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RESUMO

Resumo: Um dos principais problemas sanitarios observados na caprinovinocultura do
Estado de Pernambuco ¢ a ocorréncia de abortamentos e de defeitos congénitos, que
ocorrem de forma endémica nas criacdes. A etiologia desses disturbios em pequenos
ruminantes ainda ndo ¢ totalmente esclarecida. Os Pestivirus ocorrem em bovinos em
varios paises, incluindo o Brasil, estado de Pernambuco. Para verificar o envolvimento dos
Pestivirus como um dos potenciais participantes na etiologia dos abortamentos foi
estimada, através de um inquérito soroepidemioldgico, a sua prevaléncia em caprinos €
ovinos criados no sertdo Pernambucano, principal regido produtora do estado. Para isto,
foram submetidas ao teste de soroneutralizacio em microplaca, utilizando cepa-
citopatogénica de BVDV-1 (NADL), 814 amostras de soros caprinos € ovinos. A
prevaléncia encontrada foi de 10,89% (9,36<p<12,42) em caprinos e 6,98% (5,36<p=<8,60)
em ovinos, nao havendo diferenca estatisticamente significativa (x2, P>0,05) entre as
espécies. As amostras foram estratificadas segundo a categoria animal (matriz, reprodutor e
jovem) e mesorregido de onde as amostras eram procedentes (Sertdo Pernambucano e
Sertdo do Sdo Francisco Pernambucano), ndo apresentando diferenca estatisticamente
significativa (y2, P>0,05) entre os estratos. De acordo com as informag¢des disponibilizadas
pelos criadores ou tratadores, o aborto ocorreu em 70,96% (22/31) das criacdes onde foi
aplicado um questiondrio investigativo, e defeitos congénitos em 83,87% (26/31). Os
defeitos congénitos mais frequentemente relatados foram: artrogripose de membros
anteriores, posteriores e de cervical, agenesia de membros posteriores, ceguerira,
microftalmia, agnatismo, prognatismo, labio leporino e ma formacao da face.
Adicionalmente foi informado que caprinos e ovinos sdo criados em conjunto com bovinos
em 61,29% das criacdes. Pelos resultados obtidos pode-se concluir que os Pestivirus
ocorrem em pequenos ruminantes, independente de idade e sexo, nos Sertdes

Pernambucano e do Sao Francisco Pernambucano, em baixa prevaléncia.

Palavras-chave: Pequenos ruminantes, soroneutralizacdo, diarréia viral bovina, Border

disease, aborto, defeitos congénitos.



ABSTRACT

Abstract: A major health problems seen in caprinovinocultura of Pernambuco is the occurrence of
miscarriages and birth defects, occurring in an endemic form in the creations. The etiology of these disorders
in small ruminants has not been fully resolved. The pestiviruses occur in cattle in several countries, including
Brazil, Pernambuco state. To check the involvement of pestiviruses as one of the potential participants in the
etiology of abortions was estimated, through a seroepidemiological survey, its prevalence in goats and sheep
reared in the backwoods of Pernambuco State, the main producing region of the state. For this, were subjected
to neutralization test in microplates, using strain-cytopathogenic BVDV-1 (NADL), 814 serum samples from
goats and sheep. The prevalence was 10.89% (9.36 < p < 12.42) in goats and 6.98% (5.36 < p < 8.60) in
sheep, with no statistically significant difference (¥2, P > 0.05) between species. The samples were stratified
according to animal category (parent, player and young) and middle region from which the samples were
from (Pernambucano Hinterland and Interior of the San Francisco Pernambucano) with no statistically
significant difference (¥2, P> 0.05) between strata. According to information provided by breeders or
handlers, abortion occurred in 70.96% (22/31) of farms where a questionnaire was investigative, and birth
defects in 83.87% (26/31). The birth defects most commonly reported were: arthrogryposis of the forelimbs,
and subsequent cervical agenesis of the hindlimbs, ceguerira, microphthalmia, agnathia, prognathism, cleft
palate and malformations of the face. Additionally he was informed that goats and sheep are raised together
with cattle in 61.29% of farms. By the results we can conclude that the pestiviruses occur in small ruminants,
regardless of age and sex in the Hinterlands Pernambucano of San Francisco and Pernambucano, in low

prevalence.

Keywords: Small ruminants, neutralization, bovine viral diarrhea virus, Border disease, abortion, birth defect.
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INTRODUCAO

A caprinovinocultura ¢ uma atividade econdmica explorada em todos os
continentes. No entanto, somente em alguns paises essa atividade apresenta expressao
econdmica, sendo, na maioria dos casos, desenvolvida de forma empirica e extensiva,
com baixa produtividade e rentabilidade reduzida (NOGUEIRA-FILHO e ALVES,
2002).

No Brasil, os rebanhos caprino e ovino representam 2,1% e 1,7% do efetivo
mundial, respectivamente. Os maiores plantéis nacionais estdo nas Regides Sul e
Nordeste, que, juntas, possuem 91,7% (54% dos ovinos e 93,7% dos caprinos) do
rebanho nacional. A despeito de apresentarmos as condi¢des apropriadas para este tipo
de exploracao nossos rebanhos sao numericamente inexpressivos (NOGUEIRA-FILHO
e ALVES, 2002).

No Nordeste a maioria dos rebanhos, caprino e ovino, vem sendo explorada em
sistemas extensivos, relacionados a subsisténcia, com manejo alimentar e higiénico-
sanitario inadequados. Em Pernambuco, na tentativa de aumentar a produtividade das
criagdes de caprinos e ovinos, o Departamento de Medicina Veterindria (DMV) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) desenvolveu o projeto Programa
de Melhoramento da Sanidade Caprina e Ovina de Pernambuco, com o apoio do
Sebrae/PE, Ministério de Ciéncia ¢ Tecnologia, Ministério da Integracdo Nacional e
Fundagao Banco do Brasil, FAEPE, Prefeituras Municipais, Cooperativas e Associagdes
de Criadores, seguindo um modelo de extensdo, envolvendo professores, alunos,
técnicos em agropecudria e médicos veterinarios de campo, além do suporte de dois
laboratérios moéveis e da infra-estrutura do DMV. As atividades de extensdo tém
permitido a identificacdo dos principais problemas sanitarios, dentre os quais tem se
destacado a ocorréncia de abortamentos e de defeitos congénitos (ALENCAR et al.,
2008).

Os disturbios reprodutivos, como abortamento, natimortalidade, e defeitos
congénitos sao bem descritos nas espécies domésticas. Entretanto, em caprinos € ovinos
a etiologia ainda ndo ¢ totalmente esclarecida, sabendo-se da participagdo de fatores
genéticos, agentes toxicos, nutricionais, infecciosos etc... Dentre esses disturbios tém
sido destacados o aborto e a sindrome artrogripose-hidranencafalia/hidrocefalia em
ruminantes (BRENNER et al., 2004a). No Brasil, ha registros de altas taxas de abortos e

de casos de alteragdes congénitas (incluindo artrogripose-hidranencefalia/hidrocefalia),
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sendo considerada a principal (20%) causa de mortalidade perinatal de cabritos e
cordeiros no semi-arido nordestino (MEDEIROS et al., 2005). Estudo recente em
Pernambuco tem demonstrado que alteragcdes congénitas em caprinos € ovinos ocorrem
de forma endémica em 25% a 85% das criagdes (ALENCAR et al., 2008).

Os Pestivirus estdo distribuidos em muitos paises (VALDAZO-GONZALES et
al., 2006). No Brasil ha relatos de sua ocorréncia em bovinos de véarios estados
(FLORES et al., 2005), incluindo Pernambuco, com prevaléncia de 72,6% (CASTRO et
al., 1993). Em pequenos ruminantes ha apenas um inquérito sorologico sobre Pestivirus
em caprinos, com registro de prevaléncia de 11,6% em caprinos leiteiros do estado de
Pernambuco (CASTRO et al., 1994) e um relato de caso em cordeiro com isolamento
viral, no Rio Grande do Sul (PESCADOR, et al. 2004). Estes virus sdo transmitidos de
forma horizontal e/ou vertical, essa tltima forma desempenha papel fundamental na sua
epidemiologia, uma vez que a infec¢ao de fetos pode resultar no nascimento de animais
persistentemente infectados (PI), que eliminam o virus durante toda vida, sendo,
portanto fonte de infec¢@o para animais susceptiveis (NETTLETON et al., 1998).

Considerando a importancia dos Pestivirus como causadores de abortamento e
de alteragcdes congénitas e com isto causando perdas econdmicas ¢ premente a
investigacdo do envolvimento desses virus, a exemplo do virus da Doenca das
Fronteiras, nos disturbios reprodutivos freqiientes em rebanhos caprinos € ovinos

pernambucanos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Realizar um inquérito soroepidemiologico para pesquisar o envolvimento de
Pestivirus em alteragdes congénitas ocorridas em criagdes de caprinos e ovinos das

mesorregides do Sertdao Pernambucano e do Sertdo do Sdo Francisco Pernambucano.

2.2 Objetivos especificos
e Pesquisar anticorpos contra Pestivirus em amostras de soros de caprinos e
ovinos dos municipios de Araripina, Exti, Ouricuri, Parnamirim, Sertania, Serra
Talhada, Carnaiba, Tuparetama e Iguaraci que fazem parte do Sertdo
Pernambucano e dos municipios de Petrolina, Oroc6, Jatoba e Floresta que fazem
parte do Sertdo Sao Francisco Pernambucano

e Aplicar questionarios em 31 propriedades do Sertdo Pernambucano.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 PESTIVIRUS

3.1.1 Classificacio, estrutura e replica¢ao

Até o final da década de 90 o género Pestivirus, pertencente a familia
Flaviviridae, contemplava trés espécies antigenicamente relacionadas: o Virus da
Diarréia Viral Bovina (BVDV), o Virus da Peste Suina Cléassica (CSFV) e o Virus da
Doenga das Fronteiras (Border Disease - BDV) (WENGLER et al., 1995). Essa
nomenclatura era predominantemente dependente do hospedeiro. Recentemente, de
acordo com o Internacional Comitee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2008), a
nomenclatura foi revisada para: Pestivirus 1 (BVDV-1), Pestivirus 2 (BVDV-2),
Pestivirus 3 (BDV classicos) e Pestivirus 4 (CSFV).

Com base na analise filogenética das regides 5' UTR , N*R©

e E2 do genoma do
género Pestivirus, foi proposta a classificacdo em 11 tipos: BVDV-1, BVDV-2, CSFV,
BDV-1, BDV-2, BDV-3, BDV-4, BDV-5, BDV-6, Giraffe e Tunisia. Os tipos BDV 1, 2
e 4 foram subtipificados em A e B (DUBOIS et al., 2008) (Tabela 1).

Biologicamente os Pestivirus podem ser classificados de acordo com sua
capacidade de causarem efeitos citopaticos (ECP) em culturas de células em: cepas
citopatogénicas (CP) e ndo citopatogénicas (NCP). A maioria dos virus BVD de campo
pertence a cepa NCP, enquanto que amostras CP sdo isoladas quase que exclusivamente
de animais acometidos de doengas das mucosas (MD) (FLORES, 2003).

Estruturalmente os Pestivirus sdo pequenos, com tamanhos variando de 40 a
60nm contendo uma molécula de RNA linear, fita simples, polaridade positiva variando
de 12,3 a 12,7 Kb (HORZINEK, 1991) (Figura 1). Apresentam uma longa Open
Reading Frame (ORF) que codifica uma poliproteina composta por aproximadamente
4.000 aminoécido, que ¢ clivada por enzimas celulares e virais, e ¢ flanqueada pelas
regides 5'- e 3'- ndo tradutora (NTR) (VILCEK et al., 1997).

A poliproteina clivada origina 4 proteinas estruturais (C, E™, El e E2)ede 7a 9
proteinas ndo estruturais (N""°, P7, NS2-3, NS4A, NS4b, NS5A, NS5b), onde a NS 2-
3 pode ser processada em NS2 e NS3 (MEYERS E THIEL, 1996; RICE, 1996). A
indugdo de citopatologia em células de cultivo (MDBK) tem sido correlacionada com a
habilidade do virus em expressar a proteina nao-estrutural NS3/p80 a partir do

polipeptideo precursor NS23/p125 (DONIS e DUBOVI, 1987).
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A regido N™R se refere a uma autoprotease da regido N terminal que ndo &
homologa em outros Flavivirus. A proteina gp53, codificada pela regido E2, apresenta
papel importante na adesdo e entrada na célula hospedeira sendo também importante
para indugdo de anticorpos neutralizantes e para estimulacdo da imunidade (DUBOIS et
al., 2008) (Figuras 1 e 2).

A replicagdo do virus ocorre no citoplasma com maturagdo em vesiculas
citoplasmadticas e liberagcdo por exocitose (Figura 3). Os isolados citopaticos tém um
tropismo particular por tecidos linféides associados ao intestino. Os virions maduros
geralmente sdo labeis sendo sensiveis a calor, detergentes e solventes organicos

(QUINN et al., 2005).
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Tabela 1 - Classificacdo dos Pestivirus de acordo com o parentesco genético de suas

cepas, baseado no estudo filogenético das regides 5' UTR, N"*°, ¢ E2.

TIPOS

SUBTIPOS

CEPA

BVDV 1

A

B

Nadl
C86
Osloss
NY-1
CP7

BVDV

890
SCP
Gl-1
Gl-4
Gl1-6

BDV1

L8384

T1802X818

V2536

137-4

Moredum citopatico
Moredun nao citopatico

BVDV 2

AZ79

V60

17385
Reindees 1

Bison 1
466

BDV 3

Gifthom
Chbd 1
Chbd 2
06F
0083
85F

588
90F6339
90F6227
89F5374
90F6338

BDV 4

Chamoisl
M3

Cl121
LE31C2
BV1
CRA 22
Cc27

Fonte: Silva (2008)
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Tabela 1 (cont.) - Classificagao dos Pestivirus de acordo com o parentesco genético de

suas cepas, baseado no estudo filogenético das regides 5' UTR,

NPRO e B2

TIPOS

SUBTIPOS

CEPA

BDV 5

AV

85F448

93F

7289

96F

7624

89F

5415

90F6335
06F029960477
06F029960420
06F029960357
06F029960369
91F7014
92F7119
94F74461
94F74462

CSFV

Alfort — T
Pader

ftalo
Brescia L
C-STRAIN

Giraffe

HI138

PG-2

Tunisia

BM 01
33S

35
91F6731
91F6732

Fonte: Silva (2008)
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E2

E™

Proteina do
capsideo (C)

40 — 60nm 40 — 60nm

Figura 1 —a) Estrutura da particula viral de Pestivirus medindo aproximadamente 40 a 60nm, mostrando
as proteinas estruturais: E™, E2, proteina de capsideo (C) e o RNA gendmico (Fonte:
adaptado de: <http://education.expasy.org/images/Flaviviridae virion.jpg>); b) Micrografia
eletronica de Pestivirus durante o processo de adesdo celular (Fonte: adaptado de:

www.ibl.fr/plugins/fckeditor/userfiles/image).
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plé p30

Figura 2 - Proteinas resultantes da ag@o de proteases virais e celulares sobre a poliproteina codificada

pela Open Reading Frame (ORF). Fonte: Silva (2008).
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Transcriptase

Adsorgao

DNA Viral

-----

DNA proé-viral
\
Transcricao

Virus livre

&ooovooono

Traducao

Remonte e brotamento
das particulas virais

FIGURA 3 - Ciclo de replicagdo dos Pestivirus demonstrando as etapas desde a adsor¢do da particula

viral a célula hospedeira até o remonte e brotamento de novas particulas virais. Fonte:
Oliveira (2007)
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3.2 DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) E BORDER DISEASE (DOENCA DAS
FRONTEIRAS) (BDV)
3.2.1 Aspectos clinicos e anatomohistopatolégicos

A primeira descri¢ao da Diarreia Viral Bovina (BVD), doenga transmissivel com
alta morbidade e baixa letalidade, caracterizada por febre e diarréia, foi realizada por
Olafson et al. (1946). O agente etiologico, virus da BVD (BVDV), foi isolado e
identificado por Lee e Gillespie (1957), ao realizarem a propagagao de BVD oriundo de
bovinos em cultura celular. Trés anos mais tarde foi descoberta a primeira cepa
citopatogénica (cp) de BVDYV por Gillespie et al. (1960).

O BVDV infecta bovinos, bufalos, ovinos, caprinos, suinos e alpacas (Llama
pacos) (CASTRO et al., 1992; LUNARD et al., 2008; LAGE et al., 1996; BROADDUS
etal., 2007; CASTRO et al., 1994, GOYAL et al., 2002; LOKEN,1995), enquanto que o
virus causador da doenga das fronteiras (Border disease — BDV) além de infectar as
espécies ja descritas infecta também animais silvestres tais como: veado (Cervis
alaphus), gamo (Dama dama), gnu (Conodactos spp.), bufalo africano (Synarus caffer),
camur¢a (Rupicapra pyrenaica) e rena (Rangifer tarandus) (NETTLETON, 1990;
MARCO et al., 2008; VALDAZO-GONZALES et al., 2007). Esses virus apresentam
relagdo antigénica e genética, o que favorece reagdes cruzadas no que diz respeito a
testes soroldgicos e também ao uso de vacinas (HORZINEK, 1991; BECKER et al.,
1996). As conseqiiéncias clinico-histopatologicas causadas pela infec¢do pelos virus
BVDV e BDV variam principalmente de acordo com a idade e/ou categoria do animal

que o virus infecta (FLORES, 2003).

3.2.1.1 Infeccao pela BVDV
3.2.1.1.1. Infecg¢ao aguda em animais nao prenhes

A infeccdo de animais imunocompetentes apOs o nascimento, na maioria das
vezes pelo BVDV-1, ¢ geralmente assintomatica. Algumas cepas de maior
patogenicidade podem provocar um curto periodo febril, acompanhado por
hipersalivacao, descarga nasal, tosse e diarréia. Sinais de infecgdo respiratdria também
podem ser observados, bem como lesdes ulcerativas na mucosa oral. A enfermidade ¢
autolimitante, cursando com alta morbidade e letalidade baixa ou nula. Nos casos em
que os animais jovens sdo infectados pelo BVDV-2 pode ocorrer alguns casos de obito.

A infeccdo pode acometer todas as categorias animais, principalmente animais com
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idade superior a 6 meses (MOENING e PLAGEMANN, 1992; RIET-CORREA et al.,
2003; FLORES, 2003).

A infec¢do pelo BVDV causa imunossupressdo nos animais mais afetados,
predispondo-os a infecgdes secundarias, sendo comum a observagdo de enfermidades
respiratorias cronicas e quadros persistentes de dermatite também tém sido associados a
infeccdo pela BVDYV, principalmente em animais confinados (FLORES, 2003;
RADOSTITS et al., 2002).

As cepas BVDV-2, usualmente nao-citopatogénicas, sao frequentemente
associadas a surtos de BVD aguda, a doenga respiratdria severa, € algumas vezes a
sindrome hemorragica que cursam com trombocitopenia. Podem acometer bovinos
jovens e adultos e apresentam alta letalidade, sobretudo em animais jovens. Alguns
animais vém a Obito de forma hiperaguda. Surtos com 40% de morbidade e 10% de
mortalidade, com sinais de diarréia, pirexia e agalaxia em bovinos adultos foram
também diagnosticados como BVDV-2 (SWEECKER et al., 1983; CARMAN et al.,
1998).

3.2.1.1.2 Infec¢ao Aguda em animais prenhes e enfermidade reprodutiva

Quando o BVDYV infecta fémeas gestantes, atravessa a placenta e causa infec¢ao
fetal ¢ responsavel por grande impacto econdmico. As conseqiiéncias da infeccao fetal
sao dependentes da idade gestacional em que ocorreu a infec¢do e da cepa do virus
causador e suas caracteristicas bioldgicas de citopatogenicidade (CP ou NCP)
(FLORES, 2003).

Como conseqiiéncia da infeccdo transplacentdria pode ocorrer reabsorgdo
embrionaria (com retorno ao cio em intervalos regulares ou irregulares), abortamento,
mumificacdo fetal, natimortalidade, nascimento de animais fracos e invidveis, que
morrem em seguida ou tém crescimento retardado. Caso o feto seja infectado com cepas
NCP, entre 42 e 125 dias de gestacdo, pode resultar em fetos PI. Esses animais podem
crescer aparentemente normais ou apresentarem defeitos congénitos, mas
frequentemente apresentam retardo no crescimento e sao susceptiveis a infecgdes
secundarias (VILCEK et al., 1999).

De acordo com Yapkic et al. (2006), a prevaléncia de bovinos PI ¢ usualmente
inferior a 1%. Embora baixa a prevaléncia, esses animais sao responsaveis por grandes

perdas econdmicas, uma vez que eliminam o virus consequentemente por suas secre¢oes
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e excrecoes (MARS et al., 1999) e sdo a mais importante fonte de infec¢ao para outros
animais (HOUE, 1999).

Os animais PI s3o imunotolerantes ao virus, sendo dificilmente detectados por
métodos soroldgicos. Alguns animais PI podem apresentar baixos titulos de anticorpos,
principalmente, se infectados com amostras heterélogas do VBVD (FLORES, 2003).

As fémeas PI que atingem a vida reprodutiva podem apresentar perdas
embriondrias e fetais, ocorrendo retorno ao cio, sendo essas alteragdes passageiras,
voltando a fémea a ciclar e conceber em servigos posteriores (WITHMORE et al.,
1996). Os machos podem apresentar alteracdes na qualidade do sémen, caracterizadas
por diminui¢do na motilidade e anomalias morfologicas (REVELLI et al., 1988).

As malformacdes fetais sdo muito comuns em rebanhos infectados e ocorre,
geralmente, quando a infecgdo se da entre 100 e 150 dias de gestacdo. As alteracdes
geralmente sdo encontradas no sistema nervoso central (SNC) e nos olhos (Tabela 2),
podendo ainda ser observada aplasia timica, braquinismo, artrogripose e retardo no

crescimento (FLORES, 2003; RIET-CORREA, et al., 2003).

Tabela 2 - Principais malformagdes observadas no sistema nervoso central (SNC) e nos

olhos de animais infectados com o virus da diarréia viral bovina (BVDV)

ORGAO ACOMETIDO LESOES

SNC Hipoplasia cerebelar, microcefalia,
hidranencefalia, mielinizacdo deficiente na
medula espinhal

Olhos Atrofia ou displasia de retina, catarata,

microftalmia.

Silva (2008).

3.2.1.1.3 Doenca das Mucosas (MD)

A doenga das mucosas (MD) ¢ a forma mais grave da infeccdo de BVDV. Ela
ocorre como resultado da infeccdo de animais PI por cepas CP e/ou pela infec¢ao de
cepas NCP mutantes, derivadas de outros animais. Geralmente afeta animais entre seis
meses e dois anos de idade (FLORES, 2003).

A MD ocorre com baixa morbidade, em torno de 1 a 2% do rebanho, e altissima
letalidade (proxima a 100%), ocasionalmente podem ocorrer surtos com até 25% dos

animais afetados. Ocorre principalmente em bovinos de 6 meses a 2 anos, podendo
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atingir animais de qualquer faixa etaria. Geralmente apresenta curso agudo, embora ja
tenham sido relatados casos cronicos (RIET-CORREA et al. 2003).

Na forma aguda, a MD se caracteriza por febre (40 — 41°C), salivacdo, descarga
nasal e ocular, diarréia profusa hemorragica, desidratacdo, depressao e morte. Podem,
ainda, ser visualizadas na mucosa da cavidade bucal erosdes discretas superficiais que
se tornam confluentes, resultando em grandes areas de epitélio necrotico que se
destacam da mucosa, sobretudo nos labios, nas gengivas e coxim dentario, na por¢ao
posterior do palato duro, na comissura labial e na lingua. Essas lesdes apresentam
aspecto necrotico acinzentado e podem se espalhar e acometer também o focinho.
Observa-se também laminite e coronite. Os animais podem apresentar leucopenia grave
e trombocitopenia, que favorecem o aparecimento de doenca homorragica
(RADOSTITS et. al., 2002).

A MD ¢ muito semelhante a casos de BVD aguda causados pelo virus BVDV-2,
diferenciando-se pelos aspectos apresentados na Tabela 3.

Nos casos cronicos, que ocorrem menos comumente, podem ocorrer episddios
intermitentes de inapeténcia, diarréia, emaciagdo progressiva, pelagem seca e aspera,
timpanismo cronico, deformidades dos chifres, erosdes cronicas na cavidade bucal e
pele, sendo esses sinais clinicos inespecificos. No pesco¢co podem ser conservadas areas
de alopecia e hiperqueratinizagdo. Nos cascos sdo visualizadas laminite, necrose
interdigital e deformidades. Esses animais podem sobreviver por muitos meses e
geralmente morrem apos debilitagdo progressiva (FLORES, 2003; RADOSTITS et al.,
2002).
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Tabela 3 - Apresentacao das diferengas que ocorrem nos casos de diarréia viral bovina
(BVDV) aguda causada pelo virus da diarréia viral bovina tipo 2 (BVDV-2)

e da doencga das mucosas (MD)

PATOLOGIAS DIFERENCAS

Doenga das mucosas (MD) Afeta poucos animais
Ocorre apenas em animais PI
Podem ser detectados dois biodtipos do
virus CP e NCP

Diarréia viral bovina (BVD) Acomete muitos animais do rebanho

deteccao apenas da cepa NCP do virus

Silva (2008)

3.2.1.1.4 Achados anatomohistopatologicos

Nos casos de infeccdo superaguda a lesdo mais evidente ¢ a pneumonia
fibrinosa, acompanhada por consolidacdo dos pulmdes, edema, atelectasia e exsudato
fibrinoso com ou sem associagdo a pleurites. Devido a trobocitopenia pode ocorrer
lesdes hemorragicas petequiais ou equimoticas distribuidas por todo corpo do animal,
hemorragias na esclera dos olhos, terceira palpebra na mucosa conjuntival e, em menor
propor¢ao nas gengivas (BOOKER et al., 2008; CORARI et al., 1989; RADOSTITS et
al., 2002).

Ao se realizar exame necroscopico podem ser visualizadas hemorragias no
esofago, com a presenca de lesdes no sentido longitudinal com aspecto de “arranhdo de
gato”, hemorragia na membrana serosa do bago, na mucosa do abomaso e, em alguns
casos, em 30% da area do rumem. As papilas ruminais apresentam-se diminuidas de
tamanho, o contetido intestinal é constituido por material escuro e aquoso e observa-se
uma enterite catarral ou hemorragica. As placas de Peyer estdo edematosas,
hemorragicas e necroticas. Observa-se ainda necrose dos centros germinativos do bago e
dos linfonodos, além de necrose e infiltrado inflamatério nas mucosas do trato
digestivo. Alguns animais podem apresentar exsudato traqueal que quando cultivado
consegue-se isolar Pasteurella multocida, sendo indicativo de infec¢do secundaria
bacteriana, por imunossupressao causada pelo BVDV (CORARI et al., 1989; FLORES,
2003).

Os casos subagudos com um curso muito prolongado podem revelar poucas

lesdes na boca, algumas no eséfago, e auséncia de lesdes no estdmago e intestino. Pode
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ser dificil de localizar as placas de Peyer nesses animais, que quando examinadas
histologicamente os foliculos linfoéides sdo hipocelulares. Antigenos virais podem ser
detectados no bago, intestino, esofago, mucosas das narinas, rimen, abomaso, vesicula
biliar e glandulas salivares (RADOSTITS et al., 2002).

Nos casos de MD cronica o epitélio necrético pode nao ser erodido pelos
movimentos digestivos, mas em vez disso permanecem “in Sifo” como placas fridveis
amarelas, ligeiramente elevadas, especialmente na lingua e no rumem. Sao observadas
lesdes indicativas de pneumonia cronica, abscessos pulmonares e fibrose pulmonar

(BOOKER et al., 2008).

3.2.1.2 Infeccao pelo BDV

A primeira descrigdo do nascimento de um cordeiro apresentando
hipomielogénese foi realizada por Hughes et al. (1959), na regido fronteirica da
Inglaterra e Pais de Gales, sendo por isso denominada Doenca das Fronteiras (Border
Disease). A doenga das Fronteiras é também conhecida como doenca de cordeiros
peludos oscilantes ou hipomielinogénese congénita (RADOSTITS et al., 2002).

De acordo com Moenning e Plagemann (1992) a infec¢ao congénita por BDV
representa um grande problema. Esta forma de infec¢do pode causar varias deficiéncias

nos animais, resultando assim, grande perda para a produgao.

3.2.1.2.1 Infecgao pds-Natal

A infec¢@o pds-natal por BDV caracteriza-se por ser aguda, produzindo doenca
clinica inaparente ou discreta, que cursa com depressado, febre e leucopenia. Os animais
afetados apresentam resposta imune satisfatoria e apds cerca de duas semanas
apresentam anticorpos neutralizantes que eliminam o virus, terminando com o periodo
de viremia (MOENNING e PLAGEMANN, 1992).

A morte fetal ocorre quando a infec¢do € registrada entre o 45° e o 72° dia de
gestacdo. Se a infecgdo ocorrer entre 0 21° e o 72° dia de gestacdo, quando o feto nao
apresenta competéncia imunologica, ¢ gerada a condigao de PI, como no caso de BVD,,.
Os animais sao mais susceptivel a doengas intercorrentes € comumente morrem antes da
maturidade. Esses cordeiros desenvolvem hipomielinogénese e apresentam disfuncao
neurolégica ao nascimento, que varia desde um leve tremor continuo & contracdo
tonico-clonica dos musculos esqueléticos, envolvendo todo o corpo e cabega. Além

disso, os animais afetados apresentam disfuncao tireoidiana que os leva a problemas na
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mielinizagdo e taxa reduzida de ganho de peso. A pelagem também pode ser
comprometida, pois ocorre aumento no numero de foliculos pilosos primarios e
concomitantemente redu¢do no nimero de foliculos pilosos secundarios, o que torna o
pélo aspero. Alguns casos de cordeiros PI ndo apresentam sinais, sendo fenotipicamente
normais, o que limita o valor da identificacdo dos cordeiros infectados com base na

presenga de anormalidades clinicas ao nascimento (RADOSTITS et al., 2002).

3.2.1.2.2 Infeccoes Intrauterinas

Normalmente o periodo gestacional médio das ovelhas ¢ de 150 dias e o feto
desenvolve imunocompeténcia entre 64 ¢ 82 dias de gestacio (FAHEY e MORRIS,
1978).

Durante a infec¢ao aguda, igualmente a outros pestivirus, o BDV ¢ capaz de

ultrapassar a placenta e infectar o embrido ou feto (MOENNING ¢ PLAGEMANN,
1992).
Até o 16° dia de gestacdo o embrido ndo ¢ susceptivel a infeccdo. Apds esse periodo o
concepto torna-se vulneravel e se infectado pode ocorrer: morte fetal, geracdo de
animais PI, hipomielinogénese, problemas de tiredide e da pelagem e retardo de
crescimento (RADOSTITS et al., 2002).

Se a infeccdo intrauterina ocorrer apds o 50° dia de gestacdo estabelece-se
viremia persistente. A infec¢do intrauterina causa plascentite e em cabras esta associada
com elevada incidéncia de morte fetal e aborto (BARLOW et al., 1975). Em ovinos a
infeccdo trasnplascentaria pode ocasionar morte fetal, resultando em reabsor¢do,
mumificac¢do, abortamento ou natimortalidade (BARLOW, 1972).

Em experimento realizado por Nettleton et al. (1992) com a inoculagao
experimental de ovelhas entre 50 e 60 dias de gestagdo com as cepas Moredum e Oban
de BDV foram obtidos cordeiros que sobreviveram por um periodo entre 4 meses e 5
anos e¢ meio, sendo estes pesrsistentemente infectados, onde as duas causas mais
comuns de morte foram a Sindrome cronica de Wasting, semelhante a doenca das
mucosas . Em animais persistentemente virémicos necropsiados aos 18 meses de idade
observou-se hipomielogénese, inflamacao sistémica, cronica e multifocal, incluindo
nefrite, miocardite e pneumonia (JEFREY e ROEDER, 1987).

Os cordeiros que sobrevivem a infecgdo uterina demonstram muitas
anormalidades dentre as quais a mais frequente ¢ a sindrome do pélo arrepiado ou Hairy

Shaker. A Infeccdo Persistente mantém-se por toda a vida, sendo os animais mais
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susceptiveis a doenga intercorrente € comumente morrem antes da maturidade. Esses
cordeiros desenvolvem hipomielinogénese e apresentam disfun¢do neuroldgica ao
nascimento que variam desde leve tremor continuo a contragdo tonicoclonica dos
musculos esqueléticos, envolvendo todo corpo e a cabeca. Além disso, os animais PI
apresentam disfuncdo tireoidiana que os leva a problemas de mielinizagdo e taxa
reduzida de ganho de peso. A pelagem também esta comprometida, ocorre aumento no
nimero de foliculos pilosos primarios e concomitantemente redu¢do no numero de
foliculos pilosos secundarios, o que torna o pelo dspero. Em alguns casos os cordeiros
PI ndo apresentam sinais, sendo fenotipicamente normais, o que limita o valor da
identificacdo dos cordeiros infectados com base na presenca de anormalidades clinicas
ao nascimento (RADOSTITS et al., 2002). Quando a infec¢ao fetal ocorre durante o
periodo de desenvolvimento da capacidade de montar uma resposta imune
(aproximadamente entre 61 e 80 dias de gestacdo), o efeito ¢ varidvel. Alguns fetos
infectados neste estagio respondem com um processo inflamatorio grave no SNC com
periarterite nodular, necrose e inflamacdo das camadas germinativas do cérebro. As
lesdes resultantes da infec¢do nessa fase sao: hidranencefalia, displasia cerebelar, atrofia
retinal multifocal, atrogripose e outras informagdes congénitas (RADOSTITS et al,
2002; MOENNING e PLAGEMANN, 1992; JEFREY ¢ ROEDER, 1987).

A infec¢do do feto apds 80 dias de gestacdo ¢ provavelmente controlada ou
eliminada por uma resposta imunologica fetal. Tais cordeiros nascem sem doenga
clinica e sdo negativos ao virus, porém apresentam anticorpos pré-colostaris circulantes

(RADOSTITS et al., 2002; JEFREY e ROEDER, 1987).

3.2.1.2.3 Achados Anatomo-histopatologicos:

Em casos de BDV as lesdes que podem ser observadas estdo listadas na Tabela
4.
Ao se realizar exame necroscopico em ovelhas experimentalmente inoculadas com cepa
IP306 de BDV, por via intramuscular, foi visualizada pleurite, pericardite e foi
detectada infec¢do secundaria por Pausterella haemolytica. Antigenos virais foram

identificados no pulmao, figado, bago e rins (LEES et al, 1991).

3.2.1.3 Distribui¢ao dos Pestivirus
O BVDYV tem distribuigao mundial e ¢ considerado um dos principais patdgenos

de bovinos. A prevaléncia de anticorpos chega a atingir 70 a 80% dos animais em até
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80% dos rebanhos da América do Norte e em alguns paises europeus. Nesses paises que
sdo livres de febre aftosa, o BVDV ¢ considerado o agente viral mais importante de
bovinos e tem sido alvo de numerosos estudos e de programas de controle e/ou
erradicagdo nas ultimas décadas (FLORES et al., 2005). Os paises em que ja foram
isoladas amostras de BVDV e o tipo de virus sdo apresentados na Tabela 5.

No Brasil, varios relatos clinico-patoldgicos e soroldgicos t€ém mostrado a
presenga da infeccdo por Pestivirus no pais desde o final dos anos 60. O primeiro relato
foi de uma doenga gastroentérica, com aspectos clinicos e patoldgicos com a forma
classica da infec¢do, a doenca das mucosas (CORREA et al., 1968). Os primeiros
estudos soroldgicos datam de 1971 e foram realizados no Rio Grande do Sul
(WIZIGMANN et al.,, 1971). Desde entdo diversos estudos soroldgicos t€m sido

realizados em varias regioes, demonstrando a ampla distribuicao da infec¢ao (Tabela 6).
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Tabela 4 - Achados anatomo-histopatologicos causados pelos virus da doenga das

fronteiras (Border Disease-BD) em ovinos

SISTEMA LESOES HISTOPATOLOGIA
Nervoso Central Hidranencefalia, hipoplasioa Hipomielinogénese;
cerebelar e pouca Anormalias das células da

Respiratorio

Digestivo

Cardiaco

Diversos

diferenciagdo entre os lobos

Presenca de nddulos caseosos
no pulmao, congestao, edema e
hepatizag¢do pulmonar.
Ulceragdes no dorso da lingua,
palato duro e faringe, polipos
intestinais ¢ hemorragia da
mucosa intestinal

Coracao flacido e aumentado
de tamanho, miocardite,
pericardite fibrinosa
Alteragdoes de retina, no
sistema musculo-esquelético e

lesdes na regido do cortex

renal

Glia, Glicose multifocal
moderada

Pneumonia exsudativa

Miocardite ndo supurativa

com infiltrados eosinoéfilos

Miosite, com presenca de

infiltrados eosinofilicos

Silva (2008)
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Tabela 5 - Distribui¢do do virus da diarréia viral bovina (BVDV) de acordo com a

espécie e tipo viral

PAIS ESPECIE TIPOS DE REFERENCIA
VIRUS
Turkia Bovina BVDV FIRAT et al. (2002)"; AK et al.
(2002)"; YAPKIC et al.(2006)
Argentina Bovina BVDV-2 VILCEK et al. (2004);
BVDV-1a GORGOZA et al. (2005)*
BVDV
Austria Caprina BVDV-1 KRAMETTER-
FROESTSCHER et al.(2006)"
Australia Bovina BVDV-1 MAHONAY et al. (2005)
Italia Ovina BVDV-1 PRATELLI et al.(2001)
BVDV-2
India Caprina BVDV-2 MISHRA et al.(2007)
Corea Caprina BVDV-2 KIM et al.(2006)
Egito Bovina BVDV-1 VILCEK et al.(2004)
Filandia Bovina BVDV-1 VILCEK et al.(2004)
Eslovaquia Bovina BVDV-1 VILCEK et al.(2004)
Inglaterra e Bovina BVDV-la VILCEK et al. (1999)
Pais de Gales BVDV-1b
Suécia Bovina BVDV-1la VILCEK et al. (1999); VILCEK
Ovina BVDV-1b et al. (1997)
BVDV-1
BVDV-2
Japao Ovina BVDV-2 GIANGASPERO et al. (2004)
Silva (2008)

" limunoperoxidase indireta

>ELISA comercial do Instituto Pourquier.

 ELISA competitiva.

* Soroneutraliza¢do com cepas BVDV-1, BVDV-2, BDV.
ELISA em amostras de leite.

% Alpacas (Lama pacos) ¢ Llama (Lama glama).

’ Soroeneutralizagio e imunhistoquimica.

¥ Imunohistoquimica e bidpsia de pele.

? Imunoistoquimica.
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Tabela 5 (cont.) - Distribuicdo do virus da diarréia viral bovina (BVDV) de acordo

com a espécie e tipo viral

PAIS ESPECIE  TIPOS DE REFERENCIA
VIRUS

Hungria Bovina BVDV-1 BAULE et al.(2001)

Tailandia Bovina BVDV KAMPA et al.(2004)°

Chile Alpacas® BVDV-1 CELEDON et al.(2006)
Llamas BVDV-2

Estados Unidos Caprina BVDV-2 NELSON et al.(2008);
Bison BVDV BROADDUS et al.(2007);
Bovina BVDV-1 SOUSKER et  al.(2002)*

GROOMS et al.(2002)*; CHUL
AHN et al.(2005); CONFER et
al.(2005)°

Silva (2008)
! Imunoperoxidase indireta

>ELISA comercial do Instituto Pourquier.

 ELISA competitiva.

* Soroneutraliza¢do com cepas BVDV-1, BVDV-2, BDV.

SELISA em amostras de leite.

% Alpacas (Lama pacos) ¢ Llama (Lama glama).
’ Soroeneutralizagio e imunhistoquimica.

¥ Imunohistoquimica e bidpsia de pele.
? Imunoistoquimica.



40

Tabela 6 — Prevaléncia do virus da diarréia viral bovina (BVDV) nos estados brasileiros

de acordo com a espécie

ESTADO ESPECIE PREVALENCIA  REFERENCIA
Bahia Bovina 14,64% RIBEIRO et
Bovina 56,00% al.(1987)";
NORONHA et al.
(2001)
Sergipe Bovina 64,70% MELO et al.(1997)"
Pernambuco Caprina 11,60% CASTRO et al.
(1994)
S3o Paulo Bovina 78,00% RICHTZEINHAIN,
Bubalina 16,20% (1997)%; PITUCO et
Bovina’ 40,80% al.(1997)'; PITUCO
e DEL FAVA,
Bovina® 53,80% (1998)';  PITUCO,
(2004)"
Minas Gerais Bovina 61,47% FIGUEIREDO et al.
Bovina* 58,00% (1997)"; MINCO et
Bovina* 61,00% al. (2002)?;
Bovina 37,30% CASTRO et al
Bubalina 52,70% (1992)'; LAGE et
al.(1996)"
Parana Bovina’ 73,47% MEDICI et al
(2000)"
Silva (2008)
! Soroneutralizagio
*ELISA

3 Touros de centrais de inseminagdo artificial
* Rebanhos de bovinos com problemas reprodutivos
> Rebanhos de bovinos de corte ¢ de leite

% Rebanhos de bovinos com problemas reprodutivos em varios estados.
7 Amostras de 56 propriedades de bovinos de leite ¢ de corte dos estados do RS, PR, SP, RJ, MG E MS.
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Tabela 6 (cont.) - Prevaléncia do virus da diarréia viral bovina (BVDV) nos estados

brasileiros, de acordo com a espécie

ESTADO ESPECIE PREVALENCIA  REFERENCIA
Goias Bovina 35,2%" BRITO et al.(2002)
34,5%' 12
Bovina 63,70%
Bovina 64,00% BRITO et al.(2004)’
Bovina 54,10% ALFAIA et
al.(2004)
BRITO, (2004)"
Rio Grande do Sul Bovina 23,40% KRAHH et al
Bovina 56,00% (1997)"
Bovina 58,80% CANAL et al
Bovina 39,33% (1998)
Bovina 84,10% VIDOR, (2004)’
Bovina 67,85% WEIBLEN, (2004)"
SIELDER et al
(2008)"
POLETTO et al.
(2004)'
Varios estados Bovina® 47,70% PITUCO e DEL
FAVA, (1998)'
Bovina’ 73,52% RICHTZENHAIN

et al. (1999)

Silva (2008)
! Soroneutralizagio
*ELISA

3 Touros de centrais de inseminagdo artificial
* Rebanhos de bovinos com problemas reprodutivos

3 Rebanhos de bovinos de corte e de leite

6 . . , .
Rebanhos de bovinos com problemas reprodutivos em varios estados.

7 Amostras de 56 propriedades de bovinos de leite ¢ de corte dos estados do RS, PR, SP, RJ, MG E MS.



42

No Brasil ja foram isolados aproximadamente 80 amostras virais, das mais
variadas origens, como por exemplo, de soro fetal, abortos, animais PI e de animais
apresentando casos clinicos de gastroenterite (FLORES, 2003).

A andlise filogenética de 10 amostras brasileiras realizadas por Vilcek et al.
(2004) demonstrou a ocorréncia dos subtipos BVDV-1a, BVDV-1b, BVDV-1d e do
tipo BVDV-2. Em um surto agudo e fatal caracterizado pela presenca de leucopenia
severa, febre alta, depressdo, diarréia, erosdes gastrointestinais e hemorragias, quadro
compativel com a infec¢do causada pelo BVDV-2, foi realizado estudo filogenético de
material extraido de linfonodo, que resultou na caracterizacdo da amostra BVDV-1b
(LUNARDI et al., 2008).Na regido sul do Brasil, foram identificadas duas amostras de
BVDV-2 isoladas de animais apresentando enfermidade gastroentérica, com
componentes respiratoérios e hemorragicos (FLORES et al.,, 2000b). Pode-se entao
concluir que a infeccao pelo BVDV estd amplamente difundida no territério brasileiro,
em diversas espécies, € que os tipos ja identificados sdo o BVDV-1 e 0o BVDV-2.

No que diz respeito a distribuicdo da Doenca das Fronteiras (Border Diseae) esta
amplamente difundida em alguns paises, como pode ser observado na Tabela 7. Os
dados referentes a prevaléncia de anticorpos foram relatados na Espanha, em testes
realizados em soros de caprinos, ovinos e de camurca (Pyrenean chamois) estdo
apresentados na Tabela 8 (MARCO et al.,2008; VALDAZO-GONZALES et al.,2008;
BERRIAUTA et al.,2006; VALDAZO-GONZALES et al.,2006). A prevaléncia de
ovinos PI ¢ baixa, oscilando de 0,3 a 0,6% (VALDAZO-GONZALES et al., 20006).

No Brasil, estudos sobre pestivirus vém sendo realizados desde a década de 80,
em sua maioria voltados para bovinos, principalmente das regides centro-oeste, sul e
sudeste do pais (FLORES, 2005). Na regido Nordeste estudos sobre BDV sao escassos,
tendo sido realizado apenas um levantamento em Pernambuco em 1994, em caprinos,

onde foi observada prevaléncia de 11,6% (CASTRO et al., 1994).
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Tabela 7 — Distribui¢dao do virus da Doenca das Fronteiras (Border Disease) BDV de

acordo com a espécie e tipo viral

Pais Espécie  Tipo de virus Referéncia
Austria Caprina  BDV KRAMETTER-FROETSCHER
et al. (2006")
Suécia Ovina BDV VILCEK et al.(1997))
Franca Ovina BDV-3 DUBOIS et al.(2008)°
BDV-4
BDV-5
BDV-6
Espanha Ovina BDV-4 VALDAZO-GONZALES et
al.(2008)*
Peninsula Ibérica ~ Camurca® BDV-42 VALDAZO-GONZALES et
BDV-4b al.(2007)
Espanha Camurca® BVV-4 MARCO et al.(2008)*
Ovina BDV-1 VALDAZO-GONZALES et
Caprina  BDV-4b al.(2006)’
Silva (2008)
! Soroneutralizagio.

? Estudo filogenético das regides 5'-UTR e da regido C do genoma de pestivirus.
3 Estudo filogenético das regides 5'-UTR e Npro do genoma de Pestivirus.

* Estudo filogenético da regido 5'-UTR
> Camurga (Pyrenean chamois)
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Tabela 8 - Prevaléncia de anticorpos contra o virus da Doenca das Fronteiras (Border

Disease) na Espanha

ESPECIE TESTE UTILIZADO PREVALENCIA REFERENCIA

Ovina Imunoperoxidase 0,24 a 7,10%1 VALDAZO-
ELISA  captura  de 38,60%’ GONZALES et
antigeno al.(2008)

Camurga® ELISA competitivo 73,70%* MARCO et al.(2008)
ELISA captura de 22,60%’
antigeno
Soroneutralizagao

Ovina Imunopexodase 48,62% VALDAZO-

Caprina Soroneutralizagao 1,39% GONZALES et

al.(2006)

Ovina ELISA Competitiva 60,00% BERRIAUTA et

RT-PCR 9,00% al.(20006)

Silva (2008)

! Animais procedentes de matadouros
% Cordeiros afetados clinicamente

3 Camurca (Pyrenean chamois)

* Camurca saudavel

> Camurca doente

3.2.1.4 Transmissao

A via natural de infeccdo com Pestivirus ¢ a oronasal apds o contato com
animais infectados, alimentos contaminados, fomites, entre outros. Adicionalmente,
outras vias de infec¢cdo podem contribuir para a disseminagdo dos Pestivirus, como, por
exemplo, a inseminagdo artificial e aplicacdo de vacinas contaminadas com Pestivirus,
porém a forma de transmissdo mais importante ¢ a vertical, ocorrendo
transplacentariamente, podendo gerar animais PI que servem de fonte de infeccao para
outros animais (MOENNING e PLAGEMANN, 1992).

Recentemente, Thabiti et al. (2002) relataram a ocorréncia de surtos de doenca
das fronteiras em ovinos que apresentaram abortos (15-80%), natimortos e cordeiros
com pélos ericados, em decorréncia da vacinacdo com vacinas contaminadas por
Pestivirus. Os autores relatam que ¢ muito comum a contaminacdo de vacinas vivas

modificadas produzidas em células ovinas.
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3.2.1.5 Diagnéstico

Deve-se suspeitar da infecgdo por Pestivirus sempre que houver perdas
embrionarias, abortos, malformagdes fetais, nascimento de animais fracos e morte
perinatal. Além disso, casos de doenga entérica e/ou respiratoria com componentes
hemorragicos (melena, petéquias em mucosas, serosas) além de erosdes e ulceracdes no
trato digestivo também sdo sugestivos de infeccdo por BVDV e BDV. Estas
manifestagdes podem ocorrer isoladamente, mas a ocorréncia das diferentes formas
simultaneamente ¢ indicativo de ocorréncia da enfermidade (FLORES, 2003).

O diagnostico dos pestivirus além de clinico, como ja apresentado, pode ser
realizado laboratorialmente de forma direta ou indireta. Os métodos de diagndstico
direto incluem isolamento viral em cultura celular e a Reagdo em Cadeia de Polimerase
utilizando a Transcriptase Reversa (RT-PCR), testes imunohistoquimicos ¢ ELISA
direto (YAPKIC et al., 2006; BROADDUS et al., 2007; GROOM et al., 2002;
CONFER et al., 2005; BRUM et al., 2002a; CELEDON et al., 2006; VILCEK et al.,
1999a; MARCO et al.,2008; FLORES et al., 2000a).

Para o isolamento viral, muitos tipos celulares vém sendo utilizados (Tabela 9).
Como os pestivirus apresentam dois tipos CP e NCP que apresentam comportamentos
diferentes quando em cultura de tecido, o isolamento deve ser seguido por identificagao

por imunoflorescéncia (IFA) e/ou imunoperoxidase (IPX) (FLORES, 2003).
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Tabela 9 - Principais tipos celulares utilizados para isolamento do virus da diarréia viral

bovina (BVDYV) e virus da doenga das fronteiras (Border Disease - BDV)

TIPO CELULAR TIPO DE VIRUS REFERENCIA
MDBK' BVDV-2 NCP TIUNSSEN et al.(1996);
BVDV-1 CP BECHER et al. (2003);
BDV BRUM et al.(2002a);
CONFER et al. (2005);
LEES et  al.(1991);
BECHER et al. (1998);
BECHER et al. (1996);
FLORES et al.(2000);
LIMA et al.(2004); BRUM
et al.(2002b)
EBK? BVDV CP CHUL AHN et al.(2005)
BT’ BVDV GROOMS et al.(2002);
BDV SOWSKER et al.(2002);
BAULE et al.(2001);
VILCEK et  al.(1997);
VILCEK et al.(1999a)
RIDALPHT e BOLIM,
(1997)
FBK* BVDV AK et al.(2002)
PFB’ BVDV CELEDON et al.(2006)
Silva (2008)

'Madin Darby bovina kidney
*Embrionic bovine kidney
3Células turbinadas bovinas
*Fetal bovine kidney
Pulmén fetal bovino
SCélulas de testiculo bovino
7 Foetal lamb Kidney

¥Baby hamster kidney linhagem 21

1%p]exo cordide ovino
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Tabela 9 (cont.)- Principais tipos celulares utilizados para isolamento do virus da

diarréia viral bovina (BVDV) e virus da doenca das fronteiras (Border Disease

-BDV)
TIPO CELULAR TIPO DE VIRUS REFERENCIA
CTB® BVDV VILCEK et al( 1997);
BDV BECHER et al. (1996)

FLK’ BDV NCP NETTLETON et al. (1992)

BHK-21° BDV BECHER et al. (1998)

ETM 52 BDV THABITI et al. (2002);
DUBGOIS et al. (2008)

IR04 BDV THABITI et al. (2002);
PRATELLI et al. (2001)

Scp' BDV-4 VALDAZO-GONZALES
et al. (2007)

Silva (2008)

'Madin Darby bovina kidney
*Embrionic bovine kidney
3Células turbinadas bovinas

*Fetal bovine kidney

*Pulmoén fetal bovino

SCélulas de testiculo bovino

’ Foental lamb Kidney

¥Baby hamster kidney linhagem 21
"%Plexo cordide ovino
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Entre os métodos indiretos pode-se citar: imunoperoxidase indireta (TIJSSEN et
al., 1996; VILCEK et al., 1999a; VALDAZO-GONZALES et al., 2008; FIRAT et al.,
2002; AK et al., 2002; VALDAZO-GONZALES et al., 2006; LEE et al., 1991);
imunoflorescéncia indireta (THABITI et al., 2002; NETTLETON et al.,1992; FLORES
et al., 2000); soroneutralizacdo (CANAL et al.,1998; POLETTO et al., 2004; SIELDER
et al., 2008; LAGE et al., 1996; CASTRO et al., 1992; CASTRO et al., 1994; BRUM et
al., 2002a; BROADDUS et al., 2007; SAUSKER et al., 2002; VALDAZO-GONZALES
et al.,, 2006; THABITI et al., 2002; MARCO et al., 2008; TIJSSEN et al., 1996);
immunoblot (TJSSEN et al., 1996; BECHER et al., 1998) e imunodifusdo em gel de
agar (OIE, 2008).

Nao se deve deixar de levar em consideracdo que a soropositividade de um
animal indica apenas exposi¢ao prévia ao agente. Animais infectados de forma aguda,
soroconvertem 14 a 20 dias apds a infecgdo. Nestes animais a sorologia pareada pode
indicar a infec¢do pelo virus. A elevagao do titulo de anticorpos de pelo menos 4 vezes
indica que o animal estava infectado pelo virus no momento de primeira coleta. Animais
PI, geralmente, ndo apresentam anticorpos séricos, ja que nao sdo capazes de responder
imunologicamente ao virus. Exames sorologicos de rebanhos, devido a pratica de
vacinagdo tém valor epidemioldgico limitado e servem unicamente para verificar o
status sorologico e a possivel presenga do virus no rebanho (FLORES, 2003).

O diagnostico de animais PI pode ser realizado através de RT-PCR, ELISA
captura de antigeno e imunohistoquimica em biopsias da pele (GOGORZA et al., 2005;
CONFER et al., 2005; BROADDUS et al., 2007) .

Os materiais de eleicdo para o diagndstico de pestivirus sdo: sangue total (para
deteccao de animais PI ou de animais que estejam apresentando infec¢ao aguda), soro
(pareado), orgdos (baco, timo, intestino e linfonodo), fetos e envoltorios fetais (placenta

e placentomas), além de 6rgaos e tecidos com lesdes macroscopicas (FLORES, 2003).

3.2.1.6 Controle e Profilaxia

A chave para o controle das infecgdes por Pestivirus € a identificacao e remogao
de animais PI, combinada com a ado¢do de medidas de biosseguranga para evitar a
reinfecgdo (VALDAZO-GONZALES et al., 2008). Basicamente o controle da infecgio

por BVDV pode ser realizado com ou sem vacinagao.
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3.2.1.7 Controle com vacinacio

A vacinagdo tem sido utilizada com relativo sucesso para proteger os animais da
enfermidade clinica, reduzir a circulacdo do virus e tentar impedir a infecgdo fetal e a
consequente producdo de bezerros PI (DUBOVI, 1992).

O uso de vacinas no Brasil contra BVDV ainda ¢ incipiente sendo realizado de
forma irregular nas diferentes regides e sistemas de producao (FLORES et al., 2005).

A utilizagdo de vacinas ¢ indicada para rebanhos com alta rotatividade de
animais, rebanhos com sorologia positiva, com historico da doenca clinica ou
reprodutiva compativel e com confirmagao viroldgica da BVDV. Também ¢ indicada
para propriedades onde novilhos de vérias procedéncias sdo colocados juntos. Em
rebanhos leiteiros com constante reposi¢do de animais, troca de reprodutores, a
vacinacao deve ser aconselhada (FLORES, 2003).

A vacinacao tem sido realizada com baixa freqii€ncia em rebanhos leiteiros e em
criagdes intensivas e semi-intensivas de corte nas regides Sudeste e Sul do Brasil. No
entanto, comparando-se com o numero de doses de vacinas anti-aftosa e com o rebanho
bovino brasileiro, o nimero de doses comercializadas anualmente revela que a
vacinagao contra BVDV nos rebanhos brasileiro como um todo ¢ uma excecgao
(FLORES et al., 2005).

As vacinas disponiveis no Brasil sao polivalentes contra os virus da diarréia viral
bovina (BVDV), herpesvirus tipol (BHV-1), virus parainfluenza-3 (PI-3) e virus
respiratorio sincicial bovino (BRSV), contendo adjuvante oleoso ou hidréxido de
aluminio. Essas vacinas contém apenas BVDV-1, e atualmente tem-se buscado a
inclusdo de BVDV-2 em suas formulagdes e de amostras brasileiras (FLORES et al.,
2005), pois os isolados brasileiros apresentam baixa reacao cruzada com as cepas norte-
americanas utilizadas nas vacinas atualmente utilizadas, o que gera um questionamento
sobre o uso e eficacia das vacinas atualmente comercializadas.

Em resposta a esse questionamento estudos ja vém sendo realizados de acordo
com dois isolados CP de BVDV (BVDV-1 e BVDV-2) e que sdo fortes candidatos a
antigenos vacinais. Esses virus foram atenuados por passagens multiplas em cultivo
celular. Quando submetidos aos testes da atenuagdao e imunogenicidade em bezerros e
ovelhas prenhes, observou-se que os virus demonstraram ser atenuados para bezerros,
que induziram altos titulos de anticorpos neutralizantes contra BVDV-1 e 2, e foram

capazes de induzir protegao fetal frente a desafios com cepas heterdlogas de BVDV em
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ovelhas prenhes. Assim, sdo cepas promissoras para 0 uso em vacinas em um futuro
proximo (LIMA et al., 2004; BRUM et al., 2002b).

No que diz respeito a vacinacdo contra doenca da fronteiras (Border Disease),
deve-se vacinar as fémeas antes das fases reprodutivas para prevencao da infecg¢ao
transplacentaria, utilizando vacinas para BVDV, uma vez que nao existe vacina para
BDV, porém ndo pode deixar de ser considerada a diversidade antigénica desse virus

(OIE, 2008).

3.2.1.8 Controle sem vacinacao

Indicado para rebanhos fechados, criados extensivamente, que ndo apresentam
disturbios reprodutivos, com sorologia negativa, que ndo apresentem animais PI, sendo
baseado no teste de todos os animais antes de ingressarem na propriedade; sobretudo em
fémeas prenhes e animais jovens, pois representam formas de introdugdao do virus no

rebanho (FLORES, 2003).
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ANTICORPOS ANTI-PESTIVIRUS EM CAPRINOS E OVINOS, NO
SERTAO DE PERNAMBUCO E SAO FRANCISCO
PERNAMBUCANO, BRASIL.
Tercya Lucidi de Aratjo Silva', Michele Moreira M. Oliveira®, Mirian Nogueira

Teixeira’, lagmar Oliveira da Mota', Luciana Cavalcanti de Arruda Coutinho', Roberto

Soares de Castro*

Resumo: Um dos principais problemas sanitarios observados na caprinovinocultura do
Estado de Pernambuco ¢ a ocorréncia de abortamentos e de defeitos congénitos, que
ocorrem de forma endémica nas criagcdes. A etiologia desses distirbios em pequenos
ruminantes ainda ndo ¢ totalmente esclarecida. Os Pestivirus ocorrem em bovinos em
varios paises, incluindo o Brasil, estado de Pernambuco. Para verificar o envolvimento
dos Pestivirus como um dos potenciais participantes na etiologia dos abortamentos foi
estimada, através de um inquérito soroepidemiologico, a sua prevaléncia em caprinos e
ovinos criados no sertdo Pernambucano, principal regido produtora do estado. Para isto,
foram submetidas ao teste de soroneutralizagdo em microplaca, utilizando cepa-
citopatogénica de BVDV-1 (NADL), 814 amostras de soros caprinos € ovinos. A
prevaléncia encontrada foi de 10,89% (9,36<p<12,42) em caprinos ¢ 6,98%
(5,36<p<8,60) em ovinos, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa (y2,
P>0,05) entre as espécies. As amostras foram estratificadas segundo a categoria animal
(matriz, reprodutor e jovem) e mesorregido de onde as amostras eram procedentes
(Sertao Pernambucano e Sertdo do Sdo Francisco Pernambucano), ndo apresentando
diferenca estatisticamente significativa (x2, P>0,05) entre os estratos. De acordo com as
informacgdes disponibilizadas pelos criadores ou tratadores, o aborto ocorreu em 70,96%
(22/31) das criagdes onde foi aplicado um questionario investigativo, e defeitos
congénitos em 83,87% (26/31). Os defeitos congénitos mais frequentemente relatados
foram: artrogripose de membros anteriores, posteriores e de cervical, agenesia de
membros posteriores, ceguerira, microftalmia, agnatismo, prognatismo, labio leporino e
ma formacao da face. Adicionalmente foi informado que caprinos € ovinos sao criados

em conjunto com bovinos em 61,29% das criagcdes. Pelos resultados obtidos pode-se
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concluir que os Pestivirus ocorrem em pequenos ruminantes, independente de idade e
sexo, nos Sertdoes Pernambucano e do Sdo Francisco Pernambucano, em baixa

prevaléncia.

Palavras-chave: Pequenos ruminantes, soroneutralizagdo, diarréia viral bovina, Border

disease, aborto, defeitos congénitos.
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ANTI-ANTIBODIES PESTIVIRUSES IN GOATS AND SHEEP,
HINTERLANDS IN PERNAMBUCANO AND SAN FRANCISCO
PERNAMBUCANO, BRAZIL

Abstract: A major health problems seen in caprinovinocultura of Pernambuco is the occurrence of
miscarriages and birth defects, occurring in an endemic form in the creations. The etiology of these
disorders in small ruminants has not been fully resolved. The pestiviruses occur in cattle in several
countries, including Brazil, Pernambuco state. To check the involvement of pestiviruses as one of the
potential participants in the etiology of abortions was estimated, through a seroepidemiological surveys, its
prevalence in goats and sheep reared in the backwoods of Pernambuco State, the main producing region
of the state. For this, were subjected to neutralization test in microplates, using strain-cytopathogenic
BVDV-1 (NADL), 814 serum samples from goats and sheep. The prevalence was 10.89% (9.36 < p <
12.42) in goats and 6.98% (5.36 < p < 8.60) in sheep, with no statistically significant difference (2, P >
0.05) between species. The samples were stratified according to animal category (parent, player and
young) and middle region from which the samples were from (Pernambucano Hinterland and Interior of
the San Francisco Pernambucano) with no statistically significant difference (32, P> 0.05) between strata.
According to information provided by breeders or handlers, abortion occurred in 70.96% (22/31) of farms
where a questionnaire was investigative, and birth defects in 83.87% (26/31). The birth defects most
commonly reported were: arthrogryposis of the forelimbs, and subsequent cervical agenesis of the
hindlimbs, ceguerira, microphthalmia, agnathia, prognathism, cleft palate and malformations of the face.
Additionally he was informed that goats and sheep are raised together with cattle in 61.29% of farms. By
the results we can conclude that the pestiviruses occur in small ruminants, regardless of age and sex in the

Hinterlands Pernambucano of San Francisco and Pernambucano, in low prevalence.

Keywords: Small ruminants, neutralization, bovine viral diarrhea virus, Border disease, abortion, birth

defects.
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INTRODUCAO

A caprino-ovinocultura ¢ uma atividade econdmica explorada em todos os
continentes. No entanto, somente em alguns paises essa atividade apresenta expressao
econdOmica, sendo, na maioria dos casos, desenvolvida de forma empirica e extensiva,
com baixa produtividade e rentabilidade reduzida (NOGUEIRA-FILHO e ALVES,
2002).

No Brasil, o rebanho caprino estd estimado em aproximadamente, 9,5 milhdes
de cabecas e o0 ovino em 16 milhdes, que representam 2,1% e 1,7% do efetivo mundial,
respectivamente. Os maiores plantéis nacionais estdo nas Regides Sul e Nordeste, que,
juntas possuem 91,7% (54% dos ovinos e 93,7% dos caprinos) do rebanho nacional. A
despeito de apresentar condigdes apropriadas para este tipo de exploragdo o Brasil
apresenta rebanhos numericamente inexpressivos (NOGUEIRA-FILHO e ALVES,
2002).

No Nordeste a maioria dos rebanhos, caprino e ovino, vem sendo explorada em
sistemas extensivos relacionados a subsisténcia, com manejo alimentar e higiénico-
sanitario inadequados. Em Pernambuco na tentativa de aumentar a produtividade das
criagdes de caprinos e ovinos, o Departamento de Medicina Veterindria (DMV) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) ¢ responsavel pela execu¢do do
projeto Programa de Melhoramento da Sanidade Caprina e Ovina de Pernambuco, cujas
acoes tém permitido a identificacdo dos principais problemas sanitarios, dentre os quais
tem se destacado a ocorréncia de abortamentos e de defeitos congénitos (ALENCAR.,
2008).

Os distarbios reprodutivos, como abortamento, natimortalidade e defeitos
congénitos sao bem descritos nas espécies domésticas. Entretanto, em caprinos € ovinos
a etiologia ainda ndo ¢ totalmente esclarecida, sabendo-se da participagao de fatores
genéticos, agentes toxicos, nutricionais, infecciosos etc... Dentre esses disturbios tém
sido destacados o aborto e a sindrome artrogripose-hidranencafalia/hidrocefalia em
ruminantes, causada por arbovirus, que pode ocorrer em surtos com elevada incidéncia
(BRENNER et al., 2004a). No Brasil, ha registros de altas taxas de abortos e de casos
de alteragdoes congénitas (incluindo artrogripose-hidranencefalia/hidrocefalia), sendo
considerada a principal (20%) causa de mortalidade perinatal de cabritos e cordeiros no
semi-arido nordestino (MEDEIROS et al., 2005). Estudo recente em Pernambuco tem
demonstrado que alteragdes congénitas em caprinos € ovinos ocorrem de forma

endémica em 25% a 85% das criacdes (ALENCAR, 2008).
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No género Pestivirus sdo classificados, de acordo com as similaridades
genéticas, 11 tipos de virus: Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV-1 e BVDV-2),
Virus da Peste Suina Classica (CSFV), Virus da Doenca das Fronteiras (BDV-1, BDV-
2, BDV-3, BDV-4, BDV-5 e BDV-6), Virus Giraffe ¢ Virus Tunisia (DUBOIS et al.,
2008). BVDV e BDV sao capazes de causar infecgao cruzada entre espécies unguladas
enquanto que CSFV nunca foi isolado em ruminantes (GIANGASPERO e
HARASAWA, 1999).

Os Pestivirus estdo distribuidos amplamente em muitos paises (VALDAZO-
GONZALES et al., 2006). No Brasil, ha relatos de sua ocorréncia em varios estados
(FLORES et al., 2005). Em Pernambuco, inquéritos soroldgicos realizados em bovinos
do Agreste Meridional e em caprinos leiteiros puros e seus mesticos, revelaram
prevaléncia de 72,6% e 11,6%, respectivamente (CASTRO et al., 1993; CASTRO et al.,
1994), sendo este o unico levantamento de Pestivirus em caprinos. Adicionalmente ha
um relato de caso em cordeiro com isolamento de Pestivirus no Rio Grande do Sul
(PESCADOR, et al. 2004).

Os Pestivirus sdo transmitidos de forma horizontal e/ou vertical. Esta forma de
transmissao desempenha papel fundamental na sua epidemiologia, uma vez que a
infeccdo de fetos pode resultar no nascimento de animais persistentemente infectados
(PI), que eliminam o virus durante toda vida, sendo, portanto, importante fonte de
infeccdo para os animais susceptiveis (NETTLETON et al., 1998).

Considerando a importancia dos Pestivirus como causadores de abortamento e
de alteragdes congénitas em pequenos ruminantes, este estudo foi conduzido com o
objetivo de realizar inquérito soroepidemiologico para estimar a prevaléncia de caprinos
e ovinos soropositivos para Pestivirus, criados no sertdo Pernambucano, visando
contribuir com a investigacdo desses virus em disturbios reprodutivos observados na

Regido.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Descricao e caracterizaciao da area de estudo

O estado de Pernambuco estd localizado na regido Nordeste, possui area
territorial de 98.311,616 km” e uma populagio estimada de 8.413.593 habitantes (IBGE,
2005). Divide-se geograficamente em trés sub-regides: Litoral/Mata, Agreste e Sertdo.
Esta ultima est4 dividida em duas mesorregides: Sertdo Pernambucano e Sao Francisco.

O Sertdo ¢ composto de 56 municipios, que correspondem a dois tercos do territorio



72

estadual, onde se encontra a maior parte dos municipios do semi-arido pernambucano,
cuja densidade demografica ¢ baixa. O estudo compreendeu os municipios de Araripina,
Exu, Ouricuri, Parnamirim, Sertania, Serra Talhada, Carnaiba, Tuparetama, Iguaraci e

no Sao Francisco os municipios de Petrolina, Orocd, Jatoba e Floresta (IBGE, 2005).

Nesta regido, caprinos e ovinos sao criados geralmente de forma extensiva. Na
maioria dos casos as criacdes sdo conjuntas de caprinos, ovinos € bovinos. As
instalagdes destinadas aos animais sdo simples com chao batido (74,8%) e descobertos
(61,7%), a agua ofertada aos animais ndo ¢ tratada (83%) (ALENCAR, 2008), o que

gera condi¢des de manutencao de agentes infecciosos como também a sua transmissao.

2.2 Amostragem e colheita de material

Para estimar a soroprevaléncia dos Pestivirus nos rebanhos caprino e ovino foi
realizado inquérito sorologico com base no teste de amostras de soros coletadas com
apoio do Programa de Melhoria da Sanidade Caprina e Ovina de Pernambuco, nas
duas mesorregides do Sertdo de Pernambuco. Para o calculo do nimero minimo de
amostras foi utilizada a formula recomendada por Thrusfield (2004), considerando-se a
prevaléncia esperada de 50%, utilizando-se indice de confianca de 95% e 5% de erro da
estimativa da prevaléncia. Os célculos foram realizados com auxilio do programa Epi-

info, versdo 6.04 (DEAN et al., 2001):
n= 7.p.q
4
Onde: n = numero de amostras de soro; z = grau de confianca; p = prevaléncia

esperada; q = 100 — p; d = margem de erro na estimativa da prevaléncia.

Assim, obteve-se n igual a 384 amostras de cada espécie. Considerando-se
um namero fixo de amostras por criagdo (10 animais) o nimero minimo de criagdes
a serem amostradas foi de 39. As cria¢des foram selecionadas com base nos dados
cadastrais do Programa de Melhoria da Sanidade Caprina e Ovina de Pernambuco,
prefeituras municipais e associagdes de ovinocaprinocultores, de forma que fossem
distribuidas proporcionalmente entre os municipios envolvidos, considerando como
critério os efetivos caprino e ovino de cada municipio em relagdo ao total da

Subregido do Sertdo. Em cada criagdo foram escolhidas aleatoriamente as unidades
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secunddrias de amostragem: sete matrizes, um reprodutor e dois animais jovens

(acima de cinco meses, ainda ndo em reproducdo).

Na mesorregido do Sertdo de Pernambucano, em 31 propriedades, foram obtidas
informacdes, junto aos produtores ou tratadores, sobre a ocorréncia de abortos e defeitos

congénitos nos rebanhos bem como sobre as espécies de ruminantes que eram criadas.

A coleta de sangue foi realizada através da venopuncdo jugular utilizando-se
tubos tipo vacuntainer’. Apos a coleta os tubos foram devidamente identificados e
acondicionados em caixas isotérmicas e encaminhados ao Laboratorio Movel do
Programa de Melhoria da Sanidade Caprina e Ovina de Pernambuco. Apods
centrifugacdo a 2000 x g o soro foi armazenado a -20°C até o momento da realiza¢do do

exame sorologico.

2.3 Cultura de células e virus

Nos procedimentos de multiplicagdo, titulagdo do virus e no teste de
soroneutralizacdo foram utilizadas as células de linhagem Madin Darby Bovine Kidney
(MDBK)® cultivadas em Meio Essencial Minimo de Eagle (MEM) suplementados com
antibioticos (penicilina e estreptomicina), antifingicos (anfotericina B) e 10% de Soro
Fetal Bovino (SFB), negativo para Herpesvirus e Pestivirus. Essas células foram
cultivadas em garrafas Cornning® de 125cm? de area de cultivo e mantidas em estufa a

37°C.

A amostra viral utilizada foi uma cepa citopatogénica (CP) do BVDV-1 (NADL;
ATCC VR-534), que causa efeito citopatogénico (ECP) caracterizado por morte e
desprendimento da camada celular de quatro a seis dias apods a inoculacdo (ATCC,

2008).

°BD - USA
% Gentilmente cedidas pelo LANAGRO/RECIFE.
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2.4 Titulacao viral

Resumidamente: em placas de 96 pocos para cultura de células Cornning”,
foram distribuidos 50ul/poco de MEM sem SFB, em seguida a amostra viral foi diluida
(107" até 10"%) em MEM contendo 2% SFB ¢ distribuida (50ul/pogo) em quadruplicata.
Apos incubacdo das placas a 4°C a suspensdo celular (100.000 células/ml) foi
distribuida no volume de 100ul/poco. As placas foram incubadas a 37°C em atmosfera
de 5% de CO,, por 96 horas, quando foi realizada a leitura para célculo do titulo viral.
Em cada placa utilizaram-se duas colunas para controle de células. O titulo viral foi

calculado de acordo com o método de Reed e Muench (1938).

2.5 Soroneutralizacao (SN)

Os soros foram inativados a 56°C por 30 minutos e submetidos ao teste de
Soroneutralizacao (SN) em Microplacas seguindo protocolo descrito por Botton et al.
(1998). Resumidamente, os ensaios foram realizados em placas de 96 pogos para cultura
de células Cornning®, utilizando-se as dilui¢cdes 1:2 e 1:4 dos soros, em duplicata,
contra uma dose fixa de virus (100 TCIDsgy/poco) € células MDBK nas mesmas
condicdes da titulagdo. As placas foram incubadas a 37°C e atmosfera de 5% de CO, por

96 horas, quando eram realizadasa as leituras em microscopio de luz invertida.

2.6 Analise Estatistica

Neste inquérito sorologico foram calculadas as prevaléncias com os respectivos
desvios padrdes. Para verificar a associagdo entre soropositividade e os estratos

(espécie, categoria animal e mesorregido de origem) foram realizados o teste de Qui-
quadrado (XZ) e a Prova Exata de Fischer, utilizando o intervalo de confianga de 95%,

empregando-se o programa Epi Info, versdo 6.04 (DEAN et al., 2001).
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3 RESULTADOS

Foram testadas amostras de soro coletadas em 59 propriedades do Sertdo
Pernambucano e 22 propriedades do Sdo Francisco, das quais 413 eram da espécie
caprina e 401 da espécie ovina. A prevaléncia encontrada de animais soropositivos para
Pestivirus foi de 10,89% (9,36<p<12,42) em caprinos e de 6,98% (5,36<p<8,60) em
ovinos, nao havendo diferenca estatisticamente significativa entre as prevaléncias
observadas nas duas espécies (X2= 3,82; P> 0,05).

Animais soropositivos para BVDV foram encontrados em 60,98%
(59,99<p=<61,97) das criacdes de caprinos ¢ em 50,00% (42,0<p<58,0) de ovinos
distribuidos nas mesorregides do Sertdo Pernambucano, onde se encontrou uma
prevaléncia de 9,26% (7,62<p=<10,9) na espécie caprina e de 8,54% (6,87<p<10,21) nos
ovinos. No Sertdo do Sdo Francisco a prevaléncia em caprinos foi de 16,00%
(12,32<p<19,86) e a de ovinos de 3,33% (1,69<p<4,97). Nao houve diferenca entre as
freqliéncias observadas nas mesorregides (P>0,05) (Tabela 1).

Ao se estratificar a amostra em jovens, matrizes e reprodutores ndo foi
observado diferenca estatisticamente significativa entre a soropositividade e os estratos
estudados em ambas espécies (y°, P>0,05) (Tabela 1).

Tabela 1 — Resultado do teste de soroneutralizagdo (SN), para pesquisa de anticorpos
anti-pestivirus (cepa NADL de BVDV-1a), em caprinos e ovinos coletado,
no periodo de 2006 a 2008, no Sertdo do Estado de Pernambuco, de acordo

com a categoria animal e mesorregiao

Caprino Ovino
Variavel Estrato Pos (%) Total Pos (%) Total
22
Categoria Animal Matriz 35(12,15)* 288 (7,85)b 280
Reprodutor 4 (9,09)" 44 4 (9,75)b 41
Jovem 6(7,40 81  2(2,5° 80
24
Mesorregiao Sertdo Pernambucano 29 (9,26)° 313 (8,54) 281
Sdo Francisco
Pernambuco 16 (16,000° 100 4 (3,33)* 120

%(x™=0,35; P=0,55)
b(Prova Exata de Fischer; P=0,55)
(x*=3,54; P=0,06)
4(x*=3,51; P=0,06)



76

De acordo com as informacdes disponibilizadas pelos criadores ou tratadores, o
aborto ocorreu em 70,96% (22/31) das cria¢des investigadas e defeitos congénitos em
83,87% (26/31). Os defeitos congénitos mais frequentemente relatados foram:
artrogripose de membros anteriores, posteriores e de cervical, agenesia de membros
posteriores, ceguerira, microftalmia, agnatismo, prognatismo, ladbio leporino e ma
formag¢ao da face. Adicionalmente foi informado que caprinos e ovinos sdo criados em

conjunto com bovinos em 61,29% das 31 criagdes investigadas.

4 DISCUSSAO

O estudo foi realizado no Sertdo Pernambucano, que apresenta clima semi-arido
onde as secas sdo freqiientes e apresenta a caatinga como vegetagao tipica. Essa regido ¢
a principal area produtora de caprinos e ovinos onde sdo criados 83,60% do rebanho do
estado de Pernambuco (IBGE, 2005). A maioria do rebanho ¢ explorada em sistemas
extensivo ou semi-extensivo, relacionados a subsisténcia, com manejo alimentar,
reprodutivo e higiénico-sanitdrio inadequados (ALENCAR, 2008), o que propicia
condigdes favoraveis ao surgimento e/ou a manutencdo de agentes infecciosos, como
por exemplo, os Pestivirus.

De acordo com os resultados deste trabalho observa-se que os Pestivirus estdo
presentes em ovinos e caprinos criados de forma tradicional no Sertdo Pernambucano e
no Sertdo do Sao Francisco Pernambucano, com baixa prevaléncia, de 6,98% e 10,89%,
respectivamente, o que esta de acordo com estudo realizado por Castro et al. (1994), que
trabalhando com caprinos leiteiros puros e mesticos em Pernambuco, utilizando no teste
de soroneutralizacgdo a mesma cepa viral (NADL) empregada neste trabalho,
observaram prevaléncia de 11,6%. Esses achados reforcam a idéia de que os Pestivirus
estdo amplamente distribuidos (VALDAZO-GONZALES et al., 2006), inclusive no
Brasil, onde tem sido relatado em varios estados, incluindo Pernambuco, principalmente
em bovinos (CASTRO et al., 1993; FLORES et al., 2005). Faz-se necessario, portanto,
a continuagdo deste estudo visando detectar animais PI e a comparag@o dos tipos virais
que ocorrem em bovinos, caprinos € ovinos, para elucidar se os bovinos sdao fonte de

infecg¢do por pestivirus para ovinos e caprinos € vice-versa.
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A utiliza¢ao de uma cepa de BVDV-1a (NADL) de origem bovina na SN para
pesquisar anticorpos em caprinos e ovinos, que geralmente sdo infectados por BDV, nao
traz prejuizos a estimativa da prevaléncia uma vez que ambos os virus sdo
antigenicamente relacionados e apresentam neutralizacdo cruzada (BECKER et al.,
1996; VILCEK et al., 1997; PRATELLI et al., 2001).

A prevaléncia geral encontrada de 8,72% (7,74<p<9,70) pode ter sido
ligeiramente subestimada, uma vez que as infec¢des por Pestivirus podem gerar animais
PI que apresentam alto titulo viral e baixo ou nulo titulo de anticorpos, o que
impossibilita sua deteccdo em testes sorologicos, como a SN (MOENNIG e
PLAGEMANN, 1992; NETLETON et al., 1998). Para o diagnostico de animais PI o
ideal ¢ que sejam utilizados testes diretos como, por exemplo, a imunoperoxidase ou a
RT-PCR (VILCEK et al., 1999b).

Altas taxas de abortamentos tém sido verificadas em varios estados do pais, a
exemplo de Minas Gerais (50,0% das propriedades) (GUIMARAES et al., 2007), Ceara
(75,6%) (PINHEIRO et al., 2005) e Paraiba (65,0%) (BANDEIRA, 2005). As alteracdes
congénitas também sdo frequentes e incluem artrogripose-hidranencafalia/hidrocefalia,
sendo considerada a principal causa de mortalidade perinatal (20%) de cabritos e
cordeiros no semi-arido nordestino (MEDEIROS et al., 2005). Estudo recente em
Pernambuco tem demonstrado que alteragcdes congénitas em caprinos € ovinos ocorrem
de forma endémica em 25% a 85% das criagdes (ALENCAR, 2008). Os defeitos
congénitos observados neste estudo (artrogripose de membros anteriores, posteriores e
cervical, agenesia de membros posteriores, labio leporino, agnatismo, prognatismo,
ceguerira, microftalmia e méa formagdo da face) s@o similares as encontradas em outras
areas do estado de Pernambuco (ALENCAR, 2008) e superiores as encontradas no
semi-arido paraibano (MEDEIROS et al.,, 2005). De modo geral, ndo se tem
conhecimento da etiologia desses disturbios. A ocorréncia de animais soropositivos para
Pestivirus demonstra que o virus circula na populacio do Sertdo de Pernambuco. Assim,
deve-se considerar Pestivirus como causa potencial de tais disturbios, pois, de acordo
com Moennig e Plagemann (1992) os principais problemas causados pelos Pestivirus
sdo aborto, defeitos congénitos e animais PI.

Foi verificado que na maioria das criacdes hd manejo conjunto de pequenos
ruminantes e bovinos. Nas criagcdes extensivas os animais pastejam livremente em areas
comuns e sdo recolhidos ao entardecer, quando o contato entre os animais € mais estrito,

0 que promove o contato intra e inter-espécie, facilitando a transmissao de agentes
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infecciosos como os Pestivirus. Este convivio ¢ facilitador da infec¢ao de ovinos e
caprinos pelos bovinos, pois de acordo com LIMA et al. (2004) a infec¢do pelo BVDV
estd amplamente difundida no rebanho bovino brasileiro, e em particular no Estado de
Pernambuco (CASTRO et al., 1993).

Como nado existem dados na literatura que tragam informacdo sobre a
prevaléncia em diferentes faixas etdrias, entre matrizes e reprodutores, estas variaveis
foram avaliadas neste estudo e observou-se que a prevaléncia entre matrizes, tanto ovina
como caprina, foram numericamente superiores as categorias de reprodutores e jovens,
porém ndo houve diferenca estatisticamente significativa (%, P>0,05). Seria necessario
estudar um maior niimero de amostras por estrato para estabelecer conclusivamente
qualquer relagdo entre esses estratos e a positividade para Pestivirus.

Ao se comparar as prevaléncias encontradas em cada mesorregido estudada
observou-se que ndo houve diferenca estatisticamente significativa (x>, P>0,05), o que
pode ser explicado devido as praticas de manejo adotadas nas duas mesorregides serem
as mesmas, e pelas condigdes geograficas serem similares. Além disso, a
comercializacdo, entre os produtores ¢ realizada de forma livre e sem realizacdo de
exames para triagem e sistema de quarentena, o que facilita a circulagao de agentes

infecciosos entre as mesorregides estudadas.

5 CONCLUSAO
Os Pestivirus ocorrem em caprinos € ovinos nos Sertdes Pernambucano e do Sao

Francisco Pernambucano, independente de idade e sexo, em baixa prevaléncia.
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ANEXO I

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA VETERINARIA
PESQUISA SOBRE PESTIVIRUS
ORIENTADOR: ROBERTO DE CASTRO SOARES

QUESTIONARIO
Propriedade:

Municipio:

1- Ja houve casos de aborto na propridade:
caprinos: () Sim ovinos: () Sim

() Nao ( ) Nao

2- Qual a caracteristica do feto:

Normal () Alterado ()

3- Qual a alteragao do feto:

4-Qual a estimativa de idade do feto:

5- No seu criatdrio, ja observou defeitos ao nascimento de:
Borregos () Sim Cabritos () Sim
( ) Nao ( )Nao

6- Quais defeitos foram observados:




7- Ha quanto tempo:

83

8- Quais ovelhas/cabras sdo acometidas com maior freqiiéncia:

Primiparas( ) Multiparas () nao tem diferenga ()

9- Qual tipo de sistema adotado na propriedade?

Extensivo () Semi-intensivo () Intensivo ()

10- Os bovinos costumam pernoitar com 0s caprinos € ovinos?

Sim ( ) Néo ( )

11- Os bovinos se alimentam junto aos ovinos € caprinos, no mesmo pasto?

Sim( ) Nao( )

12 - Observagoes:
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