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RESUMO

A diarreia viral bovina é uma enfermidade infectocontagiosa que afeta os bovideos, causada
por um virus do género Pestivirus. As manifestacfes clinicas vdo desde infec¢Ges agudas até
alteracbes reprodutivas, incluindo infeccGes pré-natais capazes de levar ao quadro
denominado “Doenga das mucosas”. O uso de testes diagnosticos indiretos pode indicar o
contato prévio dos animais com o virus, direcionando medidas de controle para ocasionais
infeccdes no rebanho bubalino. Desta forma, 805 amostras de sangue de bubalinos de 44
rebanhos, provenientes de 13 municipios do estado do Para foram submetidas ao Ensaio
imunoenzimatico indireto, para detectar a presenca de anticorpos contra o virus da diarreia
viral bovina (BVDV). Verificou-se que 113 (14%) animais, 24 (54,4%) rebanhos
apresentavam anticorpos para BVDV e em 77% dos municipios examinados houve pelo
menos um animal reagente. A diferenca encontrada entre as frequéncias de ocorréncia de
anticorpos contra o virus da diarreia viral bovina quando comparada as mesorregifes do
estado, sugere que existem diferentes fatores envolvidos na exposicdo dos animais nos
diferentes rebanhos. Estudos relacionados a fatores de risco sdo imprescindiveis para
esclarecer tais divergéncias e determinar quais sdo as medidas de controle mais indicadas.
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ANTIBODIES AGAINST BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV) IN
BUFFALOES (Bubalus bubalis) HERDS FROM PARA STATE

ABSTRACT

The bovine viral diarrhea is an infectious disease that affects bovines caused by a virus of the
genus Pestivirus. The clinical manifestations ranging from acute infection to reproductive
alterations, including prenatal infections capable of leading to the condition known as
"mucosal disease"”. The use of indirect diagnostic tests may indicate prior contact with the
animal virus, directing control measures to occasional infections in buffalo herd. Thus, 805
blood samples from 44 herds of buffaloes, from 13 municipal districts in the state were
subjected to indirect ELISA to detect the presence of antibodies to bovine viral diarrhea virus
in buffaloes of Para. It was observed that 113 (14%) animals, 24 (54.4%) herds had antibodies
to BVDV and in 77% of municipal districts were examined at least one buffalo seropositive.
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The difference between the frequencies of occurrence of antibodies against BVDV compared
the regions state, suggests that there are different factors involved in the exposure of animals
in different herds. Studies related to risk factors are essential to clarify these differences and
determine which the most suitable control measures are.

Keywords: buffalo, bovine viral diarrhea virus, ELISA, Paré.

ANTICUERPO CONTRA LA DIARREA VIRAL BOVINA (BVDV) EN GANADO
BUFALO ( BUBALUS BUBALIS) ESTADO PARA, BRASIL

RESUMEN

La diarrea viral bovina es una enfermedad infectocontagiosa que afecta a los bovinos, y es
causada por un virus del género Pestivirus. Las manifestaciones clinicas van desde la
infeccion aguda hasta alteraciones reproductivas, incluyendo infecciones prenatales, capaces
de conducir a una enfermedad conocida como "enfermedad de las mucosas”. El uso de
pruebas diagndsticas indirectas puede indicar un contacto inicial de los animales con el virus,
direccionando medidas de control para infecciones eventuales de un rebafio de bufalos. Por
esta razon, fueron sometidos a la prueba de Ensayo Inmunoenzimatico Indirecto - ELISA,
805 muestras de sangre de 44 rebafios de bafalos, provenientes de 13 municipios del Estado
de Pard, con el objetivo de detectar la presencia de anticuerpos contra el virus de la diarrea
viral bovina en bufalos de Para. Se observo que 113 (14%) animales, 24 (54,4%) rebafios,
tenian anticuerpos para el VDVB y en el 77% de los municipios que se examinaron hubo al
menos un animal positivo. La diferencia entre las frecuencias de aparicion de anticuerpos
contra BVDV cuando se compararon las diferentes regiones del estado, sugiere que hay
diferentes factores que intervienen en la exposicion de los animales en diferentes rebafios.
Estudios relacionados con los factores de riesgo son esenciales para aclarar estas diferencias y
determinar cuéles son las medidas de control més adecuadas.

Palabras clave: bafalo, virus de la diarrea viral bovina, ELISA, Para.
INTRODUCAO

A diarreia viral bovina ou Bovine Virus Diarrhoea (BVD) pode provocar manifestacdes
clinicas que vao desde infeccbes agudas até alteracdes reprodutivas, com destaque para baixa
eficiéncia reprodutiva, infertilidade, mortes embrionarias, repeticdo de cio, abortos,
nascimentos de bezerros com defeitos congénitos e desenvolvimento retardado (1,2,3),
incluindo infec¢des pré-natais capazes de levar a um quadro possivelmente fatal denominado
“Doenga das Mucosas”.

No final da década de setenta e inicio dos anos oitenta, comegava-se a evidenciar a
circulacdo do virus da Diarreia Viral Bovina em bubalinos (4,5).

Flores et al. (6) ressaltam que nos paises livres de Febre Aftosa, BVDV é considerado o
agente viral mais importante de bovinos e tem sido alvo de numerosos estudos e programas.
Em bubalinos no Brasil, Lage et al. (7) ao efetuarem um levantamento sorolégico, chegaram a
uma prevaléncia da infeccdo de 52,7%. No continente africano e asiatico, estudos mostraram
uma soroprevaléncia de 52% nos bufalos examinados (8,9,10).
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A transmissdo da enfermidade pode ocorrer normalmente por contato direto com
portadores (corrimento nasal, saliva, sémen, fezes, urina e leite); via transplacentaria; por
meio de vacinas vivas modificadas ou vacinas contra outras enfermidades que estejam
contaminadas com BVDV; soro fetal que é usado em transferéncia de embrifes ou producao
de vacinas (2,11,12). Medidas de manejo tais como a compra de animais sem o conhecimento
do historico sanitério ou de vacinagdo, aquisi¢do de fémeas carregando fetos persistentemente
infectados (P1), pobre esquema de vacinacdo e concentracdo de um grande nimero de animais
em areas relativamente pequenas, podem levar a uma facil disseminacdo do BVDV
(13,14,15).

De acordo com Sandvik (16), os ensaios imunoenzimaticos sdo métodos diagndsticos
capazes de detectar praticamente qualquer molécula imunoreativa. Sdo amplamente utilizados
para exames da infeccdo por BVDV em grandes rebanhos, pois ndo necessitam cultura
celular. Os resultados podem ser obtidos em algumas horas. Os testes sdo convenientes,
principalmente, para sangue e leite; a leitura é automatizada excluindo erros subjetivos.
Outros testes como a reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR) e a
imunohistoquimica sdo ferramentas importantes na investigacdo da circulacdo das estirpes
promotoras de infec¢Bes naturais tanto em bovinos quanto em bubalinos (17,18,19).

De acordo com Fredriksen et al. (20) e Beaudeau et al. (21), os testes ELISA indireto
que utilizam a proteina ndo estrutural, presente em todas as amostras virais, tem um papel
extremamente importante na sorologia da BVD, ja que demonstrariam com eficiéncia os
anticorpos originados por uma infeccdo, chegando a uma sensibilidade e especificidade de
96,9 % e 97,3 %, respectivamente. Os estudos soroepidemioldgicos para BVD no mundo e no
Brasil em sua maioria foram realizados utilizando a prova de soroneutralizacdo (SN), um teste
de especificidade e sensibilidade bastante comprovadas. No entanto, Flores et al. (22)
demonstraram que testes de SN utilizando virus de apenas um genétipo podem resultar em um
namero significativo de falsos—negativos.

Tendo em vista que existem poucas informacdes a respeito da diarreia viral bovina em
rebanhos bubalinos na regido norte, a presente pesquisa teve como objetivo evidenciar a
presenca de anticorpos contra BVDV em bubalinos criados no estado do Para.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidas, por conveniéncia, 805 amostras de sangue de bubalinos das racas
Murrah, Mediterrédeno, Carabao, Jafarabadi e mesticos, ambos os sexos, com idade superior a
doze meses, pertencentes a 44 rebanhos, trés mesorregifes e 13 municipios do estado do Para.

As amostras de sangue foram colhidas pela puncdo da veia jugular com seringa tipo
Vacutainer e em seguida mantidas em refrigeracdo e transportadas até o laboratorio, onde
foram centrifugadas e os soros armazenados em tubos tipo Eppendorf a -20°C até 0 momento
do uso.

Para a deteccdo de anticorpos contra BVDV, foi utilizado um teste ELISA indireto
(“Bovine Virus Diarrhoea Virus BVDV-ab ELISA kit™). Todos os procedimentos foram
executados segundo a recomendacdo do fabricante. Os soros foram diluidos em duplicata na
diluicdo de 1:25. Nas placas, ja sensibilizadas com o antigeno NS2-3, foram adicionados 4 pL
de soro positivo e soro negativo em orificios da microplaca e 4 puL dos soros teste nos
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orificios ordenados para este fim em duplicata. Apds 1 hora de incubagdo a temperatura de
37°C, as placas foram submetidas a um ciclo de trés lavagens e posteriormente foram
acrescentados 100 pL de conjugado em todos os orificios e incubou-se a 37°C por 1 hora,
novamente. Em seguida, outro ciclo de lavagens e, finalmente, a adi¢cdo do substrato em todos
os orificios seguida de nova incubagdo por 15 minutos. Adicionou-se 50 uL de solugédo “stop”
H2SO4 2M em todos os orificios, para posterior leitura em espectrofotdmetro, utilizando filtro
de 450 nandmetros.

Para fins de andlise estatistica, os municipios foram agrupados em trés mesorregides,
segundo 0 mapa politico do estado. Os resultados obtidos nas trés mesorregides foram
comparados pelo teste Qui-quadrado (x2) (p=0,05), procurando-se determinar diferencas entre
as regides estudadas (23).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas mesorregides nordeste e metropolitana de Belém os bubalinos eram vermifugados
e vacinados contra febre aftosa, clostridioses e raiva. No entanto, nos animais pertencentes a
mesorregido do Marajé ndo se conhecia o histérico de sanidade dos animais. Nos rebanhos
bubalinos analisados ndo se adotava a vacinacdo contra BVDV. O rebanho foi considerado
positivo quando se detectou pelo menos um animal reagente para BVDV.

Os resultados obtidos (Tabela 1) demonstraram que anticorpos para a diarreia viral
bovina ocorrem nos rebanhos bubalinos dos municipios do estado do Pard. Dos treze
municipios investigados, 10 (77%) apresentaram pelo menos um animal positivo para
anticorpos BVDV.

Tabela 1. Frequéncias absolutas (f) e relativas (%) de animais positivos e negativos para
anticorpos BVDV em 13 municipios do estado do Para.

Municipio Animais Animais % Animais %
examinados negativos positivos
Belém 30 29 96,64 1 3,33
Benevides 15 15 100 0 0
Bujaru 12 12 100 0 0
Santa Isabel do Para 84 75 89,29 9 10,71
Castanhal 54 44 81,48 10 18,52
Moju 128 104 81,25 24 18,75
Peixe-boi 71 56 78,87 15 21,13
Cachoeira do Arari 52 48 92,31 4 7,69
Chaves 164 150 91,46 14 8,54
Ponta de Pedras 18 18 100 0 0
Salvaterra 32 21 65,62 11 34,38
Soure 54 41 75,93 13 24,07
Santa Cruz do Arari 91 79 86,81 12 13,19
Total 805 692 85,96 113 14,04

A andlise dos dados obtidos neste estudo por mesorregiGes revelou diferencas
estatisticamente significativas (y>=7,7, G.L=2, p=0,02) quando se comparam os resultados
obtidos entre as trés mesorregides.

Observou-se que entre a mesorregido metropolitana de Belém e Marajo ndo foi
encontrada diferenca estatisticamente significante (x%=1,02, G.L=1, p=0,31), entretanto, entre
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a mesorregido metropolitana de Belém e a mesorregido nordeste foi encontrada diferenca
estatistica significante (y?=6,75, G.L=1, p=0,009) e entre a mesorregido do Marajo e a
mesorregido nordeste constatou-se diferenca estatistica significativa (y?=4,32 G. L=1,
p=0,03).

Estudo semelhante foi realizado por Langoni et al. (24) em Séo Paulo, ao analisar 405
amostras sanguineas de bovinos por meio de um ELISA indireto comercial, em que foi
dividido os municipios em trés regides, sendo que ndo foram encontradas diferencas
significativas (33,3%) dos animais reagiram positivamente. No entanto, na Venezuela,
Obando et al. (25) também utilizando um ELISA indireto, evidenciaram 36% de
soropositividade, encontrando diferencas altamente significativas entre as cinco regides
estudadas.

A ocorréncia de animais reagentes para BVDV variou entre 10,26% e 19,60% (Tabela
2). Esses percentuais de bubalinos caracterizados reagentes para BVD foram inferiores ao
registrado em outras regides do Brasil, Minas Gerais (31,1% e 52,7%), S&o Paulo (39,2%),
Pernambuco (72,8%), Rio Grande do Sul (56%) e Goias (34,5%) (7,26,27,28,29).

Tabela 2. Frequéncias absolutas (f) e relativas (%) de bubalinos positivos e negativos para
anticorpos BVDV nas mesorregides estudadas.

Mesorregides Positivos Negativos 12 p
f % f %
Metropolitana de Belém (n=195) 20 10,26b 175 89,74 7,7 0,02
Maraj6 (n=411) 54 13,14b 357 86,86
Nordeste (n=199) 39 19,60a 160 80,40
TOTAL 113 14,04 692 85,96

n NUmero de animais examinados por mesorregiao
% seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste y?a 0,05

Na analise dos rebanhos, verificou-se que de 44 rebanhos examinados, 24 (54,5%)
apresentavam no minimo um animal soropositivo (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncias absolutas (f) e relativas (%) de rebanhos bubalinos positivos e
negativos para anticorpos BVDV nas mesorregides estudadas.

Mesorregides Positivos Negativos X2 p
f % f %

Metropolitana de Belém (n=11) 06 54,5 05 454 10 0,60

Maraj6 (n=26) 13 50 13 50

Nordeste (n=7) 05 71,4 02 28,5

Total 24 54,5 20 45,4

n= Numero de rebanhos examinados por mesorregiao

Levando-se em consideracao que rebanhos infectados ndo apresentam o mesmo padrédo
regional de disseminacdo do BVDV (14), as diferencas observadas na literatura e, aquelas
observadas nas regifes estudadas, tais como, influéncias climaticas, manejo, tamanho dos
rebanhos, viruléncia do BVDV, poderiam explicar as discrepancias observadas.

A mesorregido metropolitana de Belém e a regido do Marajé apresentam clima e
manejo distintos, portanto diferencas poderiam ocorrer quando os dados fossem confrontados,
entretanto, estas diferencas foram destituidas de significado estatistico.

O Marajo apresenta tipo climatico Ami, caracterizado pela ocorréncia de duas estagdes
bem distintas, uma seca, de julho a dezembro, e outra chuvosa, de janeiro a junho (30). Os
animais sdo criados sem nenhuma tecnologia e vivem principalmente do pastejo, o que
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acarreta baixa produtividade. Ocorre a predominancia de manejo extensivo, 0 que
proporciona uma maior separacdo dos animais, sugerindo um obstaculo a plena dispersdo do
virus, ja que o mesmo é bastante sensivel as condi¢cdes ambientais (2,31).

Na mesorregido metropolitana de Belém o tipo climético é do Afi, sem um periodo seco
definido e o tipo de criacdo era semi-intensivo, ocorrendo uma maior aglomeracdo dos
animais. Entretanto, nas propriedades analisadas o0 manejo sanitario era relevante, dificultando
a disseminacdo do agente viral.

A regido metropolitana da cidade de Belém e a regido nordeste do estado, apesar de
apresentarem em geral, 0s mesmos tipos climaticos, ndo demonstraram um padréo de manejo
sanitario, dentro do sistema de criacdo semi-intensivo. Assim, diferentemente do observado
nas fazendas da regido metropolitana, as propriedades da mesorregido nordeste o manejo
sanitario era praticamente inexistente e, nestas fazendas, a aglomeragdo dos animais pode ter
facilitado a transmissdo do virus pelos animais infectados (11,15,32), podendo assim
justificar, ndo s6 a diferenga entre a area metropolitana de Belém (10,26%) e a regido
nordeste (19,60%), mas também a encontrada entre a regido nordeste e Marajo (13,14%).

Apesar do estado do Paré ser detentor de um rebanho bubalino estimado em 507.882
cabecas (33) e da atividade estar em expansdo, o controle sanitario dos animais ainda é
deficiente nas éareas estudadas. Assim, animais sdo comprados e vendidos sem qualquer tipo
de quarentena ou histérico de sanidade e, em muitos casos, a separacdo fisica entre as
propriedades é precéria, 0 que certamente contribui para a circulacdo do BVDV nos rebanhos
analisados. Vale ressaltar, a possibilidade da existéncia de bubalinos Pl como principal fonte
de infec¢do e reservatorio do virus (19).

O teste ELISA utilizado nesse trabalho era de natureza comercial, sendo 0 mesmo
empregado pela Noruega no seu programa de erradicacdo da doenca em bovinos (34). Os
estudos soroepidemioldgicos para BVD no mundo e no Brasil em sua maioria foram
realizados utilizando a prova de soroneutralizacdo, um teste de sensibilidade e especificidade
bastante comprovadas. No entanto, Flores et al. (22) demonstraram que testes de SN
utilizando virus de apenas um gendtipo podem resultar em um ndmero significativo de falso-
negativos. O teste ELISA, empregado no presente estudo mostrou-se como uma alternativa
para o diagndstico soroldgico de grandes efetivos bubalinos, capaz de detectar anticorpos
especificos contra o BVDV e fornecer dados preliminares sobre a doenca no estado.

CONCLUSAO

A diferenca encontrada entre as frequéncias de ocorréncia de anticorpos contra BVDV
guando comparada as mesorregides do estado, sugere que existem diferentes fatores
envolvidos na exposi¢do dos animais nos diferentes rebanhos. Estudos relacionados a fatores
de risco sdo imprescindiveis para esclarecer tais divergéncias e determinar quais sdo as
medidas de controle mais indicadas.
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