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“Jamais crela que 0s animais sofrem
menos do que os humanos. A dor é a
mesma para eles e para nos. Talvez pior,
pois eles ndo podem ajudar a S mesmos."
(Dr. Louis J. Camuiti)

"A compaixdo pelos animais esta
intimamente ligada a bondade de carater,
e pode ser seguramente afirmado que
guem é cruel com o0s animais nao pode ser
um bom homem."

(Arthur Schopenhauer)



RESUMO

O virus da diarreia viral bovina (“Bovine Viral Diarrhea Virus’ - BVDV) é um
Pestivirus da familia Flaviviridae com ampla distribuicio mundial e caracteristicas
importantes como possibilidade de gerar infeccao persistente, reagcdo cruzada com os demais
Pestivirus e inespecificidade de hospedeiros. As pesguisas sobre a doengca em camelideos sdo
mais comuns em paises onde ha exploracdo comercial e produtiva desses, porém o risco que
essas espécies podem representar a cadeia epidemioldgica desta e de outras enfermidades,
bem como aos programas de erradicagdo justifica a importancia da investigagdo e o
monitoramento. Existem evidéncias da infeccdo por BVDV em camelideos, nos quais a
doenca € semelhante a observada em bovinos. A maioria dos casos sdo subclinicos, porém os
animais podem manifestar aborto, diarreia, doencas pulmonares e crescimento deficiente. As
soroprevaléncias encontradas na literatura variam de zero a 85% e estéo relacionadas também
a0 numero de animais amostrados e exposicdo desses aos fatores de risco para a doenca.
Neste estudo, todas as amostras foram negativas para anticorpos anti-BVDV, resultado

compativel com a baixa prevaléncia esperada.

Palavras-chave: pestivirus, BVDV, camelideos, Ihama, alpaca, camelo.



ABSTRACT

The Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) is a Pestivirus in the Flaviviridae family
that possesses wide distribution and is characterized by the abillity of producing persistent
infection, immune cross reaction with other Pestivirus and host inespecificity. BVDV in
camelids has most commonly been studied in countries, where these animals are
commercially bred; however, the risk that these species might represent to the epidemiology
of BVDV infection and other diseases justify this investigation. There is evidence of BVDV
infection in camelids, in which the disease is similar to that seen in cattle. Most cases are
subclinical, but animais may show abortion, diarrhea, lung disease and undergrowth.
Seroprevalence of anti-BVDV antibodies in camelids has ranged widely, from zero to 85%
and records depend on the number of animals sampled apart of levels of exposure from these
animals. In this study, all the samples were negative, result that is consistent with the expected
low prevalence of the BVDV in camelids.

Key-words: pestivirus, BVDV, camelids, Ihama, alpaca, camel.
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1 INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (“Bovine Viral Diarrhea Virus’ - BVDV) é um
Pestivirus da familia Flaviviridae, ao qual, estima-se que a maioria dos rebanhos do mundo ja
tenha sido exposta. Ha dois gendtipos virais distintos, virus da diarreia viral bovina tipo 1
(BVDV-1) etipo 2 (BVDV-2). Ha também os dois biotipos, citopético (CP) e ndo-citopatico
(NCP); este capaz de atravessar a barreira placentéria e, dependendo do periodo da gestacéo,
gerar infecgdo persistente.

Sabe-se que os virus desse género podem infectar diversas espécies de artiodactilos
domeésticos e selvagens. Embora estudos sobre essas infecgdes em camelideos sejam escassos
no Brasil, a criagdo de espécies exdticas e silvestres em cativeiro para fins de exposicéo,
conservagdo ou producdo pode representar riscos consideraveis na cadeia epidemioldgica de
inimeras doengas. Ainda ndo existem evidéncias quanto a transmissdo de BVDV entre
espécies domeésticas e selvagens, porém a auséncia de comprovacdo ndo elimina a necessidade
da continuidade da pesquisa.

Esse trabalho apresenta uma pesquisa soroldgica sobre a doenga em lhamas, alpacas e

camelos bactrianos mantidos em dois estabel ecimentos particulares no Rio Grande do Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

21  FamiliaFlaviviridae

Essa familia compreende trés géneros. Flavivirus, Pestivirus e Hepacivirus, todos com
organizacdo genbmica e propriedades fisico-quimicas semelhantes, mas geneticamente
distintos. Flavivirus inclui os virus do Oeste do Nilo, da Dengue, da Febre Amarela, da
Encefalite Japonesa, entre outros. Os Hepacivirus sdo patdgenos humanos como a Hepatite C
e o0s Pestivirus incluem virus da diarreia viral bovina, da doenga da fronteira (“Border Disease
Virus’ — BDV) e peste suina cléssica (“Classical Snine Fever Virus® — CSFV)
(MacLACHLAN e DUBOQVI, 2011). Além disso, recentes estudos indicam a existéncia de
novas especies, ainda em fase de reconhecimento, denominadas virus Giraffe, Bungowannah
(MacLACHLAN e DUBOVI, 2011), HoBi e Pronghorn ou Antelope (CHIAPPETTA, 2011).

2.1.1 Género Pestivirus

Esses se distribuem mundialmente e sdo patdégenos de grande importancia econébmica
em Medicina Veterinria. O primeiro Pestivirus reconhecido foi o da peste suina cléssica, em
1833, nos Estados Unidos. O virus da diarreia viral bovina foi descrito por Olafson, em Nova
York, em 1946. Em 1953, a doenca das mucosas também foi associada com BVDV. O virus
da doenca da fronteira foi relatado, pela primeira vez, em 1959, em ovelhas (MacLACHLAN
e DUBOVI, 2011). Os Pestivirus demonstram reac&o cruzada e ndo sdo espécie-especificos.

Os Pestivirus sdo os unicos da familia Flaviviridae resistentes a inativagéo por baixo
pH (RIDPATH, 2005). Os virions sdo estaveis em pH de 5,7 a 9,3 e sua infectividade ndo é
afetada por congelamento, porém diminui em temperaturas acima de 40°C. Como nos demais
virus envelopados, ha inativacd do virus com a aplicacdo de solventes orgénicos e
detergentes. Segundo Ridpath (2005), outros métodos de inativacdo incluem tratamento com
tripsina (0,5 mg/ml, 37°C, 60 min), etilenoimina (reducdo de 5 log10 unidades usando 10 mM
a37°C por 2 h), irradiacdo com feixes de elétrons (4.9 e 2.5 kGy s80 necessarios para reduzir
a infectividade do virus em 1 log10 para amostras congeladas ou liquidas, respectivamente) e
irradiacdo gama (20-30 kGy).

Morfologicamente, os virions desse género se apresentam esféricos, com simetria
icosaédrica, envelope lipoprotéico derivado das membranas da célula do hospedeiro e 40 a 60
nm de diametro. O genoma consiste em uma fita simples de RNA com orientacdo positiva e
mede, aproximadamente, 12,3 kb. A fase aberta de leitura (Open Reading Frame — ORF) é
Unica e codifica para uma poliproteina de cerca de 4000 aminoécidos (CHIAPPETTA, 2011).
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Segundo MacL achlan e Dubovi (2011), estes virions apresentam quatro proteinas estruturais e
algumas proteinas ndo estruturais. As quatro proteinas estruturais dos pestivirus sao

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Proteinas estruturais dos pestivirus

Proteina Localizagéo Funcéo

C Nucleocapsideo Forma o nucleocapsideo que seligaao RNA e esta

envolvida na constitui¢do viral.

Erns Glicoproteina do Acdo ribonucleasica sem fungdo conhecida.
envelope

EleE2 Glicoproteinas do E2 presente na superficie de virions maduros,
envelope forma homodimeros ou heterodimeros com E1.

Acredita-se que E2 seja responsavel pela
variabilidade na neutralizagdo antigénica dos
Pestivirus.

As proteinas ndo estruturais por ordem de codificacdo no ORF sdo: Npro, p7, NS2/3,
NSAA, NSAB, NS5A, NS5B. A proteina Npro é exclusiva do género Pestivirus e € uma
autoprotease, cuja unica funcdo conhecida é autocataliticamente liberar-se da poliproteina
(RIDPATH, 2005). Esta proteina ndo € essencial para areplicacdo do virus em cultivo celular,
mas modula a resposta do interferon em células infectadas (MacLACHLAN e DUBOVI,
2011). A p7 esta muito proxima espacialmente da E2 na poliproteina e a presenca de uma
proteina fusionada denominada E2p7 indica que p7 possa atuar na maturagcdo glicoproteica
e/ou na morfologia do virus (CHIAPPETTA, 2011). Em seguida, na ORF se codificaa NS2/3
gue, em cepas citopéticas, é clivada em NS2 e NS3. Tanto a proteina NS2/3 ndo clivada
quanto a NS3 apresentam atividade da serina protease, cuja funcdo € clivar os sitios seis, sete,
oito, nove e dez e gerar, assim, as proteinas ndo estruturais. (CHIAPPETTA, 2011). Além
disso, a NS3 também possui diferentes fungdes, RNA helicase que atua no RNA nareplicacéo
do genoma (RIDPATH, 2005, CHIAPPETTA, 2011) e nucleosideo trifosfatase
(CHIAPPETTA, 2011).

Anticorpos para NS2/3 e NS3 n&o produzem neutralizagdo da infectividade. A NS4A

atua como cofator para a proteina NS2/3. A NS4B e NS5A provavelmente s80 componentes
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do complexo de replicacéo e a NS5B apresenta atividade de RNA polimerase (RIDPATH,
2005).

Membros dos Pestivirus geralmente se replicam bem em culturas celulares primérias e
em células derivadas da espécie do hospedeiro principal, virus da diarreia viral bovina, em
fibroblastos de embrides bovinos, ou de células renais; virus da doenca da fronteira, em
células isoladas de ovinos e virus da peste suina classica, em células linfoides ou renais de
suinos (MacLACHLAN e DUBOVI, 2011).

As cepas isoladas de animais naturalmente infectados séo, predominantemente, n&o-
citopéticas em culturas celulares. Os virus entram nas células através de endocitose mediada
por receptor e ha replicacdo no citoplasma. A infeccdo geralmente é acompanhada por
proliferacdo caracteristica das membranas perinucleares (MacLACHLAN e DUBQVI, 2011).

A replicacdo do RNA viral ocorre aravés do complexo de replicagdo composto pelo
RNA viral e proteinas ndo estruturais em associagdo com membranas intracitoplasmaticas. A
replicac@o € similar a de outros Flavivirus, apos a translacdo, criam-se fitas complementares
negativas do RNA e a partir desta é sintetizada uma fita positiva, através de um mecanismo
semiconservativo. Como as proteinas virais ndo sao detectadas na superficie de células
infectadas sugere-se que os virions amadurecam em vesiculas intracelulares e sejam liberados
por exocitose (RIDPATH, 2005).

2.1.2 VirusdaDiarreiaViral Bovina(BVDV)

2.1.2.1 Gendtipos, subgendtipos e biotipos

Além da divisdo em gendtipos, também existe uma variagdo de subgenotipos em cepas
virais. Ja foram descritos BVDV-1a e BVDV-1b em cepas isoladas na América do Norte,
enguanto cepas isoladas na Europa demonstraram, pelo menos, onze diferentes subgenétipos.
Em relacéo ao BVDV-2, este foi dividido apenas em BVDV-2a e BVDV-2b (RIDPATH,
2005). Ridpath (2005) ainda cita que estudos epidemiolgicos indicam maior predominancia
de BVDV-1b em casos de problemas respiratorios e BVDV-1a em infecgdes fetais que
ocorrem em gestagoes de mais de 100 dias.

A divisdo em biotipos é baseada na capacidade da cepa em propagar-se em culturas de
células epiteliais. Sabe-se que em cepas citopaticas hd uma alteracdo na proteina NS2/3 que €
clivada em NS2 e NS3 e, conforme Ridpath (2005) esse processo pode estar relacionado a
diferentes estratégias dependentes da cepa viral. Geralmente a geracdo de NS3 esta associada

ainsercdo de sequencias de aminoacidos no genoma viral.
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Em funcdo de o biotipo NCP ser o Unico capaz de gerar infecgdo persistente,
geralmente utiliza-se cepas citopéticas para producdo de vacinas vivas atenuadas. Uma
superinfeccdo por uma cepa citopatica em um animal Pl com uma cepa NCP pode
desenvolver uma forma fatal do BV D, a doenca das mucosas. O biotipo ndo-citopético € mais
predominante que o citopatico na natureza, uma vez que cepas CP sdo isoladas apenas de

casos de doenca das mucosas.

21.22 Doencadas mucosas

A doenca das mucosas € uma forma, comparativamente, rara de BVD que ndo esta
associada a grandes perdas, as quais estdo mais relacionadas a infeccdo aguda por BVDV
NCP.

Em surtos, é comum que varios animais da mesma idade estejam afetados porgue a
infeccdo € iniciada nos fetos de vacas que estdo em um estagio similar de gestagdo. Segundo
Evermann e Barrington (2005), durante tais epizootias, até 25% de um rebanho pode ser
infectado. Tem sido sugerido um periodo de incubac&o de 7-14 dias para MD e a doenca se
desenvolve em casos experimentais em que se inocula um BV DV-CP homologo em animais
com BVDV-NCP PI, em casos de vacinagdo com uma vacina viva modificada, de animais Pl
gue entram em contato com uma cepa CP homologa ou de mutacéo do virus NCP presente em
animais PlI. Em relagdo ao tempo de incubagdo, ndo é possivel afirmar um dado certo, pois,
uma vez gque se acredita que a mutagao a partir de animais Pl seja a principal causa de casos
de MD esponténea, ndo se pode afirmar um tempo de incubacdo exato (EVERMANN e
BARRINGTON, 2005).

Os sinais clinicos de MD aguda incluem febre, anorexia, taguicardia, polipnea,
diminuicéo da producéo de leite e diarreia profusa aquosa. A diarreia, muitas vezes apresenta
pedacos de mucosa, sangue e odor fétido. Outra caracteristica € que os sinais semelhantes aos
da infeccdo aguda por BVDV podem estar presentes, porém sdo mais pronunciados. Erosdes e
Ulceras podem estar presentes na lingua, palato e gengiva. A papila oral pode se apresentar
hemorrégica e erosdes epiteliais podem também estar pronunciadas nas regides interdigitais,
bandas coronarias, Ubere, vulva e preplcio. Os sinais clinicos muitas vezes incluem
corrimento nasal e ocular, edema de cdrnea, hipersalivagdo, diminuicdo das contragbes
ruminais e timpanismo. Inflamag&o do espaco interdigital e bandas coronérias podem estar
presentes, além de laminite e claudicagéo.

Descobertas clinicopatologicas, muitas vezes, incluem neutropenia sem desvio para a
esquerda e trombocitopenia. InfeccBes bacterianas secundarias podem se manifestar como
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mastite, pneumonia e metrite. Bovinos acometidos pela forma aguda da MD geralmente
apresentam uma taxa de letalidade de quase 100%. Contudo, uma minoria de animais pode
sobreviver a fase aguda e desenvolver sinais de MD crénica.

Achados de necropsia de bovinos acometidos por MD aguda incluem Ulceras
necrosantes e erosdes em todo o trato gastrointestinal (esdfago, rumen, abomaso, duodeno,
jejuno, ileo, ceco e colon). Erosdes podem também estar presentes nas narinas e trato
respiratorio superior. As placas de Peyer, muitas vezes, apresentam-se necroticas e
hemorragicas e o contelido intestinal, tipicamente, apresenta-se aquoso e fétido.

Em comparacdo com a sindrome hemorragica causada pelo BVDV-2, 0s sinais
clinicos da MD sdo semelhantes, porém 0s animais gque recebem terapia de suporte podem
recuperar-se da sindrome; ja na MD, terapias de suporte raramente tém algum efeito na
prevencéo da morte dos animais.

Dentre 0s poucos que sobrevivem a MD aguda e desenvolvem a doenca crénica, 0s
sinais clinicos perceptiveis sdo diarreia intermitente, anorexia leve a moderada, timpanismo
crénico recorrente, erosdes interdigitais e lesbes erosivas da pele, além de secrecdo ocular e
nasal. Alopecia e areas de hiperqueratinizacdo podem se desenvolver especialmente em torno
da cabega e pescoco. Pode haver claudicag@o por laminite cronica e crescimento anormal da
parede do casco. Achados clinico-patolégicos, muitas vezes, incluem anemia, neutropenia e
trombocitopenia.

2123 Transmissdo

A transmissdo de BVDV pode ocorrer verticalmente, resultando na infeccdo congénita
do feto ou horizontalmente, apds o nascimento, por vezes referido como transmisséo pos-
natal. A transmissdo de BVDV para o feto antes de 120-150 dias de gestacdo pode resultar em
aborto, reabsor¢do, ou natimortalidade. Os fetos que sobrevivem, nascem como bezerros
infectados.

A infeccéo por BVDV persiste para a vida do animal e resulta na eliminacéo continua
do virus no meio ambiente. Assim, acredita-se que 0s animais Pl servem como reservatérios
de BVDV. A transmissdo uterina apos 120-150 dias de gestacdo, quando o feto se torna
imunocompetente, resulta em uma infeccdo congénita caracterizada por aborto, natimortos,
defeitos congénitos ou o nascimento de um filhote aparentemente normal. A transmissao pos-
natal horizontal resulta em uma infecc@o aguda por vezes referida como infecgdo transitoria,
de gravidade variavel entre inaparente, sinais leves e até risco de morte. Embora os animais

gue tenham adquirido uma infecgdo aguda por BVDV possam permanecer infectados por



17

algum tempo, como indicado pela duragdo prolongada da soroneutralizacéo de anticorpos por
um ano ou mais, acredita-se que eliminam o virus apenas transitoriamente por uma semana ou
menos.

Ha duas maneiras pelas quais um feto pode adquirir uma infeccdo persistente:
transmissdo do virus de uma vaca Pl para o feto (que muito provavelmente se torna um
bezerro Pl) e infecgdo aguda da fémea nos primeiros 120-150 dias de gestagcdo, quando pode
haver transmisséo da infeccéo para o feto. A capacidade de BVDV em infectar embrides antes
da competéncia imunologica pode ser limitada, mas ha pouca informagdo sobre as taxas de
transmissdo congénita em fetos apds se tornarem imunocompetentes.

A transmissdo congénita do BVDV apds 120-150 dias de gestacdo € indicado pela
presenca pré-colostral de anticorpos neutralizantes anti-BV DV nos bezerros ao nascimento. A
infeccdo aguda resulta da transmisséo horizontal do virus para um animal suscetivel apds o
contato com um animal com infeccdo aguda na fase infecciosa da doenga ou com um animal
Pl que continuamente elimina o virus.

A infecgcdo aguda pode ser adquirida através de contato direto, fomites contaminados e
a vacinacdo com virus vivo modificado (DUFFELL e HARKNESS, 1985; HARKNESS,
1987; BROWNLIE, 1990; HOUE, 1995; RADOSTITS e LITTLEJOHNS, 1988;
RADOSTITS et al., 1999). Geralmente o virus estd presente na maioria das excrecdes e
secregOes, incluindo lagrimas, leite, saliva, urina, fezes, secregdo nasal e sémen de animais
com infec¢do aguda durante a fase infecciosa transitéria da doenga, bem como da maioria dos
animais Pl (HOUE, 1995). O sémen de animais Pl apresenta grande quantidade do virus,
assim como o de animais com infec¢do aguda, nestes, porém, em menor quantidade (BROCK
etal., 1991; VOGES et al., 1998).

A transmissdo de BVDV através do sémen pode resultar em uma infeccdo aguda, no
desenvolvimento de PI, ou em ambos. Touros que adquirem uma infecgdo aguda por BVDV
podem apresentar 0 virus no sémen por varios dias apds a viremia cessar, embora a qualidade
do sémen possa permanecer normal (KIRKLAND et al., 1991; KIRKLAND et al., 1994).

A transferéncia de embrides pode se congtituir em um importante meio de transmisséo
de BVDV. O virus pode ser transmitido para o feto se a doadora tem infeccdo aguda ou
persistente e o embrido ndo é adequadamente lavado, se o destinatario tem infecgdo aguda ou
persitente, ou se 0 soro fetal bovino usado paralavar o embrido contiver BVDV. A replicacéo
e a persisténcia do BVDV em producdo in vitro de embrides parece ser cepa-especificos
(GIVENS et al., 2000). Grandes quantidades de virus foram encontradas no soro (106
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TCIDso/ml), muco vaginal (106 TCIDsg/ml), urina (104 TCIDsy/ml), flush de Gtero (102
TCIDso/ml) e fezes (104 TCIDso/ml) de uma novilha Pl doadora (BROCK et al., 1991).

A transmissdo retal de BVDV foi demonstrada através da utilizagdo da mesma luva
para palpar novilhas Pl e novilhas soronegativas, representando mais um importante meio de
transmissdo e, consequentemente, do estabelecimento de Pl (LANG-REE et al.,1994). O virus
BVD pode sobreviver em ambientes frescos e protegidos por varios dias, ou mesmo semanas
(HOUE, 1995). Consequentemente, a transmissdo por fomite ou iatrogénica pode ocorrer se
0S animais suscetiveis sdo expostos a alimentagcdo ou equipamentos usados anteriormente em
animais com infeccdo aguda ou Pl (RADOSTITS e LITTLEJOHNS, 1988; GUNN, 1993;
HOUE 1995; RADOSTITS et al., 1999). A transmissao para animais soronegativos também é
possivel através da reutilizagdo de agulhas poucos minutos apds uso prévio em animais Pl,
mas 0 virus pode permanecer viavel na agulha por pelo menos 3 dias (GUNN, 1993). As
condi¢gdes ambientais que favorecem a aglomeragcdo de animais e transmissdo por aerossol
aumentam a probabilidade de transmissdo da infeccdo aguda. A transmissdo mecanica por
vetores biolégicos como moscas também foi demonstrada (TARRY et al., 1991).

A transmissgo iatrogénica do BVDV para o feto com desenvolvimento de leses no
sistema nervoso central, defeitos teratogénicos e morte pode ocorrer se as fémeas suscetiveis
sd0 vacinadas com vacinas vivas modificadas (“modified live virus’ — MLV) durante a
gravidez (ORBAN et al., 1983; LIESS et al., 1984).

Animais Pl podem excretar grandes quantidades de BVDV. Vacas Pl gravidas
invariavelmente transmitem os virus para o feto nos primeiros 120-150 dias de gestacéo,
resultando em infecgéo persistente do feto. Touros com infecgéo persistente eliminam grande
guantidade do virus no sémen, no entanto com qualidade do sémen aceitavel. A existéncia de
alguns animais Pl que poderiam permanecer indetectéveis devido a eliminagdo intermitente
ou baixa de virus seria uma explicacdo logica para a inesperada transmissao prolongada e
continua em rebanhos considerados livres de animais Pl (BARBER et al., 1985, MOERMAN
et al., 1993). A guantidade eliminada de virus e a duracdo da eliminacdo por animais com
infeccdo aguda provavelmente depende da viruléncia das cepas e de sua propensdo para
replicar (BOLIN e RIDPATH, 1992), bem como da presenca de anticorpos soroneutralizantes
(BOLIN et al., 1991).

Acredita-se que animais com infec¢cdo aguda eliminam o virus brevemente, talvez por
apenas alguns dias, ou semanas, dependendo da cepa do virus (DUFFELL e HARKNESS,
1985; NISKANEN et al., 2000). Em condicdes de campo, onde a grande maioria das
infecgBes agudas em um rebanho é leve e subclinica, a duragdo da eliminagdo pode ser de
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apenas 1-2 dias, ou menos. Assim, o potencial para eliminagdo e transmissao de animais com
infeccdo aguda pode variar consideravelmente, dependendo da protegdo cruzada adquirida de
outras exposi¢oes, inclusive vacinais (BOLIN et al., 1991), e davirulénciado virus.

Em relacdo a laténcia da infecgdo, a persisténcia de titulos soroneutralizantes
persistentes apds a viremia indica que o virus ainda é capaz de replicar e de ser apresentado ao
tecido linfoide. Embora, aparentemente improvavel, dado o efeito de anticorpos
soroneutralizantes na supressdo viral, a eliminagdo exacerbada de uma infeccéo aguda poderia
explicar os ciclos de transmisséo e o tempo anormalmente longo (2-3 anos) para todos os
animais em alguns pequenos rebanhos (BARBER et al., 1985; MOERMAN et al., 1993). A
recorréncia da eliminagdo em animais com infec¢do aguda também pode depender do biotipo
do virus. A imunidade passiva ou adquirida para BVDV pode afetar a transmissao reduzindo
potencialmente a quantidade ou a duracéo da eliminagdo em animais com uma infecgdo aguda
ou PI, ou diminuindo a quantidade e a duragéo da infecciosidade, além do nimero de animais
suscetiveis a infecgdo. O periodo de transmissGo méxima varia de rebanho para rebanho,
dependendo da prevaléncia de bezerros Pl e das taxas de lotagdo. Em condi¢cbes que
promovem risco elevado de infecgdo, existe uma janela estreita para a vacinagdo entre a idade
da decadéncia de anticorpos colostrais a < 1:16 e quando o risco de infeccdo comega a
acelerar.

Alguns estudos de campo encontraram evidéncias apos a titulagdo de anticorpos
soroneutralizantes de animais com infecgdes naturais com genétipo duplo em que 0s animais
tinham evidéncia de infeccdo com cepas tipo 1 e tipo 2 (RUSH et al., 2001; MUNOZ-
ZANZIBAR et al., 2002; MUNOZ-ZANZIBAR et al., 2003), indicando que a infeccio
natural com um genotipo ndo necessariamente protege contra a infeccdo natural com outro
gendtipo. O risco de transmissdo e infeccdo aumenta 10 vezes na presenca de animais Pl e a
introducéo de novos animais em um rebanho pode ser o principal fator significativamente
associado com soroprevaléncia elevada em rebanhos (MAINAR-JAIME et al., 2001).

Outros meios de transmissdo inter-rebanhos incluem contato com animais atraves de
cercas, suas secrecdes, excregdes ou, transferéncia de embrides além do uso de vacinas MLV
e daalimentacdo de bezerros com leite de vacas PI.

A estratégia mais citada para redugcdo da transmissdo do virus é a eliminacéo de
animais Pl. Uma vez que a transmissdo ndo pode prosseguir sem animais suscetiveis se usam
ferramentas para maximizar a imunidade de um rebanho através da alta qualidade do manejo
do colostro e vacinagéo estratégica
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2.1.24  Hospedeiros

Inicialmente os pestivirus eram relacionados apenas com suas espécies de origem, mas
atuamente se sabe que eles ndo sdo espécie-especificos e podem infectar numerosas espécies
diferentes. Em situagdes de campo, sabe-se que € possivel o contato de espécies silvestres
com espécies domésticas e que o compartilhamento de pastagens e fontes de &gua podem ser
fatores de risco para a doenga. Assim como a transmissao de doencas de animais selvagens
para animais domésticos pode atrapalhar os programas de controle e acarretar perdas
produtivas e econdmicas, a situagdo inversa também causa perdas, uma vez que a doenca
pode ser importante fator de risco para conservacdo de espécies silvestres e que rebanhos
infectados criados em regides contiguas a de animais selvagens, podem colocar em risco estas
populagdes.

O BVDV pode infectar, além de bovinos, ovelhas, cabras, porcos, diversos ruminantes
das familias Camelidae, Cervidae e Antelocapridae.

Os ruminantes selvagens sdo conhecidos por serem suscetiveis a infeccdo aguda por
BVDV e algumas evidéncias sugerem que cervideos também podem sofrer infeccdes
congénitas e infeccdo persistente (GRONDAHL et al., 2003). A partir da eliminagéo
intermitente do virus, os ruminantes selvagens poderiam ser fontes de infeccdo para 0s
bovinos. Além disso, pouca informacdo tem sido divulgada sobre a prevaléncia dessas
infecgbes em animais silvestres.

2.1.3 BVDV em Camelideos

Existem evidéncias de isolamento viral e presenca de anticorpos para o virus em
Camelideos Sul-americanos (CSA) e Camelideos do Velho Mundo (CVM), porém embora
suscetiveis a infecgdo, sabe-se que esses animais manifestam a doenga de forma variavel,
apresentando certa resisténcia ao desenvolvimento de sinais clinicos. (van AMSTEL e
KENNEDY, 2010)

Ambos genétipos 1la e 1b foram isolados de CSA (WENTZ et al., 2003) e ndo existem
evidéncias da manifestacéo da sindrome hemorrégica - causada por BVDV-2 em bovinos —
em CSA (CARMAN et al.,2005). No entanto, BVDV-2 CP foi isolado de dromedarios com
sinais de doenca reprodutiva e congénita (Y OUSIF et al., 2003).

A alta concentrago viral usualmente presente nas secregoes e excregdes de bovinos 0s
torna uma espécie de grande importancia na transmissdo da doenca, porém como 0s
mecanismos de patogenia ainda ndo sdo suficientemente esclarecidos nos camelideos, ndo se
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pode afirmar a importancia destes animais na propagagao viral (van AMSTEL e KENNEDY,
2010).

Em um estudo no Canadd, a introducéo de um filhote em um rebanho de alpacas
resultou em sinais de letargia e anorexia em alguns animais ap0s 2 Meses € meio e ocorreram
dois abortos (a0s 5,5 e aos 7 meses de gestagéo). BVDV-1b NCP foi isolado de um dos fetos
e um filhote que nasceu vivo foi positivo para BVDV NCP e permaneceu negativo para
anticorpos anti-BVDV-1 e BVDV-2 aos 46 dias. Este achado confirmou a possibilidade de
infecgOes persistentes em alpacas. (CARMAN, et al., 2005)

2.1.3.1 Sinaisclinicos

O aborto € o primeiro sinal clinico identificado em camelideos e, além disso, filhotes
vivos, neonatos fracos, falha no desenvolvimento, deformidades congénitas, distUrbios
respiratérios com descarga nasal mucopurulenta crénica e gastroenterite com diarreia séo
relatados (FOWLER, 2010)

2.1.3.2 Patogénese

Em bovinos o0 BVDV replica-se na mucosa nasal e através das tonsilas o virus se
distribui pelos linfonodos regionais seguido pela disseminagdo pelo corpo, associada aos
leucdcitos. (POTGIETER, 2004) Em camelideos o virus foi detectado somente em poucas
amostras de leucdcitos apds infeccdo experimental, o que sustenta a idéia de que o BVDV se
replica de forma limitada nas células brancas de camelideos sul-americanos. (WENTZ et al.,
2003)

Com relacdo a infecg@o transplacentaria 0 mecanismo parece ser semelhante em
camelideos, porém como o tempo de gestacdo é diferente entre estes e os bovinos (345 dias e
284 dias, respectivamente) (van AMSTEL; KENNEDY, 2010), ndo existe uma defini¢céo
exata de qual o periodo de reconhecimento fetal onde o filhote fica suscetivel ao
desenvolvimento dainfeccéo persistente embora, se 0 desenvolvimento do sistema imune nos
camelideos for proporcionalmente similar aos bovinos, este periodo seria até os 145 dias de
gestacdo (MATTSON et al., 2006). Segundo Fowler (2010), se uma fémea prenhe for exposta
a0 virus no primeiro trimestre de gestacdo, o feto pode se tornar infectado. N&o foi possivel
produzir infeccdo persistente em camelideos (van AMSTEL; KENNEDY, 2010), porém
infeccdo pré-natal natural resultou em animais Pl (BELKNAP et al., 2000; CARMAN et al.,
2005; MATTSON et al., 2006) e foi demonstrada presenca de BVDV no soro, sangue,
pulméo, figado e cérebro (BELKNAP et al., 2000), rim, pele (FOSTER et al., 2007), coragéo,
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placenta, timo, linfonodo mesentérico, tiredide, baco (CARMAN et al., 2005), glandula
salivar, esbfago, testiculos e prostata (BY ERS et al., 2009). Segundo Mattson et al. (2006),
filhotes PI podem apresentar anemia, baixos niveis de hemoglobina no sangue e leucopenia.

As manifestagdes clinicas por categoria de CSA estdo descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Manifestagdes clinicas do BVDV em CSA.

Categoria

Manifestacéo

Camelideos Sul-americanos

Infeccdo Transitoria Natural Anorexiaparcial e letargia. Quase
imperceptivel (CARMAN et al., 2005).
Infeccéo Aguda Pode acontecer apds aintroducdo de um

animal Pl no rebanho. Letargia e anorexiae
diarreia (embora ndo seja um achado
constante) (CARMAN et al., 2005).

Doenca embrionarialfetal

Perda gestacional prematura, aborto e
nascimento prematuro (CARMAN et al.,
2005; GOYAL et al.,2002; MATTSON et
al., 2006; WENTZ et al., 2003)

Pl

Mais comumente relatada. Baixo ganho de
peso ou peso abaixo do esperado, diarreia
cronica, descarga nasal e pneumonia, artrite
(Carman et al., 2005; Foster et al., 2007
Goyal et al., 2002; Mattson et al., 2006;
Wentz et al., 2003).

Sabe-se também que a forma da doenca se manifestar em camelideos é diferente do

gue em bovinos, essas diferencas estéo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Diferengas entre a manifestacdo de BVDV em CSA e Bovinos

Bovinos Camelideos Sul-americanos
Doenca aguda transitéria/ Até 60 dias Incerto. Talvez mais do que
Presenga do virus 60 dias
Transmissao Répida distribuicéo na Distribuicdo lenta
populacéo suscetivel
Animais Pl Desenvolvimento dadoenca  Doenga cronica
das mucosas N&o foi isolado genotipo
Genotipo citopético citopéatico
Soroprevaléncia Geralmente alta Geralmente baixa
Soroconversao Alto titulo soro-neutralizante  Baixo titulo soro-
neutralizante
Genotipos Todos genotipos Primariamente o genétipo 1b
Sindromes Genotipo 2 — Sindrome N&o descrito
hemorragica
Defeitos congénitos Hipoplasia cerebelar N&o reportado
Testes ELISA é comumente N&o validado
utilizado
AlteracBes patologicas Sempre presente Podem estar ausentes

Adaptado de van Amstel e Kennedy (2010)

2.1.3.3 Patologia

Segundo van Amstel (2010), os achados macroscopicos de necropsia em camelideos

sul-americanos positivos para BVDV incluem emagrecimento, opacidade da cornea, edema

pulmonar, efusdes nas cavidades corporais, linfadenopatia mesentérica, contelido intestinal

aguoso e filamentos de fibrina no saco pericardico. (Foster et al., 2007; Mattson et al., 2006;

Belknap et al., 2000). A microscopia de tecidos de um animal Pl demonstrou necrose de

células ganglionares da retina e possivel lise neuronal em secgdes do cérebro (CARMAN, et

al., 2005). O exame de imunohistoquimica revelou o antigeno em diferentes tecidos incluindo
estébmago, rim, tiredide, epitélio da boca e pele (CARMAN et al., 2005).
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2.1.3.4 Diagnéstico
PCR

O RT-PCR é 0 método mais eficaz de diagnosticar e genotipar BVDV devido a sua
excelente sensibilidade e por ndo ser inibido pela presenca de anticorpos pré-existentes como
no ELISA ou no teste de isolamento viral e pode ser utilizados no soro, leucdcitos, sangue
inteiro ou tecidos (van AMSTEL, 2010). Em grandes rebanhos é possivel realizar PCR em
agrupados de amostra de sangue de mais de dez animais e, se um pool de amostras resulta
positivo, cada um dos animais deste pool sdo re-testados a fim de identificar o animal
infectado (van AMSTEL, 2010).

ELISA
O ELISA pode ser utilizado para avaliar rebanhos bovinos ou de camelideos para
determinar umainfecgéo ativa por BVDV (FOWLER, 2010).

| munohistoquimica (IHQ)

A deteccdo do antigeno pode ser feita através do exame de IHQ em amostras de pele
ou de tecidos fixados em formalina. Na utilizacdo de anticorpos monoclonais no tese, é
possivel a ocorréncia de falsos positivos uma vez que esses anticorpos tipicamente néo
reconhecem todas as cepas de BVDV (GOYAL et al.,, 2002). O isolamento viral é
considerado o padréo ouro de diagnostico. (POTGIETER, 2004).

Soroneutralizacdo (SN)

Os exames de soroneutralizacdo para detecgdo de anticorpos indicam a exposi¢éo, mas
ndo necessariamente uma infeccdo ativa no animal (van AMSTEL, 2010). Segundo Foster et
al. (2007), ostitulos de anticorpos de uma infec¢do natural sdo reportados como 1:20 — 1:480.

Diagnéstico diferencial

BVDV em camelideos geralmente esta associado com doenca cronica incluindo perda
de peso ou diminui¢do no ganho de peso e sinais de infecgdes bacterianas como pneumonia
Algumas situagdes podem requerer especial atencdo incluindo falha na transferéncia de
imunidade passiva e complicagbes associadas com imunodeficiéncia, parasitismo por
Haemonchus contortis e coccidiose, especialmente por Eimeria macusiensis, também ma
nutricdo e pneumonia (van AMSTEL, 2010).



25

2.1.3.5 Controle

Tanto no caso de bovino quanto o de camelideos, a identificacdo e eliminacdo de
animais Pl e a protecdo contra infecgdo fetal sdo 0s principais caminhos gue se segue na busca
pelo controle da enfermidade. Em funcéo das trocas e vendas de animais, situacéo de possivel
transferéncia de patdgenos, sempre é aconselhavel testar todos animais para a doenca,
impedindo assim que o virus seja carregado para outros rebanhos eventualmente livres da
doenca. Sistemas eficientes de biosseguranca e quarentena também sdo ferramentas Uteis nos
programas de controle.

As triagens sorologicas sdo utilizadas para determinar infecgdes ativas por BVDV em
rebanhos. E recomendado que pelo menos 10% do rebanho seja testado ou um minimo de 15
animais (CALLAN, 2006). Animais de menos de 12 semanas de idade podem ter titulos
positivos devido a presenca de anticorpos maternos. A utilizacdo de colostro bovino na
alimentacdo de filhotes € uma pratica comum e pode confundir a interpretacéo dos casos
soropositivos de um rebanho (TOPLIFF et al., 2009).

Vacinas mortas para bovinos tem sido utilizadas em estudos experimentais em alpacas
(KAPIL et al., 2009). Neste estudo a vacinagdo resultou em soroconversdo em todos 0s
animais e protecdo contra uma infeccdo com a cepa de campo de BVDV-1b de alpacas.
Vacinas vivas ndo sdo recomendadas em camelideos, mas vacinas inativadas tem sido
utilizadas. (FOWLER, 2010)
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3 CAMELIDEOSDOMESTICOS

A familia Camelidae esta dividida em dois grandes grupos. Camelideos do Velho
Mundo (CVM) e Camelideos Sul-Americanos (CSA). Aqueles sdo representados por duas
espécies digtintas. 0o camelo bacteriano (Camelus bactrianus) e o camelo dromedario
(Camelus dromedarius). Por outro lado, os integrantes do grupo dos CVM sdo as lhamas
(Lama glama), os guanacos (Lama guanicoe), as alpacas (Lama pacos) e as vicunhas (Lama
vicugna). Ainda é possivel dividir estas espécies em domésticos ou selvagens. As espécies
domésticas sdo as |lhamas e as alpacas e 0 guanaco e a vicunha sdo seus correspondentes
silvestres, respectivamente.

A criagdo de alpacas e Ihamas € uma atividade de grande importancia econémica para
as populagdes andinas da Bolivia e do Peru, no entanto também é consideravelmente
explorada na Argentina, Chile e Equador. (Fernandez-Baca, 1991) Diversos produtos sdo
derivados destas espécies domésticas de CSA, como a fibra do pelo, carne, pele, couro e
esterco. Além disso, também sdo espécies utilizadas como forca de trabalho, tendo —
principalmente a lhama — papel importante no transporte em &reas rurais carentes destes

paises sul-americanos.

3.1 Taxonomia
Todos os dados sobre a taxonomia dos camelideos domésticos e selvagens estéo
demonstradas na Figura 1.



Figura 1 - Taxonomia dos Camelideos
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Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Artiodactyla

Todos camelideos exibem processos basicos de ruminacdo, mas se diferem da

subordem Pecora, pela morfologia do etdmago. As demais caracteristicas que os diferenciam

s80: auséncia de cornos ou aspas, presenca de caninos verdadeiros separados dos pré-molares

pelo diastema, anatomia dos membros pélvicos os permite descansar sobre 0 ventre com 0s
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joelhos dobrados e os calcanhares atras e apresentam uma almofada digital ao invés dos
Cascos.

A origem dos representantes da subordem Tylopoda esta na América do Norte h4
cerca de 50 milhGes de anos e, cerca de cinco milhdes de anos atras os ancestrais dosCVM
migraram para o nordeste da Asia através do estreito de Bering e os antecessores dos CSA
migraram para a América do Sul. Os camelideos do velho mundo se adaptaram a viver em
ambientes extremos de calor e frio e os camelideos do novo mundo as regides frias de grande
atitude.

3.1.1 Lhama(Lama glama)

As lhamas foram domesticadas no Peru, ha aproximadamente 6.000 anos e dai foi
levada pelo homem aos vales andinos do Peru e norte do Chile. A partir disso a criagdo se
seguiu e foram se distribuindo a0 longo dos Andes, desde o sul da Colémbia até a zona
central do Chile. A distribuicgo geogréfica da Ilhama é resultado de fatos histéricos: Com a
colonizagdo espanhola e a introducdo do gado no século XVI, os rebanhos nativos foram
rapidamente dizimados e deslocados da costa e dos vales interandinos para os locais de maior
altitude onde 0 gado néo se adaptava.

Fenotipicamente estes animais se caracterizam principalmente como “kara pelada’,
com pouco desenvolvimento de fibra no corpo, principalmente no rosto e pernas e “lanuda’,
gue € menos comum, porém com mais fibras no corpo e que se extende na frente e sai pelas
orelhas, porém nunca nas pernas. A coloragdo varia de branco a preto e marrom, podendo
alcancar qualquer cor intermediaria e tem tendéncia a manchas de vérias cores em um animal.
A classificac8o fenotipica dos camelideos sul-americanos pode ser complicada uma vez que
todos representantes desse grupo possuem 0 mesmo cariétipo e podem, consegquentemente,
cruzar-se entre s e produzir hibridos férteis.

3.1.2 Alpaca(Lama pacos)

A histéria da domesticacéo e a distribuicdo das apacas € bastante semelhante a da
Ihama, sempre em &reas de grandes altitudes onde outros animais de producéo e trabalho ndo
Se adaptam.

Fenotipicamente existem duas classificagbes. Huacaya e Suri. A primeira é
caracterizada por abundante crescimento de fibra que cobre o corpo, pernas, pescoco além da
face e chegam a cobrir osolhos. A segundatem fibra ligeiramente ondulada, mais sedosa, fina
e de maior crescimento longitudinal e a distribuico corporal é a mesma que a Huacaya. A
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coloracdo de pelagem das alpacas € mais uniforme gque da Ihama e também varia nas mesmas
cores.
3.1.3 Camelo bactriano (Camelus bactrianus)

O camelo bactriano € bem adaptado ao frio e aos climas é&ridos da Mongdlia, sul da
&rea da antiga Unidio Soviética, China e sul da Asia. Segundo Fowler (2010), dados exatos
sobre a domesticagdo deste camelo sdo desconhecidos, porém acredita-se que tenha ocorrido
algum tempo antes de 2500 a.C. na fronteira do Turcomenistéo e Ird, no lado oeste do Mar
Caspio. O nome “bactriano” é derivado da“Baktria’, norte do Afeganistdo, emborando seja o

lugar de origem dos camelos e tampouco a espécie se encontre neste.
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4 MATERIAL E METODOS

Esse estudo incluiu coletas de sangue em trés espécies de camelideos domésticos:
Ihama (L. glama), alpaca (L. pacos) e camelo bactriano (C. bactrianus). Os animais foram
provenientes de duas propriedades, Parque ZoolGgico Pampas Safari e um criadouro
particular localizado na cidade de Canela, Rio Grande do Sul.

As coletas de sangue foram realizadas com um coletor Vacutainer® e o sangue foi
obtido através de venipuncdo da veia jugular ou da safena externa, em casos em que a coleta
na jugular ndo foi possivel. Foram coletados 16 Ihamas (53% - 16/30), sendo dez fémeas e
seis machos (71% - 10/14 e 37,5% - 6/16, respectivamente), seis camelos (50% - 6/12), sendo
trés fémeas e trés machos (50% de ambas populagdes) e 19 alpacas (73% - 19/26 — 9 machos
e 17 fémeas), porém nesta espécie ndo foram diferenciados os géneros, totalizando 41
animais. As idades variaram de um a 18 anos. Nenhum deles apresentava sinais clinicos
indicadores da doenga no momento da coleta.

O material coletado foi encaminhado ao Laboratério de Virologia do Ingtituto de
Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (ICBS/UFRGS) em
parceria com o Ingtituto de Pesquisas Veterindrias Desidério Finamor (IPVDF) para
realizacdo dos testes de soroneutralizagdo em microplacas para diagnostico de diarreia viral
bovina

No laboratério as amostras de sangue foram centrifugadas por dez minutos a 1600 x g,
o0 soro foi coletado, inativado por 30 minutos a 56°C e armazenado a -20°C até ser testado. O
protocolo aplicado esta descrito no Anexo A.



Figura 2 — Coleta de sangue da veia jugular
em camelo bactriano
(Camelus bactrianus)
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5 RESULTADOSE DISCUSSAO

Todas as amostras de soro avaliadas foram negativas para BVDV. Diversos estudos
diagnésticos de diarreia viral bovina em camelideos tém sido registrados, conforme esta
demonstrado na Tabela 4.

Tabela4 — Relatos de pesguisas de BVDV em |lhamas, alpacas e/ou camelos.

Espécie \I/?alul Prevaléncia Ac. Prevaléncia Autor Ano Pais
1 % (2/190) ,
Camelo + 17 % (3/175) EISA, M. I. 1998 Egito
Camelo ¥ 52,5% FAGRAWA 1008 Egito
Lhama + 2,05 % (8/390) PUNTEL etal. 1999 Argentina
66,6% o BELKNAP et
Lhama + 2/3) + 0% al 2000 EUA
10,8% (8/74) em -
Al'rf’;cn?; e + alpacas CEL Ea[I)ON ® 2001  Chile
14% (6/43) em |hamas )
Alpaca +  100% (V1) GOYAL etal. | 2002 EUA
Alpacas e + 0,9% WENTZetal. 2003  EUA
lhamas
85% (17/20) -
Alpaca =+  100% (22) + apresentaram CA R';"IAN & 2005 Canada
anticorpos '
BVDV-1-
14,2%
(6/42)
alpacas )
Alpacase BVDV-2 — CELEDON et .
Ihamas + 9.5% al. 2006 Chile
(4/42)
alpacase
23% (8/35)
Ihamas
0% (0/109 animais)
Al'rf’;‘:n?; e ; (1/109— BDV-1e DANL;ISER ® 2009 Suica
4/109 — pegtivirus) '
25,4 % dos rebanhos
apresentavam
soropositividade
Alpacas + (16/63) TOPLIFFetal. 2009  EUA
6,3 % dos rebanhos
apresentavam animais
Pl (4/63)
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Camelo
dromedéri + 19,7% (27/137) RAOOFH etal. | 2010 Ira
0]
Camelo + 84,6% (220/260) INTISARetal. 2010 Sudao
L hamas 4 18% (3/17) MAORgth'IDP' D 2010 Argentina
Alpacae Em 2008 — 0% .
Ihama + Em 2000 —0,4% MUDRY etal. 2011 Suica

Dentre os estudos de sorologia realizados em camelideos, as prevaléncias encontradas
variam de zero a 85% (EISA, 1998, ZAGHAWA, 1998; PUNTEL, 1999; BELKNAP, 2000;
CELEDON, 2001, WENTZ, 2003; CARMAN, 2005; DANUSER, 2009; TOPLIFF, 2009;
RAOOFI, 2010; INTISAR, 2010; MARCOPPIDO, 2010; MUDRY, 2011).

O resultado negativo de todos os animais coletados no presente estudo, em realidade,
condiz com as informacfes da literatura quanto a baixa taxa de soroprevaléncia esperada para
populaces de camelideos. As altas prevaléncias encontradas em alguns estudos, os quais
destoam do que tem sido considerado mais comum, tém sido associadas com amostragens
peguenas de animais. Tais nimeros resultam porcentagens altas, mesmo com um ndumero
pegueno de soroconversdes (MARCOPPIDO, 2010; CARMAN, 2005). Devido as coletas
serem realizadas em animais que vivem em contato com outras espécies de ruminantes
(CELEDON, 2001), pode haver chance de contato com outros infectados e/ou com sinais
clinicos (CARMAN, 2005). Pode haver também o risco em regides de exploracdo produtiva e
econdmica desses animais e a utilizagdo de mesmas pastagens e fontes de égua por
camelideos e bovinos (INTISAR, 2010).

No trabalho de Puntel (1999), os resultados obtidos demonstraram que, dentre as
Ihamas com soroconversao positiva para BVDV (2,05% - 8/390), todas eram provenientes de
rebanhos cujos bovinos também foram positivos (rebanho 1: 10,3% (6/58); rebanho 2: 4%
(2/50). Nenhum animal de rebanhos onde se criavam apenas |hamas apresentou
soroconversdo. Ja no trabalho de Eisa (1998), embora pequena diferenca (1% e 1,7%),
também houve uma porcentagem maior de soroconversdo em um rebanho de camelos que
viviaem contato com bovinos.

O trabalho de Celeddn (2001) demonstrou que, dentre todos guanacos e vicunhas de
vida livre coletados, nenhum apresentou anticorpos para pedivirus e este achado permite
concluir que esses animais ndo foram expostos as cepas virais testadas. Sabe-se que existe
uma grande preocupagdo dos produtores em relacdo a possibilidade dos animais selvagens
transmitirem ou serem reservatorios de doencas de impacto econdémico significativo como a



diarreia viral bovina, porém achados como o de Celed6n (2001), Puntel (1999) e Eisa (1998)
sugerem que a exposicao dos camelideos a0 BVDV ou a outro virus dessa familia estd mais
relacionada ao contato com demais ruminantes domésticos do que com a exposi¢do ambiental.

Segundo Mudry (2010), o teste de soroneutralizagdo € considerado padréo-ouro nos
métodos diagndsticos para anticorpos especificos para pestivirus, no entanto, a sensibilidade e
especificidade sdo dificeis de avaliar precisamente, embora sejam consideradas muito altas.
Apesar de ser um teste de escolha para diagndstico padré em bovinos, a soroneutralizagdo
ainda ndo tem validacdo em camelideos (MARCOPPIDO, 2010). Em funcéo disso, todas as
interpretaces acerca de resultados obtidos devem ser realizadas com cautela.

Outro grande problema enfrentado no diagnéstico de BVDV em camelideos € a
reatividade-cruzada e, segundo Belknap (2000), a falha em desenvolver uma resposta no caso
de exames de soroneutralizagdo podem indicar que os isolados de camelideos sul-americanos
s80 mais similares a outras pestiviroses de outras espécies além dos bovinos. Nos estudos de
Danuser (2009) e Mudry (2011) com CSA, houve soroconversdo para BVDV, porém, apos a
relacdo de titulos pela reagdo cruzada entre BDV e BVDV, as amostras foram consideradas
estimativamente mais similares ao BDV, ou classificadas como “pestivirus indeterminado” e
nenhuma como BVDV. Esta diferenca esta relacionada a capacidade de reacdo cruzada entre
0s pestivirus, que pode confundir resultados, uma vez que os métodos diagndsticos podem
buscar, por exemplo, proteinas comuns entre espécies dessa familia.
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6 CONCLUSAO

Os resultados da pesquisa estédo em conformidade com o que tem sido registrado na
literatura, porém é necess&rio manter 0 monitoramento sorolégico dos rebanhos, tanto em
funcdo de eventuais contaminagtes, quanto do transporte de animais livres da doenca para
regibes onde possam ser expostos ao virus. Sem a protecdo dos anticorpos, estes animais
podem desenvolver sinais clinicos e, inclusive, causar perdas e impactos econdmicos.

Embora exista a hipotese de transmisséo viral entre camelideos e outros ruminantes
domésticos, esta ainda ndo pode ser confirmada e a interpretacdo dos resultados deve ser
cautelosa.

O diagnostico do virus da diarreia viral bovinaem camelideos ainda é um desafio uma
vez gue, nos exames descritos agui, os parametros de diluicdo ndo seguiram o padréo de
bovinos, demonstrando que ainda é necessario pesquisar mais e padronizar os métodos
diagndsticos para estas espécies.

Esse trabalho foi 0 projeto piloto de um estudo mais amplo e aprofundado sobre esta e
outras enfermidades ainda ndo exploradas na familia Camelidae no Brasil e é importante
ressaltar a necessidade da continuidade da pesguisa que deve envolver rebanhos adicionais e
avaliar fatores de risco para gque seja possivel obter respostas sobre o papel destes animais nos
ciclos epidemiologicos.
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ANEXO A - Protocolo de soroneutralizac&o em microplaca aplicado pelo Laboratorio de

Virologiado ICBS/UFRGS

PROVA DE SORONEUTRALIZACAO EM MICROPLACAS — Incubag&o soro-virus

24 horas

M aterial:
e Placapara cultivo celular, estéril (96 orificios)
e Meio EAGLE-MEM com 10% SFB (soro fetal bovino)
e Calhas parameio e células
e Pipetador multicanal
e Pipetador monocanal
e Sorosatestar
e Soroscontrole
e Ampolade virus com titulo conhecido

e Célulastripsinizadas

M étodo:
1. No fluxo laminar adicionar 50 ul de meio contendo 10% SFB e antibi6tico (em
concentracdo usual) em cada um dos orificios da placa
2. Diretamente na placa, preparar diluigdes do soro atestar. Nesse caso, utilizaremos diluicoes
Y%, Y. Logo, sobre 50 ul de meio adicionamos 50 ul de soro a testar, em duplicata, nos

primeiros dois orificios dalinha“A” da placa
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3. Homogeneizar com pipeta a mistura meio-soro varias vezes e transferir 50 ul do soro
diluido ¥2 para alinha “B”. Misturar novamente e desprezar 50 ul. Reserve 16 orificios em
uma placa para as dilui¢des de controle do virus.

4. Preparar um volume apropriado da diluicdo do virus contendo 100 DICCsq por orificio,
bem como diluigdes controle contendo 10, 1 e 0,1 DICCsy.

5. Adicionar 50 ul das dilui¢Bes controle do virus, quatro orificios por diluicdo, nos orificios
reservados a esse fim ja contendo 50 ul de meio com SFB.

6. Adicionar 50 ul da diluicdo do virus contendo 100 DICC50 por orificio contendo soro em
tede.

7. Incubar a placa por 24 horas a 37 °C.

8. Faltando cerca de 15 minutos para o final do periodo de incubacdo, preparar uma suspensio
de células contendo aproximadamente 1.000.000 de célulag/ml (ou sgja, 50 000 célulag/50 ul).
9. Ao final do periodo de incubacdo, colocar 50 ul da suspensdo de células por orificio.
Atencdo: Nao agite nem bata nas placas apés a adicdo das células! Se agitadas, células
em suspensdo tenderdo a se acumular nas bordas dos orificios!

10. Manter a placa a 37°C durante 72 horas e, ap0s este periodo, fazer a leitura das placas
utilizando microscopio éptico observando a presenca ou auséncia de efeito citopatogénico
(ECP).

Observacao:

- A diluicBo dos soros serd redlizada na propria placa, entdo a cada homogeneizacdo da
mistura meio-soro e passagem para os orificios posteriores deve ser realizada a troca de
ponteiras para homogeneizar.

- Antes de adicionar os controles das DIs do virus é necess&rio adicionar 50 ul de meio com

SFB, procedimento semelhante a adi¢do das amostras de soro.
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