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Deteccao de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) em amostras de tanques de leite de rebanhos
do Rio Grande do Sul*

Detection of antibodies to bovine viral diarrhea virus (BVDV) in bulk milk
samples of dairy herds in the Rio Grande do Sul state, Brazil

Larissa Picada Brum,** Eduardo Furtado Flores,** Rudi Weiblen,*** Charles Fernando Capinos Scherer,**** Luiz Carlos
Kreutz, ****** Jodo Walter Durr,****** Valter Leonardo de Quadros,** Marcelo de Lima,** Ketty Cristina Mazzutti,*****+*
Kleitton Adolfo Pan***xx+*

Resumo

Uma técnica de soro-neutralizagédo rapida (SNR), anteriormente adaptada para a detecgdo de anticorpos contra o virus da
diarréia viral bovina (BVDV) no leite foi utilizada para a pesquisa de anticorpos anti-BVDV em amostras de recipientes coletivos
de leite de propriedades leiteiras no Rio Grande do Sul. Inicialmente, a SNR foi comparada com um teste comercial do tipo
ELISA, na pesquisa de anticorpos em amostras de leite de 430 vacas de status soroldgico conhecido. Das 430 amostras
testadas, as duas técnicas concordaram em 368 (85,6%), sendo 266 positivas (61,9%) e 102 negativas (23,8%). Comparan-
do-se com os resultados do ELISA, a SNR apresentou uma sensibilidade de 90,8%, especificidade de 74,4% e precisdo de
85,5%. O grau de concordancia (k) foi de 0,65, que significa uma boa associacao entre as técnicas. A técnica de SNR foi entdo
utilizada para testar amostras de recipientes coletivos de leite de 11.711 rebanhos do estado do Rio Grande do Sul. Anticorpos
contra o BVDV foram detectados no leite de 1.028 rebanhos (8,8%), sendo que 180 propriedades (1,5% do total) apresentaram
titulos altos (380) de anticorpos no leite, sugerindo possuirem infeccdo ativa. Esses resultados demonstraram que a técnica de
SNR é adequada para a deteccéo de anticorpos anti-BVDV no leite e pode ser utilizada em triagens para a identificacéo de
rebanhos positivos para o BVDV.
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Abstract

The rapid virus neutralization test (RVN), previously adapted for detection of antibodies to bovine viral diarrhea virus (BVDV) in
milk was employed to search for BVDV antibodies in bulk milk samples from dairy herds in the Rio Grande do Sul (RS) state,
Brazil. Initially, the RVN was compared to a commercial ELISA test, in the detection of BVDV antibodies in milk samples of 430
cows of known serological status. Among the 430 milk samples tested, the two techniques agreed in 368 results (85.6%), being
266 positive (61.9%) and 102 negative (23.8%). Comparing with the ELISA results, the RVN presented a 90.8% sensitivity, 74.4%
specificity and 85.5% accuracy. The concordance level (k) reached 0.65, which means a good association between the two
tests. Then, the RVN test was used to test bulk milk samples collected from 11.711 dairy herds of the state. Antibodies to BVDV
were detected in the milk samples of 1.028 herds (8.8%); and 180 herds (1.5%) had high antibody titers (380) in milk, suggesting
they harbor active infection. These results demonstrate that the RVN is suitable for detecting BVDV antibodies in bulk milk and
may be used for herd screening to identify BVDV positive herds.
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Introducéo

O virus da Diarréia Viral Bovina (bovine viral diarrhea virus,
BVDV) é um dos patégenos mais importantes de bovinos. A
repercussao econdmica e sanitaria da infecgdo € significati-
va pela sua ampla distribuicdo geogréfica e pela sua alta
prevaléncia, principalmente em rebanhos leiteiros (Baker,
1995). O BVDV é um virus pequeno (40-60nm de diametro),
envelopado, possui como genoma uma molécula de RNA de
polaridade positiva, pertencente a familia Flaviviridae, géne-
ro Pestivirus (Francki et al., 1991). O género pestivirus inclui
ainda outros dois importantes patégenos de animais domés-
ticos, o virus da peste suina classica (CSFV) e o virus da
doenca da fronteira (BDV) de ovinos (Horzinek, 1991).

A infeccao de bovinos imunocompetentes pelo BVDV pode
resultar em infeccdo inaparente, doenca respiratéria ou di-
gestiva (diarréia viral bovina, BVD), doenca das mucosas (MD)
e BVD aguda/hemorragica (Corapi et al., 1989; Baker, 1995). A
infeccdo de fémeas soronegativas prenhes freqientemente
resulta em transmissédo do virus ao feto, podendo ocasionar
perdas embrionéarias ou fetais, malformag8es, mortalidade
perinatal e o nascimento de bezerros persistentemente
infectados (PI) (Baker, 1995). Os animais Pl sdo geralmente
soronegativos e excretam o virus continuamente, constituin-
do-se na principal fonte de infecgdo e perpetuagdo do virus
nos rebanhos (Brownlie, 1990; Baker, 1995). O controle da
infeccdo pelo BVDV passa necessariamente na detecgéo e
eliminagcdo dos animais PI, associado ou ndo a programas
de vacinagdo sistematica de fémeas soronegativas, para pre-
venir a infecgdo fetal (Dubovi, 1992).

Em rebanhos que possuem animais PIl, grande parte dos
animais entra em contato com o virus e desenvolve anticorpos
especificos em um curto espaco de tempo (Houe, 1995).
Nesses rebanhos, além da possivel ocorréncia de casos cli-
nicos e perdas reprodutivas, a maioria dos animais apresen-
ta titulos altos de anticorpos neutralizantes contra o BVDV
(Niskanen, 1993). Titulos moderados ou altos de anticorpos
no soro de vacas em lactacdo geralmente sdao associados
com anticorpos em niveis detectaveis no leite (Niskanen,
1993). Por isso, a presenca de anticorpos anti-BVYDV em amos-
tras de leite coletadas de recipientes coletivos tem sido utili-
zada como indicativo da presenca de animais Pl em progra-
mas de controle e erradicacdo da infeccdo na Europa
(Niskanen et al., 1991; Niskanen, 1993; Paton et al., 1998).
Nesses programas, a utilizacdo de um teste imunoenzimatico
do tipo ELISA para a pesquisa de anticorpos em amostras
coletivas de leite tem viabilizado a realizagédo de triagens de
rebanhos em grande escala (Niskanen et al., 1991; Paton et
al., 1998).

Embora a infeccdo pelo BVDV esteja amplamente difundida
no rebanho bovino do Brasil (Botton et al., 1998; Pituco e Del
Fava, 1998; Roehe et al., 1998), ndo existem programas ofici-
ais de combate a infec¢do. Programas voluntarios ou oficiais
de controle em grande escala poderiam ser viabilizados pela
disponibilidade de testes para triagem e identificacdo de re-
banhos infectados a distancia. Nesse sentido, foi recente-
mente relatada a adaptagdo e padronizagdo de um teste de
soro-neutralizacdo (SN) para a pesquisa de anticorpos anti-
BVDV no leite (Scherer et al., 2002). No presente estudo, a
técnica adaptada (soro-neutralizacéo rapida [SNR]) foi com-
parada a um teste comercial do tipo ELISA na deteccao de
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anticorpos anti-BVDV em amostras de leite. Posteriormente,
a técnica de SNR foi utilizada para a pesquisa de anticorpos
contra 0 BVDV em amostras coletadas de recipientes coleti-
vos de leite de 11.711 rebanhos leiteiros do RS, com o objeti-
vo de se identificar rebanhos com titulos altos de anticorpos
no leite, provaveis portadores de animais PI.

Material e métodos

Amostras de soro e leite

Para a comparagao dos testes de SNR e ELISA, foram testa-
das 430 amostras de leite de vacas previamente examinadas
para anticorpos séricos contra o BVDV. Essas amostras eram
provenientes de 12 rebanhos leiteiros localizados na regiédo
central do Rio Grande do Sul e foram enviadas resfriadas ao
laboratério. Para a realizagdo dos testes, as amostras de lei-
te foram previamente centrifugadas a 3.000 x g por 15min a
4°C. A fase aquosa situada abaixo da camada de gordura foi
coletada e inativada a 56°C por 30 min. As amostras de soro
também foram submetidas ao tratamento de inativagdo. A
pesquisa de anticorpos em amostras coletivas de leite foi
realizada em aliquotas (5ml) de leite coletadas de recipientes
(tarros, tanques de resfriamento) de 11.711 rebanhos leitei-
ros do RS. As amostras foram coletadas no CEPA (Centro de
Estudos para a Alimentacdo, Universidade de Passo Fundo,
UPF), a partir de amostras enviadas pelos produtores para a
pesquisa de células somaticas e enviadas sem resfriamento,
com adicéo do conservante Bronopol (2-bromo-2nitropropane-
1, 3-diol).

Pesquisa de anticorpos no soro e no leite

As amostras de soro foram testadas para a presenca de
anticorpos neutralizantes contra o BVDV através da técnica de
soro-neutralizacdo (SN) e as amostras de leite foram testa-
das pelas técnicas de soro-neutralizagdo rapida (SNR) e
ELISA. As técnicas de SN e SNR foram realizadas de acordo
com protocolos descritos por Scherer et al. (2002).

Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

As amostras de leite de 430 vacas testadas para anticorpos
pela técnica de SNR foram também testadas pela técnica de
ELISA. Para isso, utilizou-se um kit ELISA comercial (Bovine
Viral Diarrhea [BVYDV] Antibody Test kit, IDEXX). Todos os pro-
cedimentos para a realizacéo da técnica foram realizados de
acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante, utili-
zando-se o0s controles positivos e negativos que acompanham
0 kit. No teste, utilizaram-se amostras de leite ndo diluidas
(200ml por cavidade), com incubacado de 90 min a temperatu-
ra ambiente em camara Umida. A leitura do teste foi realizada
em um espectofotdmetro de leitura automatica (Anthos htlll),
utilizando-se comprimento de onda de 450nm. Para interpre-
tagdo dos resultados, utilizaram-se os calculos para valida-
¢do do teste e classificagdo de amostras em positivas e ne-
gativas de acordo com o manual do fabricante.

Os parametros sensibilidade, especificidade, precisdo da
SNR em relagcdo ao ELISA foram calculados de acordo com
Coggon et al. (1993) e o indice de concordancia (k) foi calcu-
lado e interpretado de acordo com Riegelman e Hirsch (1991).
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Resultados e discussao

Os resultados da comparagédo entre os testes de SNR e ELISA
para a detecgdo de anticorpos contra o BVDV no leite de 430
vacas estao apresentados na Tabela 1. As duas técnicas apre-
sentaram resultados concordantes em 368 amostras (85,6%),
sendo 266 amostras positivas (61,9%) e 102 negativas (23,8%).
Trinta e cinco amostras (8,1%) foram positivas na SNR e nega-
tivas no ELISA. Destas, 26 amostras (74,3%) eram oriundas
de animais soropositivos e nove eram provenientes de vacas
soronegativas. Por outro lado, das 27 amostras (6,2%) que
foram negativas na SNR e positivas no ELISA, 17 (63%) foram
coletadas de vacas soronegativas e dez amostras eram prove-
nientes de vacas soropositivas. Considerando-se o teste ELISA
como padrdo, a SNR apresentou sensibilidade de 90,8%,
especificidade de 74,4% e precisdo de 85,5%. O grau de con-
cordancia (k) foi de 0,65, o que significa uma boa associagdo
entre as técnicas (Riegelman e Hirsch, 1991).

Tabela 1: Comparacao entre as técnicas de soroneutralizagdo rapi-
da (SNR) e ELISA na detecgéo de anticorpos contra o virus da diar-

réia viral bovina (BVDV) em amostras de leite de 430 vacas.

Estudos anteriores demonstraram que a SNR é capaz de
detectar anticorpos no leite de vacas com titulos séricos a
partir de 10. A correlacdo entre anticorpos no leite e titulos
séricos, no entanto, é baixa quando se examinam vacas com
titulos séricos de 10 e 20. O percentual de amostras de leite
que é detectada como positiva varia entre 33,3% (em vacas
com titulos séricos de 10) e 97,4%, em animais com titulos
de >320 no soro (Scherer et al., 2002). E provavel, portanto,
gque grande parte das amostras de leite de vacas soropositivas
que foram negativas em ambos os testes sejam de animais
com titulos séricos baixos. Como os titulos no leite séo sem-
pre inferiores aos titulos séricos, é esperado que amostras
de leite de animais com titulos séricos baixos ndo contenham
niveis detectaveis de anticorpos. Portanto, a técnica de SNR
pode ser recomendada para utilizagdo para detectar-se
anticorpos em vacas com titulos séricos a partir de 20 ou 40.

Por outro lado, a falha da SNR em detectar amostras com
titulos baixos de anticorpos ndo compromete a sua utilizagao,
pois a técnica foi adaptada justamente para detectar
amostras de leite que contenham niveis moderados a
altos de anticorpos (Scherer et al., 2002). Rebanhos com
titulos baixos de anticorpos no tanque coletivo (e que
possivelmente ndo sejam detectados pela SNR) prova-

ELISA velmente ndo possuem infeccdo ativa e animais PI, por-
Técnica Positivas Negativas  Total tanto, ndo devem constituir.-se em alvos de programas
de controle/erradicacao (Niskanen, 1993; Paton et al.,

Soroneutralizagdo  Positivas 266 (61,9%) 35(8,1%) 301 1998).
répida (SNR) Negativas 27(6,2%) 102(23,8%) 129  yUm teste ELISA para deteccdo de anticorpos anti-BVDV
Total 293 137 430 em amostras de tarros de leite tem sido utilizado em

A seguir, estudou-se a associagcdo entre a deteccdo de
anticorpos detectaveis no leite pela SNR e ELISA e o status
sorolégico das vacas (soropositivas/soronegativas para o
BVDV pela SN). Os resultados desses testes estéo apresen-
tados na Tabela 2. A técnica de SNR apresentou sensibilida-
de e especificidade superiores ao ELISA, detectando 12 amos-
tras positivas a mais entre as amostras de vacas soropositivas
e oito amostras negativas a mais entre as amostras de vacas
soronegativas. Esses resultados demonstram que a técnica
de SNR apresentou sensibilidade e especificidade maiores
que o ELISA, considerando-se o status soroldgico das vacas
determinado anteriormente pela técnica tradicional de SN.
Ainda assim, um numero significativo de amostras de leite de
animais soropositivos nao foi detectado por nenhuma das
técnicas.

Tabela 2: Deteccéo de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina (BVDV) em amos-
tras de leite de 430 vacas de status sorolégico conhecido, pelas técnicas de

soroneutralizagéo rapida (SNR) e ELISA.

programas de controle e erradicagdo da infeccao pelo
BVDV na Europa (Paton et al., 1998: Lindberg e Alenius,
1999). Rebanhos positivos no teste sdo posteriormente
investigados para a identificacdo da origem da infeccao
(Niskanen et al., 1991; Niskanen, 1993; Lindberg e Alenius,
1999). O objetivo principal da adaptacé@o do teste de SN para
a pesquisa de anticorpos anti-BVDV no leite foi viabilizar a
sua utilizacao para triagem de rebanhos leiteiros (Scherer et
al., 2002). Os valores de sensibilidade e especificidade apre-
sentados pela técnica sdo compativeis com a sua utilizacéo
em triagens de rebanhos para identificar aqueles com ativi-
dade viral recente ou atual.

ApoOs a padronizagdo e validacédo do teste, passou-se a utili-
zar a técnica de SNR para pesquisar anticorpos anti-BVDV
em amostras de leite coletadas de recipientes coletivos de
11.711 rebanhos, que correspondem a aproximadamente
20% dos rebanhos comerciais de leite do Rio Grande do Sul.
O teste dessas amostras foi reali-
zado em duas etapas. Na primei-
ra, quando se realizou uma tria-
gem, testando-se as amostras de
leite na diluicdo de 1:20, identifica-
ram-se 1.028 rebanhos positivos

Anticorpos no leite

(8,8%) (Tabela 3).

SNR ELISA .
Em uma segunda etapa, os anticor-
Positivas Negativas Positivas Negativas ~ Total pos nas amostras positivas foram
Status sorologico  Positivas 284 (66%) 86 (20%) 272 (633%) 98(22,8%) 370  quantificados. Os resultados des-
das v ses testes, distribuidos de acordo
as vacas com os titulos de anticorpos e por
Negativas 9 (2,1%) 51(11,9%) 17 (3,9%) 43 (10%) 60 regido geografica, estio apresen-
Total 203 137 289 141 430 tados na Tabela 3. Considerando-

se titulos =80, foram identificadas
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180 propriedades (1,5% do total).
Em programas de controle visan-

do a detecgéo de rebanhos posi- Grande do Sul®.
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Tabela 3: Anticorpos neutralizantes contra o virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) em
amostras de tarros ou tanques de resfriamento de rebanhos leiteiros no estado do Rio

tivos, propriedades com titulos a
partir dessa magnitude deveriam

Titulo®

ser alvo de procedimentos para Regido 20 40 80 160 320 Positivas/total %
a identificagéo e remocéo de ani- 7 Noroeste Riograndense 367 181 88 21 1 658/9510 6.9
mais Pl (Niskanen, 1993; Paton .

et al., 1998; Lindberg e Alenius 2 - Nordeste Riograndense 6 12 4 0 24/28 85,7
1999). 3 - Centro Ocidental Riograndense 81 65 38 0 191/748 25,5
Os paises europeus que utilizam 4 - Centro Oriental Riograndense 38 24 2 0 0 64/431 14,8
a detepg:éo de anticorpos no Ieit_e 5 - Sudoeste Riograndense 3 2 6 0 11/57 19,2
para triagem de rebanhos ndo uti- ¢ o 1o 4o Rioarandense 45 24 12 01 0 82/937 8,7
lizam vacinagdo contra o BVDV. -

Ent&o, resultados positivos no tes- ~ Positivas 540 308 150 29 1 1.028 8,8
te indicam necessariamente res- Total 100 11.711
posta a infeccdo natural

(Niskanen, 1993; Lindberg e * Detectados pela técnica de soroneutralizagéo rapida (SNR).

Alenius, 1999). Em regides onde
se utiliza a vacinacao, a identifi-
cacgdo de rebanhos positivos pelo teste do leite deve ser se-
guida de investigacao do status vacinal de cada rebanho para
determinar-se a origem da sorologia positiva.

Em resumo, a técnica de SNR apresentou sensibilidade e
especificidade adequadas para a detecgdo de anticorpos no
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