¢do de animal PI. Os fragmentos dos 6rgdos dos dois fetos
(bago, figado, pulmao e rins) também resultaram positivos
para o BVDV na RT-PCR.

No periodo entre a primeira e a segunda colheita 72
bezerras nasceram no rebanho sendo que 1 (1,39%) apre-
sentou resultado positivo na RT-PCR. Essa bezerra, que era
filha da vaca PI 2, foi repetidamente avaliada por RT-PCR
e apresentou resultado positivo em trés ocasides consecu-
tivas. Essa fémea, mantida separada do rebanho foi sub-
metida a eutanasia aos 12 meses de idade e a analise dos
fragmentos de drgaos (bacgo, figado, glandulas salivares,
linfonodos mediastinicos e mesentéricos, ovarios, pulmao
e rins) também resultou positiva na RT-PCR.

Nenhuma das 36 amostras de soros, provenientes de
animais que apresentaram problema reprodutivo no in-
tervalo entre a primeira e a segunda colheita, apresentou
reagao positiva na RT-PCR.

A reacdo de sequenciamento, realizada nos produtos
amplificados pela PCR provenientes das vacas 1 e 2 e da
bezerra PI, além de trés outras vacas TI selecionadas alea-
toriamente, confirmou a especificidade dos amplicons que
apresentaram identidade com o BVDV 1.

Dos 27 animais TI, 23 (85,19%) eram soropositivos (titu-
lo 28) para o BVDV nas amostras provenientes da primeira
colheita. Dos quatro (14,82%) animais negativos, trés (75%)
apresentaram soroconversao com titulos =8 nas amostras
de soro provenientes da segunda colheita (Quadro 2).
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Quadro 2. Titulos de anticorpos neutralizantes para o virus
da diarreia viral bovina (BVDV) no soro de 27 animais tran-
sitoriamente infectados pelo BVDV, identificados em dois
periodos distintos com intervalo de quatro meses

Numero de animais
Primeira colheita Segunda colheita

Intervalo de titulos VN

2a4 4 1
8al6 10 11
32a1024 13 15

* VN = virus-neutralizagdo.

Quadro 3. Titulos de anticorpos neutralizantes para o virus
da diarreia viral bovina no soro de 36 animais com distirbios
reprodutivos, identificados em dois periodos distintos com
intervalo de quatro meses

Numero de animais
Primeira colheita Segunda colheita

Intervalo de titulos VN*

2a4 21 9
8al6 11 6
32a2048 4 21

* VN = virus-neutralizagao.

Quadro 4. Titulos de anticorpos neutralizantes para o virus da
diarreia viral bovina no soro de 3 animais persistentemente
infectados, identificados em quatro periodos distintos com
intervalo de 18 meses

Animal Titulo VN*
Primeira Segunda Terceira Quarta
colheita colheita colheita colheita
Vaca 1 64 32 NR® NR?
Vaca 2 <4 <4 <4 <4
Bezerra <4 <4 8 16

* VN = virus-neutralizagdo, ?NR = ndo realizada.

A VN realizada no soro das 36 fémeas que apresenta-
ram disturbio reprodutivo no periodo compreendido entre
a primeira e a segunda colheita de sangue, resultou, inicial-
mente, em 21 (58,33%) amostras negativas para o BVDV.
Na segunda colheita apenas nove (25%) amostras perma-
neceram negativas e 27 (75%) mostraram titulos 28 (Qua-
dro 3).

Dos trés animais Pl acompanhados durante o estudo, a
vaca 1, que provavelmente morreu de DM, apresentou titu-
los de anticorpos considerados positivos (64 e 32) nas duas
avaliacdes realizadas no intervalo de 6 meses. A vaca 2
apresentou resultado negativo (titulo: <4) na VN em todas
as quatro avalia¢des realizadas no periodo de 18 meses. A
bezerra PI foi soronegativa (titulo: <4) nas duas avaliagdes
iniciais; fracamente positiva (titulo: 8) na terceira avalia-
¢do; e positiva (titulo: 16) na quarta avaliacdo que antece-
deu a eutanasia (Quadro 4).

DISCUSSAO

A maior frequéncia de animais adultos positivos por RT-
-PCR para o BVDV pode, em parte, ser explicada pelo tipo
de manejo diferenciado a que eram submetidas as varias
categorias de animais do rebanho. Do nascimento ao
periodo que antecede o primeiro parto das novilhas, os
animais jovens ndo tinham contato com animais adultos.
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Portanto, no rebanho avaliado, evidenciou-se que o ma-
nejo zootécnico adotado contribuiu para que a circulacdo
do BVDV ficasse muito mais concentrada na categoria de
animais adultos.

O resultado da primeira avaliacdo do perfil da infeccio
pelo BVDV evidenciou ainda a presenca de atividade viral
mesmo em um rebanho em que todos os animais da ca-
tegoria de reproducdo eram regularmente vacinados, em
intervalos semestrais, contra o BVDV. Outro aspecto a ser
destacado ainda nessa avaliacdo, é que a identificacdo do
BVDV foi mais frequente justamente naquelas categorias
de animais que, pela faixa etaria, haviam recebido o maior
nimero de doses de vacina. O delineamento deste estudo
ndo permitiu explicar esse achado. Uma resposta conclusi-
va somente pode ser obtida por meio de estudos que ava-
liem o potencial de resposta imune humoral e celular de
animais mais velhos frente as outras categorias constituin-
tes de um rebanho bovino leiteiro de alta produgio e com
manejo intensivo.

Dos 29 animais positivos para o BVDV 1 pela RT-PCR na
primeira avaliagdo, dois (6,9%) repetiram o resultado na
segunda analise. Com isso, 27 animais foram classificados
como TI e dois como PI (Larson et al. 2005). Considerando
o numero total de animais do rebanho (n=692) os percen-
tuais de animais TI e PI foram de 3,9% e 0,29%, respec-
tivamente. A andlise comparativa da frequéncia média de
animais TI em rebanhos bovinos leiteiros de alta producdo
submetidos a manejo intensivo é dificil de ser realizada,
uma vez que essa informagio ndo é disponivel na literatu-
ra. Porém, a prevaléncia de animais PI pode variar de 0,5 a
2% (Houe 1999). Em bezerros leiteiros Fulton et al. (2006)
descreveram prevaléncia de 0,4 % de PI. No presente estu-
do, na primeira colheita, nenhum animal jovem foi positivo
para o BVDV. Os dois animais PI identificados pertenciam a
categoria de vacas lactantes, sendo uma com 37,2 e outra
com 50,3 meses de idade. O baixo percentual de animais
PI pode ser justificado por dois motivos. Primeiro, o ma-
nejo do rebanho nao incluia a criacdo de animais machos.
Os bezerros eram descartados logo apés o nascimento e
com esse manejo a probabilidade de animais PI é reduzida
em 50%. Segundo, as duas vacas PI ndo eram originadas
do préprio rebanho. Elas haviam sido adquiridas de tercei-
ros, pois o rebanho, ainda em expansao, com frequéncia in-
corporava animais de outras procedéncias sendo, por isso,
considerado um rebanho aberto.

A vaca 1 morreu sem que se tivesse colhido material
para a realiza¢do de exames que permitissem esclarecer a
causa da morte. Porém, os sinais clinicos relatados suge-
rem que esse animal desenvolveu DM.

A vaca 2, com 50,3 meses de idade, pariu uma bezer-
ra que, posteriormente, também foi confirmada como PI.
A bezerra foi submetida a quatro colheitas de sangue com
intervalos de pelo menos oito semanas entre elas. Amos-
tras de soro de todas as colheitas demonstram pela RT-PCR
a presenca do BVDV. A bezerra PI foi acompanhada até,
aproximadamente, os 12 meses de idade. Nesse periodo
o animal ndo apresentou qualquer evidéncia de imunode-
pressdo com infecgdes intercorrentes. O desenvolvimento
corporal (peso x altura) da bezerra PI também foi igual a

média do rebanho. A necropsia, realizada aos 12 meses,
todos os 6rgaos analisados pela RT-PCR demonstraram a
presenca do BVDV. Todos os 6rgdos obtidos na necropsia
da vaca 2 e analisados pela RT-PCR também resultaram po-
sitivos para o BVDV. No momento da eutanasia esse animal
apresentava gestacdo gemelar e os dois fetos também esta-
vam infectados pelo BVDV, ratificando a transmissao verti-
cal do virus (Lindberg & Houe 2005).

Com relagdo a pesquisa de anticorpos para o BVDV por
meio da técnica VN realizada nosoro dos animais identifi-
cados como PI, foram obtidos resultados distintos. A vaca
2 foi negativa para a presenc¢a de anticorpos anti-BVDV
nas quatro amostras de soro avaliadas no intervalo de 18
meses. Esse resultado estd de acordo com a literatura que
relata que, animais PI sdo imunotolerantes ao BVDV e,com
frequéncia, sdo soronegativos (Ridpath & Flores 2007). A
bezerra PI apresentou titulos negativos nas amostras das
duas primeiras colheitas e titulos positivos nas amostras de
soro provenientes da terceira e quarta colheitas. Deve-se
ressaltar que esse resultado foi repetido na mesma amos-
tra de soro por trés ocasides consecutivas. A vaca 1, que
provavelmente morreu de DM, apresentou titulo positivo
de anticorpos para o BVDV nas amostras de soro prove-
nientes das duas colheitas. Embora sejam imunotolerantes
a cepa dea BVDV que induziu a tolerancia, os animais PI
sdo imunocompetentes a outros antigenos (Brock 1995) e
podem também desenvolver resposta imunolégica contra
cepas heterélogas do BVDV (Baker 1995).

Esses resultados soroldgicos demonstram que a prati-
ca de rastreamento de animais PI em rebanhos apenas por
meio de exames sorolégicos pode falhar na identificagdo do
PI. No presente estudo, utilizando essa pratica, na depen-
déncia da época da colheita de soro, dois dos trés animais
PI identificados pela RT-PCR poderiam ter sido mantidos
no rebanho, pois eram soropositivos.

A circulagdo viral no rebanho foi também identificada
por meio da sorologia pareada dos animais TI que resultou
em soroconversdo, com aumento de dois ou mais log2 no
titulo de anticorpos, em 10 (37,04%) animais. O BVDV foi
identificado pela RT-PCR no soro de animais, caracterizan-
do viremia, mesmo no soro de vacas (n=13; 48,15%) com
titulos de anticorpos 232. Este achado sugere que, em algu-
mas situacgoes, os anticorpos neutralizantes podem nio ser
suficientes para prevenir a viremia pelo BVDV.

Por ocasido da primeira colheita de soro, a maioria dos
animais TI (62,96%) possuia alto titulo de anticorpos ou
ndo era gestante. Com isso, o impacto especifico da infeccao
na esfera reprodutiva desse grupo de animais ndo foi gran-
de. Nas fémeas TI gestantes foram observados: uma reab-
sor¢do embriondria, um natimorto e o nascimento de 14
bezerros sendo 10 machos e 4 fémeas. Os machos nativivos
foram descartados logo apds o parto e apenas uma fémea
permaneceu no rebanho cujo resultado na RT-PCR foi ne-
gativo para o BVDV. As outras trés bezerras geradas pelas
vacas TI morreram, sendo duas por diarreia com menos de
um més de idade e outra por clostridiose aos 4 meses de
idade. Esses animais, por terem morrido anteriormente a
segunda colheita de soro nao foram avaliados pela RT-PCR
e, com isso, ndo foi possivel determinar se eram PI.
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Durante o periodo de quatro meses de intervalo entre a
primeira e a segunda colheita de soro dos 36 animais com
problemas de reproduc¢do ndo foi possivel caracteriza-los
como TI, ou seja, foram negativos na RT-PCR para a deteccdo
do BVDV no soro sanguineo. Destes, na primeira avaliacao,
21 (58,33%) animais foram negativos na VN para a pesquisa
de anticorpos anti-BVDV e 15 (41,67) foram positivos. A so-
rologia pareada realizada no soro desses animais revelou so-
roconversdo em 12 (33,33%) animais e 20 (55,56%) animais
apresentaram aumento médio de 3 log, (maximo de 8 log,)
nos titulos finais. Ainda nesse grupo de animais o percentual
de soronegativos reduziu para 25%. A alta taxa de sorocon-
versdo e a reducdo na propor¢do de animais soronegativos
observada nesses animais sugerem infec¢ao pelo BVDV. Essa
hipétese é reforcada pela constatacdo de que o virus, no pe-
riodo da avaliagdo, foi identificado pela RT-PCR na categoria
de animais lactantes que eram submetidos ao manejo diario
em ambientes comuns. Como o BVDV pode ocasionar mor-
talidade embrionaria (Grooms 2006), a somatoria desses re-
sultados pode sugerir a participagdo do BVDV na génese dos
problemas reprodutivos observados, mesmo considerando o
fato de que todos os 36 animais haviam recebido, no minimo,
duas doses de vacina inativada para a profilaxia dessa virose.
Falhas vacinais em relagdo a BVD sao frequentemente descri-
tas na literatura e podem ser decorrentes da grande variabili-
dade antigénica entre as cepas virais circulantes, entre outros
fatores (Flores et al. 2000, Bolin & Grooms 2004).

A BVD é uma doenca com multiplas formas de apresen-
tacdo que podem variar desde infec¢des subclinicas e ina-
parentes, DM, doenga hemorragica, infeccdo entérica e pro-
blemas reprodutivos (Goyal 2005, Liebler-Tenorio 2005).
Varios sinais clinicos observados na infec¢io pelo BVDV
podem também ser comuns a outras doengas ocasionadas
por virus, bactérias, protozoarios, micotoxicoses (Grooms
2006) e, até mesmo, por falhas nos manejos zootécnico e
nutricional. Apesar de existirem no mercado nacional va-
cinas com virus inativado para a profilaxia da infec¢do, a
presenca de diferentes tipos, genotipos e variantes antigé-
nicas em cepas de BVDV circulantes pode ser responsavel
por falhas vacinais, particularmente aquelas relacionadas
as falhas na protegao fetal (Flores et al. 2000).

Dentre as observagdes de campo e laboratoriais des-
tacam-se: i) a caracterizagdo do rebanho como aberto; ii)
a alta taxa de mortalidade embriondria; iii) a presenca de
animais TI e PI; iv) a alta taxa de soroconversao identifica-
da em animais com mortalidade embriondaria; sugerem a
participacdo do BVDV na etiologia da baixa eficiéncia re-
produtiva do rebanho avaliado.

No presente estudo alguns resultados, e mesmo obser-
vagdes clinicas, destacam-se pela baixa frequéncia com que
sdo relatados na literatura em casos de BVD tais como: i)
grande circulacdo viral, caracterizada pela presenca de
animais T, mesmo em um rebanho periodicamente vaci-
nado; ii) grande variagao (titulos) no perfil sorolégico dos
animais vacinados; iii) presenca de animais PI soropositi-
vos para o BVDV; iv) auséncia de algumas caracteristicas da
infeccao pelo BVDV como o nascimento de animais com de-
feitos congénitos ou de bezerros com peso corporal abaixo
da média da raga e a ndo ocorréncia de mumificacdo fetal.
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Por outro lado, a infeccdo ativa no rebanho pode ter sido
originada por variantes antigénicas do BVDV distintas da
cepa vacinal. Com isso, os resultados do presente estudo
reforcam a importancia e a complexidade das infeccoes
pelo BVDV. Evidencia-se ainda a dificuldade de controle e
profilaxia dessa importante virose em rebanhos bovinos
leiteiros de alta produ¢do sob manejo intensivo. Conside-
rando a diversidade das cepas de BVDV circulantes nos re-
banhos bovinos brasileiros sdo necessarios, no campo da
vacinologia, estudos que incluam a analise comparativa da
protecdo contra viremia e, consequentemente, prote¢do
fetal em animais vacinados com imunégenos constituidos
por cepas padrao do BVDV em relacao aos vacinados com
cepas autdctones.
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