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1. INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV), familia Flaviviridae, género
Pestivirus é o causador da Diarreia Viral Bovina, enfermidade de importancia
veterinaria e zootécnica, que leva a prejuizos econdmicos principalmente pelas
perdas reprodutivas. No entanto, o virus pode apresentar cepas, além de
citopatogénicas, também nao-citopatogénicas responsaveis pelo aparecimento de
animais persistentemente infectados, os quais constituem a principal forma de
disseminacao do microrganismo e o principal entrave no controle da enfermidade,
ja que estes ndo apresentam sintomatologia e ndo sdo detectados em testes
sorologicos tradicionais (RIDPATH; FLORES, 2007).

Em rebanhos destinados a exploracéo leiteira, as perdas causadas devido a
disseminacao do BVDV refletem especialmente no declinio da atividade produtiva
e reprodutiva (SCHMITZ, 2005) e, por possuir atividade imunossupressora, casos
de mastite infecciosa podem se tornar comuns e recorrentes (CANARIO et al.,
2009). A imunidade na glandula mamaria de vacas em lactacdo é prejudicada
pela diluicdo de anticorpos das classes IgA e IgG, secretados no limen do 6rgéo,
e, pela sua retirada a partir das ordenhas. Além disso, as células correspondentes
ao sistema imune inato tém sua capacidade fagocitica prejudicada pela ingestao
de gorduras e pela menor opsonizacao de patégenos (NEVES, 2011).

Dentre as causas mais comuns de mastite, encontram-se as bacterianas e,
Staphyloccoccus aureus e Streptococcus agalactiae ocupam posicées de
destaque na etiologia, sendo considerados os patdgenos infecciosos de maior
incidéncia em todo mundo. A contagem de células soméaticas (CCS) é importante
ferramenta para monitoramento da sanidade da glandula mamaéaria e, avaliada em
tanques resfriadores, indica os niveis de mastite no rebanho. Basicamente, sua
constituicdo € de células de defesa que migram para o tecido mamario frente a
uma infeccdo (CARNEIRO et al., 2009).

Desta maneira, objetivamos investigar a influéncia da infecgéo pelo BVDV na
CCS e na qualidade microbiolégica do leite.

2. METODOLOGIA

Apbs visitas a Unidades de Produgao Leiteira (UPL’s) na regido sudeste do
Rio Grande do Sul, para coleta de amostras de leite e aplicacdo de questionarios
epidemiologicos, foram selecionadas 161 UPL que ndo realizavam vacinacao
contra BVDV. A coleta de leite (3 amostras por UPL) foi realizada diretamente do
tanque resfriador, apdés homogeneizacdo. As amostras foram devidamente
identificadas e enviadas sob refrigeracéo aos Laboratérios de Qualidade do Leite
(EMBRAPA Clima Temperado), de Virologia e Bacteriologia (UFPEL). A primeira
amostra, coletada com conservante bronopol, foi destinada a CCS através de
citometria de fluxo.

A amostra destinada a bacteriologia foi semeada placas de Petri contendo
meio de Edwards modificado (identificacdo do género Streptococcus), Baird-
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Parker (identificacdo do género Staphylococcus) e Manitol salgado (contagem de
S. aureus). As colbnias caracteristicas de S. aureus e Streptococcus spp. foram
repicadas em Agar sangue (5% sangue ovino desfibrinado), e mantidas em estufa
bacteriol6gica a 37°C por 24 horas em aerobiose, submetidas a coloragdo de
Gram, e aquelas que apresentaram caracteristicas morfo-tintoriais tipicas, foram
caracterizadas atraves de testes bioquimicos, segundo QUINN et al. (2005).

No Laboratério de Virologia e Imunologia (LabVir), procedeu-se
centrifugacédo das amostras (3000 rpm, 15 min) para separacao e coleta do soro
lacteo livre de células e gordura. O soro foi submetido a temperatura 56°C por 30
minutos para inativagdo do sistema complemento. Apoés, realizou-se a técnica da
virusneutralizacdo para determinacdo do titulo de anticorpos neutralizantes
especificos contra BVDV presentes no leite. Foram utilizadas células Madin-Darby
Bovine Kidney, por ser permissiveis ao BVDV cepa NADL.

Foram realizadas andlises de variancia, correlacdes de Pearson e andlises
de risco atraves do software estatistico BioEstat® 5.3, com confiabilidade de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados, expressos na Tabela 1, demonstram que, dentre as 161
UPL selecionadas, 41,6% apresentam titulos de anticorpos contra BVDV
detectaveis no leite dos tanques resfriadores. No entanto, ndo € possivel afirmar
que as demais UPL estejam livres de animais positivos para BVDV. SCHERER et
al. (2002) ao correlacionar titulos séricos com titulos em leite pela VN, constatou
que frequentemente, amostras com titulo sérico entre 10 e 40 ndo apresentam
niveis detectaveis de anticorpos no leite. 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. Além disso, a mistura do leite de
animais positivos e negativos no tanque resfriador contribui para dificuldade de
deteccédo de anticorpos.

Fato semelhante ocorre com a CCS em tanques resfriadores, onde o leite
mastitico é diluido em todo o leite produzido pelo rebanho. No entanto, a CCS é
uma importante ferramenta para monitorar a mastite de uma UPL (CARNEIRO et
al.,, 2009) e sua elevagdo, invariavelmente, demonstra casos de mastite. O
mesmo ocorre com as contagens de microorganismos, e eleva a dificuldade na
identificacdo de espécies bacterianas residentes obrigatérias da glandula
mamaria, como € o caso de S. agalactiae, que ndo sobrevive no ambiente. Porém
sua identificacédo revela a procedéncia de infeccfes intra-mamarias, excluindo a
possibilidade de contaminagédo ambiental (SANTOS, 2012).

Segundo a Instrugdo Normativa 7 (MAPA, 2016), que dita os requisitos
minimos de qualidade do leite cru refrigerado em propriedades rurais, a CCS deve
ter uma média geométrica inferior a 4,0x10°> CS/ml em trés meses consecutivos.
N&o ha legislacdo vigente sobre as contagens e presenca de bactéria dos
géneros Staphylococcus e Streptococcus em leite cru, porém, a contagem padrao
em placas de mesdfilos, deve estar abaixo de 1,0x10°UFC/ml de leite. Estes
dentre outros parametros séo utilizados para bonificar o produtor pela qualidade
do leite entregue a industria.

Linfécitos, macréfagos e neutréfilos, importantes células do sistema imune,
constituem células alvo do BVDV e 0os mecanismos imunossupressores ligados a
este virus relacionam-se a neutropenia e deplecdo linféide geradas, com a
diminuicdo de linfécitos B e T CD4+ e CD8+. A reducgédo da atividade bactericida
dos neutrofilos infectados, aliado a reducgéo de citocinas pro-inflamatorias geradas
por linfocitos que ativariam células fagociticas, e ainda, o descarte constante do
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leite da glandula mamaéria, sdo fatores que podem favorecer novas infeccoes
intra-mamarias (CANARIO et al., 2009). Entretanto, afirmar que a infecgéo pelo
BVDV € o unico fator responsavel pela imunossupressao ainda é controverso.
NISKANEN et al. (1995) concluiu que o aumento dos niveis de mastite em um
rebanho foi concomitante ao aumento da titulagéo de anticorpos contra o BVDV.

Tabela 1. Qualidade microbiologica do leite de Unidades de Producéo Leiteira do
sul do Rio Grande do Sul, em fun¢éo do titulo de anticorpos contra o virus da
diarreia viral bovina encontrados no leite dos tanques resfriadores
presenca presenca

Titulo de CCSs : S. aureus
Anticorpos " (x 10°%cél/ml) >. agala(c;:lae S.naureu;O (x 10* UFC/mI)
- 94 1,62° 8 8,5 85 90,4 4,3°
2 11 2,320¢ 1 9,1 10 90,9 5,1°
4 14 3,23" 0 - 12 85,7 5,4°
8 12 3,1° 0 - 11 91,6 5,1°
16 16 3,58" 1 6,25 14 875 6,5°
32 8 4,63° 0 - 8 100 6,1°
64 3 7,822 1 33,33 3 100 6,3"

128 3 7,62 1 33,33 3 100 20,82

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica pelo teste Tukey (p<0,05)

A CCS se elevou proporcionalmente ao titulo de anticorpos e, a partir do
titulo 4, difere das UPL que n&o apresentam titulos (p<0,05). Este dado justifica-
se pela elevacdo nas porcentagens de isolamento de micro-organismos
infecciosos. Nas UPL com titulos entre 64 e 128, 33,33% apresentaram
isolamento de S. agalactiae e 100% de S. aureus. As andlises nao revelaram
risco de infec¢des por S. agalactiae quando da presenca de titulos de anticorpos
contra BVDV, porém o baixo numero de UPL nos estratos com maiores titulos,
aliado ao fato da diluicdo do produto nos tanques, podem contribuir para que as
analises estatisticas ndo detectem risco.

A correlacdo entre a contagem de S. aureus e o titulo de anticorpos foi
r’=0,52 (p<0,05) e comprova a hipétese de que a presenca de BVDV pode
predispor a mastite. Embora S. aureus possa ser oriundo de contaminacfes
ambientais, sua presenca correlacionada com titulos de anticorpos, sugere seu
papel como agente etiologico de mastites. Esse dado é corroborado pela
correlacdo apresentada entre a contagem de S. aureus e CCS (r*=0,87, p<0,05).

Através da analise dos resultados obtidos, percebe-se que o leite oriundo
de tanques resfriadores ndo constitui um sistema especifico para determinar a
real influéncia das infec¢cdes por BVDV nos niveis de mastite de um rebanho
leiteiro, mas demonstra alguma sensibilidade, evidenciada pelas correlagbes entre
os titulos de anticorpos de as contagens de S. aureus. A realizacdo da técnica
utilizando leite retirado diretamente da glandula maméria aumentaria a
sensibilidade do teste ao tornar detectaveis os titulos de anticorpos no leite e
elevar as chances de isolamento bacteriano.

4. CONCLUSOES

Apés andlise dos resultados conclui-se que as infec¢cdes causadas por
BVDV afetam a qualidade microbiolégica do leite, predispondo a mastite.
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Entretanto a metodologia aqui apresentada, utilizando amostras de leite de
tanques resfriadores apresentou baixa sensibilidade e especificidade.
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