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RESUMO

A Unidade Regional de Codo, localizada no Cento-Leste do estado do Maranhdo,
apresenta grande potencial para o desenvolvimento da pecuéria leiteira moderna, por possuir,
além de extensa area territorial, relevo e clima favoraveis, estando pouco exposta a
instabilidades climaticas periddicas. O Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) é um dos
principais patdgenos de bovinos e causa perdas econdmicas significativas para a pecuaria
bovina em todo o mundo. O presente estudo teve como objetivo estimar a frequéncia de
bovinos reagentes ao virus da Diarreia Viral Bovina - BVDV em rebanhos leiteiros da
Regional de Codd — MA, assim como os fatores de risco associados a infeccdo. Foram ana-
lisadas, pelo teste de Elisa indireto, 396 amostras de soro sanguineo oriundos de bovinos
pertencentes a 33 rebanhos dos municipios de Cod6, Timbiras, Coroatd, Peritoré e Alto
Alegre. Dos rebanhos testados, encontrou-se um percentual de reagentes de 90,91% (n=30). O
municipio de Codd apresentou a menor frequéncia, 70% (n=07), enquanto que nos demais
municipios, todos os rebanhos apresentaram pelo menos um animal que reagiu positivamente.
Das 396 amostras analisadas, 54,04% (n = 214) foram reagentes, 3,79% (n = 15) suspeitas e
42,17% (n = 167) ndo reagentes. As frequéncias de bovinos sorologicamente reagentes ao
BVDV foram de 34,17% (n=41) em Codd, 52,78 (n=19) em Timbiras, 55,95% (n = 47) em
Coroata, 83,33 (n = 60) em Peritord e 55,95% (n = 47) em Alto Alegre. Os resultados obtidos
nesta pesquisa permitiram concluir que o BVDV esta amplamente distribuido nos rebanhos da
regional de Codd e que, estatisticamente, dentre os fatores de risco avaliados, apenas a faixa

etaria dos animais apresentou associagdo com a infecgédo pelo virus.

Palavras-chave: Diarréia Viral Bovina, bovinos, ELISA, Maranhdo.



ABSTRACT

The Codo Regional Unit located in the east-central state of Maranhao, has great
potential for the development of modern dairy farming, for having, in addition to extensive
land area, topography and favorable climate, with little exposed to periodic climatic
instability. The bovine viral diarrhea virus - BVDYV - is one of the most significant pathogens
of cattle and causes large economic losses to the livestock industry worldwide (Baker 1995).
The present study aimed to estimate the frequency of cattle reagents to bovine Diral Diarrhea
virus - BVDV in dairy herds of Regional Codo - MA as well as the risk factors associated
with infection. By indirect ELISA test, 396 serum samples derived from 33 cattle herds
belonging to municipalities of Codo, Timbiras, Coroata, Peritoro and Alto Alegre were
analyzed. Herds tested, was found a percentage of 90 % (n=30) reagent percentage. The
municipality of Codo had the lowest frequency, 70% (n = 07), while in other municipalities,
at least one animal which tested positive. Of the 396 samples analyzed, 54.04% (n = 214)
were positive, 3.79% (n = 15) suspected and 42.17% (n = 167) were negative. The
frequencies of serologically reactive to BVDV cattle were 34.17% (n = 41) in Codo, 52.78 (n
=19) in Timbiras, 55.95% (n = 47) in Coroata, 83.33 (n = 60) in Peritoro e and 55.95% (n =
47) in Alto Alegre. he results obtained in this study showed that BVDV is widely distributed
in herds of regional Codo and that, statistically, among the risk factors evaluated, only the age

of the animals was associated with virus infection.

KEYWORDS: Bovine Viral Diarrhea, cattle, ELISA, Maranhao.
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1 INTRODUCAO

A Unidade Regional de Codd, constituida pelos municipios de Codd, Timbiras,
Coroata, Peritoro, Alto Alegre do Maranhdo e Sdo Mateus, localiza-se na regido centro/leste
do Estado do Maranh&o, limitando-se com as regionais de Caxias, Presidente Dutra,
Pedreiras, Itapecuru, Chapadinha e Bacabal (AGED, 2014). Possui uma &rea territorial de
10.066,22 Km? e uma populagéo estimada em 292.653 habitantes. (IBGE, 2010)

Apresenta o indice de desenvolvimento humano (IDH) médio de 0,574 (IBGE,
2010 e tem uma grande participagdo no produto interno bruto (PIB) do estado, principalmente
em funcdo do municipio de Codd que tem como sua principal atividade econdmica a Inddstria
de Transformacdo (Fabricacdo de Cimento), destacando-se ainda a administracdo publica, a
atividade Imobiliaria, aluguéis e comércio. Considerando o ano de 2010, o municipio
destacou-se em 7° lugar na participacéo do PIB estadual, perdendo apenas para 0s municipios
de S&@o Luis (1°), Imperatriz (2°), Acailandia (3°), Balsas (4°),Timon (5°) e Caxias (6°)
(IMESC, 2010)

A agropecudria também representa importante papel para o desenvolvimento da
regido, que possui um efetivo bovino total de 221.938 cabecas distribuidas em 2.240
propriedades. Segundo a Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéria (2013), o rebanho leiteiro
corresponde a 3,3% (7.416 bovinos) do efetivo. Esse potencial tem trazido investimentos
para o setor e hoje, a regional j& possui duas usinas de beneficiamento de leite com Servigo de
Inspecdo estadual (S.I.E), que agregam valor ao produto e oferecem mensalmente ao
mercado consumidor produtos de qualidade como: leite pasteurizado (3.028 litros/més),
iogurte (3.761 kg/més), bebida lactea (4.416 litros/més) e queijo coalho (95 kg/més) (AGED,
2014).

A atividade leiteira tem um importante papel na sustentabilidade das propriedades
agricolas, tanto no que diz respeito ao autoconsumo, como na geracao de renda. De 1996 a
2005, o Maranhdo aumentou sua participacdo na producdo de leite em relagéo ao Brasil de
0,8% para 1,3% (CARVALHO, 2007). Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica — IBGE (2009), o estado produziu 355.082.000 litros de leite, 0 que correspondeu a
13,49% da producdo do Nordeste (2.631.436.000 litros) e 1,21% da producdo brasileira
(29.105.487.000 litros).
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A atividade sempre foi desafiada pelos problemas de sanidade, mas nos ultimos
anos, a grande competitividade e reducdo das margens de lucro do setor tém evidenciado os

prejuizos causados pelas doencas infecciosas. (FARIA, 2013).

A Diarréia Viral Bovina (BVD) é uma das enfermidade dos bovinos, e também de
outros ruminantes, que causa grandes perdas econOmicas em toda a cadeia produtiva.
Inicialmente descrita por Olafson et al. em 1946, somente nas ultimas duas décadas tornou-se
mais conhecida pelo mundo. Com uma distribuicdo geografica cosmopolita, 50 a 90% da
populacdo bovina adulta apresenta anticorpos no soro sanguineo contra o virus da BVD. Por
isto, teoricamente, acredita-se que todos os rebanhos bovinos estéo infectados e a prevaléncia

de anticorpos em animais adultos esta em torno de 60% (LAZZARI et al, 2008).

De acordo com 0 MAPA (2013), a notificacdo da suspeita ou ocorréncia da BVD
¢ obrigatoria para qualquer cidaddo, bem como para todo profissional que atue na area de
diagnostico, ensino ou pesquisa em satde animal. Ainda assim, a subnotificacdo é frequente, e

muitas vezes os casos da enfermidade passam despercebidos nos rebanhos da regido.

A infeccdo pelo BVDV tem sido associada a uma ampla variedade de
manifestacdes, desde infeccbes subclinicas até formas mais graves com destaque para a
Doenca das Mucosas, com mortalidade elevada. A infec¢do de fémeas gestantes soronegativas
pode provocar morte embrionéria, maltiplos defeitos congénitos nos fetos, abortos ou o
nascimento de vitelos persistentemente infectados (PI) por infeccdo transplacentéria entre os
45 e 125 dias de gestacdo. A infeccdo pelo BVDV ainda pode provocar repeticdo do estro,
diminuicdo da producdo leiteira, bem como atraso no crescimento e ganho de peso
(CANARIO, 2009).

Nos paises que ja sdo livres da Febre Aftosa (Canada, EUA, Gra-Bretania e
México), o virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) é considerado o agente viral mais
importante da bovinocultura e tem sido alvo de numerosos estudos e programas de controle
e/ou erradicacdo durante décadas (FLORES et al., 2005).

Estudos recentes tém demonstrado que essa infeccdo esta amplamente difundida
no rebanho bovino do Brasil e que as amostras brasileiras do virus apresentam variabilidade
antigénica marcante. Ainda assim, o servigo oficial de defesa sanitaria animal, produtores,

médicos veterindrios autdbnomos e pesquisadores tém dado pouca importancia para o0 seu
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controle, 0 que poderé causar num futuro préximo, a imposicdo de embargos aos produtos
brasileiros por parte do comércio internacional, que vem continuamente buscando a

eliminacdo de enfermidades como essa de seus rebanhos.

Considerando a importancia que a enfermidade possui, principalmente quando se
trata de atividade leiteira; aliado a préticas deficientes e/ou inexistentes de sanidade nas
propriedades, assim como a auséncia de programas de assisténcia técnica especializada; e
ainda a inexisténcia de dados epidemioldgicos suficientes sobre a ocorréncia de BVD na
Regido centro-Leste do Maranhdo, justifica-se a realizacdo do presente trabalho, que teve
como objetivo, conhecer a situagdo da BVD, através de estudo soroepidemioldgico na

populacdo bovina de aptidéo leiteira existente na regiao.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a situacdo da Diarréia Viral Bovina na populacdo bovina de aptidao

leiteira da regional de Codo.

2.2 Objetivos especificos

- Estimar a frequéncia de anticorpos contra o virus da Diarréia Viral Bovina
(BVDV) em rebanhos leiteiros dos municipios que compde a Regional de Codd, no Estado do
Maranh&o;

- Identificar a faixa etaria de bovinos em que mais ocorre a infec¢do pelo BVDV;

- Identificar possiveis fatores de risco associados a enfermidade;

- Realizar o estudo espacial através do georreferenciamento dos rebanhos foco

para diarreia viral bovina.
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3 REVISAO DE LITERATURA

O virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) € um dos principais patdgenos de
bovinos e causa perdas econdmicas significativas para a pecudria bovina em todo o mundo
(BAKER 1995).

O BVDV esta também associado a doenca das mucosas, que evolui com baixa
morbilidade e elevada letalidade, provocando elevadas perdas financeiras devidas a morte dos
animais clinicamente doentes, queda na producdo entre os restantes e elevados custos

veterinarios, nas exploragdes onde ocorre (RIBEIRO e PEREIRA, 2004)
3.1 Historico

A Diarréia Viral Bovina (BVD) teve sua primeira descricdo em 1946, por
Olafson, em Nova York, EUA, desde os primeiros relatos de uma nova enfermidade
aparentemente transmissivel (BROCK, 2004). A principio, parecia haver correlagdo com o
virus da peste bovina, mas testes de soroneutralizacdo provaram ndo existir (MAYR et al
1988). Mais tarde, em 1953, Ramsey & Chivres observaram outro quadro clinico que
lembrava o da diarréia viral, mas que evoluia com pouca contagiosidade e morbidade, mas
com mortalidade bem superior a diarréia viral. Devido a intensas lesdes erosivas e ulcerativas
que apareceram em todo o tubo digestivo, esta doenca foi denominada doenca das mucosas
(BEER, 1999).

Com o passar do tempo, a doenca recebeu varias denominagdes como diarréia a
virus de Nova York, diarréia a virus de Indiana e enfermidade das mucosas, sem suspeitarem
de que era 0 mesmo agente que causava as diferentes manifestacdes clinica-patoldgicas
(GROENS, 2002).

No Brasil, varios relatos clinico-patologicos e sorolégicos tém demonstrado a
presenca da infec¢do no pais desde o final dos anos 60. O primeiro relato foi uma descricao de
doenca gastroentérica, com aspectos clinicos e patolégicos compativeis com a forma cléssica
da infecgdo, a Doenca das Mucosas (CORREA, 1968).

Os primeiros estudos soroldgicos da infeccdo no Brasil datam do inicio da década
de 70, no Rio Grande do Sul (WIZIGMANN et al. 1972). Desde entdo, diversos estudos
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soroldgicos tém sido realizados em vérias regides, demonstrando a ampla distribuicdo da
infeccé@o no rebanho bovino brasileiro (FLORES, 2005).

O BVDYV foi isolado pela primeira vez no Brasil por Vidor em 1974, a partir de
amostras de soro bovino colhidas em abatedouros no Estado do Rio Grande do Sul. Na
Regido Nordeste o virus foi identificado inicialmente no Estado da Bahia por Ribeiro et al.
(1987) que detectaram em uma amostragem de 1618 soros, 14,64% de amostras positivas. Ja
Castro et al. (1993), obtiveram 72,6% de prevaléncia em 288 soros bovinos, oriundos do
Estado do Pernambuco. Foram estudadas 102 amostras de soros bovinos provenientes do
Estado de Sergipe, onde foi estimada uma prevaléncia variando de 58,23% a 71,18% de
animais positivos (MELO et al., 1997).

Oliveira et al. (1996) realizaram o primeiro estudo sobre animais Pl no Brasil,
mostrando uma frequéncia de 1,2%. Posteriormente, Botton et al. (1998) observaram um
indice de 0,75% (BRITO et al., 2010).

3.2 Etiologia

O BVDV pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus, que abriga outros
dois virus antigenicamente relacionados: o virus da Peste Suina Cléssica (Classical swine
fever virus, CSFV) e o virus da Doenga da Fronteira, de ovinos (Border disease virus, BDV)
(HORZINEK, 1991). Essa proximidade filogenética permite a infeccdo cruzada entre as
espécies, 0 que pode comprometer a acuracia dos métodos sorolégicos de diagnostico
(BAKER, 1995; RADOSTITIS ET AL., 2007).

Os virions do BVDV sédo particulas esféricas com aproximadamente 50nm de
didmetro com um envelope firmemente aderido contendo glicopeptideos (NETTLETON et
al., 1995; SCHUCH, 2001; POTGIETER, 2004). O genoma do BVDV consiste uma fita
simples de RNA com polaridade positiva e contém um esqueleto genético que codifica uma
poliproteina de aproximadamente 4000 aminoacidos (BAKER, 1987; POTGIETER, 2004).

O BVDV tem como caracteristica marcante a enorme variabilidade antigénica,
que lhe confere altas frequéncias de mutacfes e recombinacdes geneticas. (DONIS, 1995;
STRAUSS et al, 1996). De acordo com a capacidade de produzir citopatologia em cultivo
celular, os isolados de BVDV podem ser classificados em biotipos citopatico [CP] e néo-

citopatico [NCP]. A grande maioria dos virus de campo sdo NCP; amostras CP sdo isoladas
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quase que exclusivamente de animais acometidos da Doenca das Mucosas [DM], uma forma
clinica severa da infeccdo (BROWNLIE 1990, BAKER 1995).

Dois grupos antigénicos principais ja foram identificados: BVDV tipo 1 e BVDV
tipo 2. Os virus do genotipo BVDV-1 representam a maioria dos virus vacinais e das cepas de
referéncia, enquanto os BVDV-2 foram identificados ha pouco mais de uma década em surtos
de Diarréia Viral Bovina [BVD] aguda severa e doenca hemorragica na América do Norte
(PELLERIN et al. 1994, RIDPATH et al. 1994) entretanto hoje se sabe que a viruléncia e a
patogenicidade do virus independem de seu grupo genotipico (FINO et al., 2012; FLORES et
al., 2005).

Amostras do tipo 2 tém sido identificadas predominantemente nos Estados Unidos
e Canada (CARMAN et al., 1998), com poucos relatos na Europa (WAKELEY et al., 2003) e
no Brasil (CANAL et al., 1998; FLORES et al., 2000).

O BVDV ¢ sensivel a solventes lipidicos como éter e cloroférmio e é inativado
por tratamento com tripsina. O virus é mais estavel na faixa de pH 5,7 a 9,3, com estabilidade
méaxima em pH de 7,4. O virus ¢é facilmente mantido em estado liofilizado ou congelado
(-70° C) por varios anos (HIRSH, et al., 2003).

3.3 Epidemiologia

O BVDV tem distribuicdo mundial e a prevaléncia de anticorpos chega a atingir
70 a 80% dos animais e ate 80% dos rebanhos (FLORES et al., 2005).

A infecgdo natural ocorre em bovinos, e também em ovinos, suinos, caprinos,
ruminantes de vida livre ou de cativeiro (HOUE, 1995; POTGIETER, 2004). Sdo também
susceptiveis coelhos, bufalos, Ihamas e alpacas (BEER, 1999), essas espécies, portanto, sdo
consideradas fontes potenciais de infeccdo (HOUE, 1995), mas seu exato papel na
epidemiologia ainda deve ser esclarecido (POTGIETER, 2004).

O BVDV é altamente infeccioso (LONERAGAN et al., 2005). A prevaléncia da
infeccdo nos rebanhos é alta e nos bovinos acima de um ano de idade 60 a 80% possuem
anticorpos neutralizantes séricos para 0 BVDV. Entretanto, a incidéncia da doenca das
mucosas é baixa (SCHMITZ, 2006).
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A infeccdo fetal entre os dias 90 e 120 de gestagdo frequentemente resultam na
producdo de bezerros imunotolerantes, persistentemente infectados (Pl). Os bezerros Pl
constituem-se no ponto-chave da epidemiologia da infeccdo, pois sdo soronegativos, muitas
vezes saudaveis e eliminam o virus continuamente em secrecdes e excrecdes (GONDIM,
2006).

Os programas de vacinacao e a existéncia de bovinos Pl que excretam o virus séo
responsaveis pelos animais sorologicamente positivos em um rebanho (HOUE, 1995;
RODOSTITS et al., 2002). Portanto, exceto em areas que utilizam vacinacéo, a prevaléncia de
portadores de anticorpos reflete a proporgdo de animais previamente expostos ao BVDV em

algum momento de sua vida (HOUE, 1995).

Rebanhos que contém bovinos Pl tém alta propor¢do de animais soropositivos.
Rebanhos com poucos animais imunes tém mais risco de infeccdo o que aumenta a
suscetibilidade do rebanho ao BVDV e consequentemente a possibilidade de nascimento de
bovinos Pl (POTGIETER, 2004).

Um aspecto epidemioldgico importante dos animais persistentemente infectados é
gue estes sdo, na maioria das vezes, clinicamente normais. O virus estd presente na maioria
dos tecidos, é eliminado intermitentemente e pode ser isolado de qualquer secrecdo e
excrecdo, tais como descarga nasal, saliva, sémen, urina, lagrima e leite (CORIA
EMCCLURKIN, 1978; RADOSTITS e LITTLEJOHNS, 1988; MEYLING et al., 1990).

Os animais nédo vacinados, inadequadamente vacinados ou aqueles cuja situacéo
imune declinou sdo mais suscetiveis a infeccdo e possuem potencial para doenca clinica. Os
animais vacinados podem ser suscetiveis, se 0s isolamentos a campo do virus forem distintos
dos usados na vacina (RADOSTITS et al., 2002).

A transmissdo pode ocorrer de forma vertical e horizontal (HOUE, 1995;
POTIGIETER, 2004). A transmissdo horizontal pode ainda ser direta ou indireta (BAKER,
1987; HOUE, 1995; POTGIETER, 2004).

A doenca também pode ser espalhada pelo contato direto com animais mortos e
através de insetos sugadores (BAILEY, 1987), como também através de agulhas/material

cirargico contaminado e luvas de palpacéo (FLORES, 2003).
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3.4 Patogenia

Dentre os virus que infectam bovinos, 0 BVDV € o que possui a patogenia mais
complexa (DEREGT, 2005). Ao contrario da denominacéo original, relacionada a transtornos
do sistema digestorio, a BVD é caracterizada, principalmente, por alteragdes no sistema
reprodutivo dos bovinos (BROWNLIE, 2005).

A patogenia da infec¢do depende de multiplos fatores acerca das fases pos-natal e
intra-uterina do hospedeiro (Baker 1995, Radostits et al. 2007). O epitélio do trato respiratorio
superior, orofaringe e o tecido linféide regional sdo os sitios primérios de replicacdo viral
apos infeccdo pela via oro-nasal. O virus também possui tropismo pelas células das linhagens
germinativas de ambos 0s sexos, sendo encontrado no sémen e em foliculos ovarianos
(GROOMS, 2004) e por tecidos em constante diviséo, logo as placas de Peyer e o feto sdo os
principais locais de multiplicacdo do BVDV. A viremia ocorre entre trés e 10 dias pos-
infeccdo e o virus pode ser isolado do sangue nesse periodo (BROWNLIE, 2002; FLORES
2007).

O BVDV tem a capacidade de deprimir o sistema imune de bovinos provocando a
deplecdo das células de defesa - linfocitos T e B - e afetando a funcdo macrofagica,
predispondo, assim, o organismo do hospedeiro as infec¢des secundarias (RADOSTITS et al.
2007). O intervalo entre a infeccdo do concepto e a ocorréncia do abortamento pode variar de
10 dias até alguns meses, por isso € comum encontrar abortamentos de fetos edemaciados ou

autolisados Frederiksen et al. (1999).
3.4.1. Infeccdo pbs-natal primaria

Primeiramente o virus se replica na mucosa nasal e posteriormente alcanca altos
titulos nas tonsilas. Em seguida ele se difunde aos linfonodos regionais seguidos de
disseminacdo sanguinea, associado as células (leucdcitos), pelo corpo. A replicacdo viral
normalmente se desenvolve nas tonsilas, timo e ileo. Megacariécitos e linfdcitos constituem
importantes alvos do virus. O BVDV induz necrose dessas células e prejudica a fungédo
daquelas que sobrevivem a infec¢do (POTGIETER, 2004).
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3.4.2. Infeccdo intra-uterina

Os problemas relacionados ao BVDV durante a gestacdo sdo complexos
(EVERMANN et al., 2002) e dependem do momento da infeccdo e da vulnerabilidade do
hospedeiro (GROOMS, 2004; EVERMANN et al., 2002). A variacdo da cepa viral é o meio
pelo qual o virus pode ser mantido em uma populagdo bovina (POTGIETER, 1995;
EVERMANN et al., 2002; GROOMS, 2004). Os fatores do hospedeiro associados com a
infeccdo pelo BVDV sédo o estado imunologico das novilhas no inicio da fase reprodutiva
(NETTLETON et al., 1995; EVERMANN et al., 2002) e a imunodepressao fisioldgica que
ocorre durante a gestacdo (EVERMANN et al., 2002; GROOMS, 2004).

Em vacas prenhes imunocompetentes e nas infecgdes fetais, 0 BVDV pode causar
significativa perda reprodutiva inicial como falha de fertilizagdo, mortalidade embrionéria e
abortamento (RADOSTITS et al., 2002; GROOMS, 2004; PORTGIETER, 2004). A infecgéo
do feto bovino com o bidtipo NCP antes do desenvolvimento da competéncia imunoldgica,
isto é, até 125 dias de gestacdo, pode resultar na geracdo de um animal que apresenta uma
infeccdo persistente, pelo BVDV por toda sua vida. (DEREGT; LOEWEN, 1995; DUBOVI,
1998; GROOMS, 2004).

O BVDV tem importante efeito teratogénico em bovinos e pode suceder infecgédo
transplacentaria durante o segundo trimestre de gestacdo (entre 100 e 150 dias) (BROWN et
al., 1974; POTGIETER, 2004). Este periodo de desenvolvimento fetal corresponde ao estagio
final da organogénese e desenvolvimento do sistema imune fetal (BAKER, 1987,
NETTLETON et al., 1995; GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004). A infeccdo neste periodo
resulta em destruigdo das células tronco, resultando em defeitos congénitos (BAKER, 1987).

Infec¢bes transplacentérias pelo BVDV durante o terceiro trimestre de prenhez em
bovinos geralmente ndo resultam em doenca fetal e sdo analogas as infecgdes primarias pos-
natais (MOENNIG et al., 1995; POTGIETER, 2004). Nesse estagio os fetos montam uma
resposta imune relativamente normal e freqlientemente nascem com anticorpos circulantes
para o virus (STOKSTAD et al., 2002; GROOMS, 2004; POTGIETER, 2004).

3.4.3. Animais Persistentemente infectados (PI)

Este fato foi descrito pela primeira vez em um touro aparentemente saudavel

(Coria & McClurkin, 1978), e posteriormente reproduzido experimentalmente (Liess et al.,
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1984; McClurkin et al., 1984). Embora o exato mecanismo da imunotoleréncia ndo esteja
esclarecido, é sabido que a circulagcdo do virus durante o periodo gestacional em que a
imunocompeténcia esteja se desenvolvendo (90 a 120 dias) € um pré-requisito para a
persisténcia. Proteinas virais sdo reconhecidas como antigenos proprios, gerando selecdo
negativa de linfdcitos B e T especificos para BVDV durante sua formagdo, o que resulta em
auséncia de anticorpos contra o virus persistente. Ndo estd claro o exato estgio do
desenvolvimento fetal em que a infeccdo deve ocorrer para causar imunotolerancia, mas sob
condicdes experimentais a persisténcia ocorreu em 86% e 100% dos bezerros nascidos de
vacas infectadas com BVDV no 18° e 30° dia de gestagéo, respectivamente (Kirkland et al.,
1993). Em outros estudos a infec¢do persistente foi induzida em 100% dos fetos originados de
matrizes desafiadas aos 75 dias de gestacdo (Brock & Chase, 2000; Brock & Cortese, 2001;
Cortese et al., 1998). A infeccdo persistente € rara se a infeccdo fetal ocorrer ap6s o 100° dia,

mas ja foi relatada ap6s infeccdo no dia 125 de gestacdo (Baker, 1995).

A infeccdo persistente pode ser estabelecida tanto pelo BVDV 1 quanto pelo
BVDV 2 (LIEBLER-TENORIO, 2005) e esta associada somente ao bidtipo NCP do BVDV,
porém € especifica para a estirpe infectante. Embora sejam imunotolerantes ao BVDV, o0s
animais Pl sdo imunocompetentes a outros antigenos (BROCK, 1995) e desenvolvem resposta
imunoldgica contra as estirpes heter6logas do BVDV (BAKER, 1995). A imunotolerancia é o
mecanismo pelo qual o BVDV mantém-se nos rebanhos por transmissdo direta e indireta
(BROCK, 2003). Num rebanho infectado pelo BVDV, existem duas potenciais fontes de
infeccdo: o bovino Pl e o bovino que estd na fase aguda da enfermidade, denominado
transitoriamente infectado (TI) (HOUE, 1994; LINDBERG & HOUE, 2005). No aspecto
epidemioldgico, os bovinos Pl sdo considerados a principal fonte de infeccdo, porque
eliminam por toda sua vida uma grande quantidade de virus em secrecles e excrecBes
(HOUE, 1995). O BVDV esta amplamente distribuido por todos os 6rgdos corporais do
animal Pl e por isso sdo liberadas constantemente grandes quantidades do virus no meio
ambiente (BROWNLIE, 1990).

3.4.4. Doenga das mucosas

Acomete, exclusivamente, animais Pl imunotolerantes ao bi6tipo NCP de BVDV,
que sofrem uma superinfec¢cdo com uma estirpe homdloga do biétipo CP do virus. O virus CP
é, geralmente, originado a partir de muta¢des ou recombinagfes genéticas do biotipo NCP do

proprio animal, no entanto, fontes virais externas, como a aplicacdo de vacinas vivas
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modificadas ou infeccdo com o virus CP decorrente da transmissdo por outros animais,
também podem resultar na manifestacdo da doenca (BAKER 1995, FLORES et al. 2005,
FLORES 2007, RADOSTITS et al. 2007).

A mutacgdo responsavel por converter o bidtipo do virus residente no animal Pl
ndo afeta a antigenicidade, assim o novo bi6tipo ndo é combatido pelo sistema imune
(POTGIETER, 2004). Uma hipotese é que o BVDV citopatico se espalha pelo hospedeiro,
causando, entre outras lesdes, a deplecdo progressiva do tecido linfoide associado ao intestino
e necrose de sua mucosa sobrejacente. Inicialmente o virus citopatico & mais encontrado nas
tonsilas, linfonodos, placas de Peyer e nodulos linfaticos do intestino grosso e posteriormente,
uma distribuicdo difusa do virus pelo epitélio intestinal parece corresponder ao advento da
doenca clinica (LIEBLER-TENORIO et al., 1997; LOPEZ et al., 1993).

3.5 Sinais clinicos

O periodo de incubacdo da BVD € de aproximadamente 5 a 7 dias, e a viremia é
detectada nas primeiras 24 horas apés a infeccdo, podendo persistir por até 15 dias (BAKER,
1995).

A manifestacdo clinica apds a infeccdo pelo BVDV ¢é dependente de multiplos fatores:
agentes, hospedeiro e ambiente. Entre os fatores do hospedeiro estdo a imunocompeténcia e a
imunotolerancia ao BVDV, estado imune (passivo pelos anticorpos colostrais ou ativo pela
exposicdo ao BVDV ou vacinacdo), gestacdes nas fémeas, idade gestacional do feto no
momento da infecgdo, nivel de estresse ambiental no momento da infec¢do e concorréncia
com outros patégenos (RADOSTITS et al., 2002; BOLIN et al., 2004).

O BVDV esté relacionado a um complexo de sindromes que afetam os sistemas
reprodutivo, respiratorio, digestorio, circulatério, imunoldgico, linfatico, musculoesquelético
e o sistema nervoso central, sendo denominado como um patogeno que apresenta muitas faces
(BROCK, 2004).

Tradicionalmente, as manifestacfes da infeccdo pelo BVDV sdo apresentadas em
trés categorias: infeccdo pds-natal ou BVD, infeccdo fetal e doenca das mucosas
(BIELEFELDTOHMANN, 1995; POTGIETER, 2004).
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3.5.1. Infeccdo aguda pos-natal em animal imunocompetente e ndo gestante

Em bovinos imunocompetentes e ndo prenhes a enfermidade é, de modo geral,
assintomatica ou subclinica, de carater autolimitante, que cursa com quadros de depresséo,
febre, inapeténcia, diarréia leve e leucopenia transitoria (BAKER 1995, RADOSTITS et al.
2007). Em vacas de leite, a diminuicdo da producéo leiteira tem sido associada a infeccOes
subclinicas (Evermann & Barrington, 2005).

A infeccdo clinica aguda pelo BVDV é frequentemente definida pela doenca
clinica que ocorre em bovinos imunocompetentes que ndo sd&o Pl. (EVERMANN &
BARRINGTON, 2005; LIEBLER-TENORIO, 2005). Esta sindrome ocorre geralmente em
bovinos com idades compreendidas entre 6 a 24 meses (EVERMANN & BARRINGTON,
2005; GROOMS et al, 2006) . Os sinais clinicos mais evidentes sdo febre transitoria,
depressdo, anorexia, descargas Oculo-nasais, salivacdo, diarréia aquosa e, ocasionalmente,
erosdes e ulceracdes orais (POTGIETER, 2004). Devido a sua capacidade imunodepressora
podem ser observados problemas entéricos e/ou respiratorios (PEDRIZET et al., 1987).
Poderdo estar presentes erosdes epiteliais no espaco interdigital, bordo coronério, tetos e
vulva (EVERMANN & BARRINGTON, 2005). A viremia pode persistir por até 15 dias,
periodo este em que o virus € eliminado em pequenas quantidades.(GROOMS et al, 2006).
Contudo, a duracdo dos sinais clinicos € variavel e depende da duracdo da viremia, viruléncia
do virus infectante, presenca de infeccGes secundérias e capacidade regenerativa dos tecidos
afetados (EVERMANN & BARRINGTON, 2005).

3.5.2. Infeccdo intrauterina (congénita)

Quando a infeccdo ocorre em fémeas gestantes o feto pode ser afetado. Podemos
entdo observar falhas reprodutivas, baixa taxa de concepcdo, nascimento de animais com
defeitos congénitos, nascimento de bezerro com peso corporal inferior a média da raca e
fracos, atrasos de crescimento, abortamento, mortalidade neonatal e mumificagdo fetal
(DUBOVI, 1994; TREMBLEY, 1996).

As consequéncias da infeccdo fetal normalmente sdo observadas desde vérias
semanas a varios meses depois da infeccdo materna e sdo determinadas pela fase da gestacao
em que a fémea é infectada, biotipo (CP/NCP) e pela estirpe do virus (FLORES ET AL.,
2005; GONDIM, 2006; LIEBLER-TENORIO, 2005)
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A infeccdo pelo BVDV no periodo entre 37 a 99 dias de gestacdo leva
frequentemente ao aborto, podendo causar também mumificacdo fetal e nascimento de
natimortos (CASARO et al., 1971; MEYLING et al., 1987; SCOTT et al., 1973;
McCLURKIN et al., 1984; BROWNLIE et al., 1973).

Macroscopicamente, observa-se esplenomegalia, hepatomegalia, linfadenopatia e
lesbes necrosantes no miocardio e pulmdes. Os achados histoldgicos caracterizam-se por
infiltrado mononuclear no miocéardio, baco, linfonodos e na regido periportal do figado
(Potgieter 2004).

Matrizes infectadas entre 40 e 120 dias de gestacdo, em geral, ddo origem a
bezerros persistentemente infectados (Pl), visto que durante o referido periodo o sistema
imunolégico fetal estd em formacdo e sé estara concluido por volta do 125° dia gestacional.
Consequentemente ocorre uma incorporacdo errénea das proteinas viras como sendo proprias
do organismo e o sistema imune do hospedeiro ndo forma anticorpos contra BVDV, tornando
os animais infectados imunotolerantes ao virus infectante. Estes animais, apesar de serem
soronegativos, sdo portadores e eliminam o virus continuamente em secregdes e excrecdes
sendo considerados a principal fonte de novas infeccdes (BAKER, 1995; POTGIETER, 2004;
FLORES, 2007; RADOSTITS et al. 2007; BROWNLIE, 1990; BAKER, 1995).

A maioria dos bezerros Pl nasce fraca e debilitada, em geral com o aparecimento
de problemas respiratdrios, apresentam crescimento retardado, malformagdes congénitas e
morrem no primeiro ano de vida. Contudo, existem diversos relatos de animais nessa
condicdo que sobrevive até a idade adulta e sdo capazes de se reproduzir, gerando progénies
P1 (Flores 2007).

A infeccdo do feto entre 100 e 150 dias de gestacdo resulta em uma ampla
variedade de anomalias congénitas, especialmente, no que se refere a problemas no sistema
nervoso, ja que este periodo corresponde ao estagio final de sua organogénese. Os problemas
encontrados com mais freqliiéncia sdo hipoplasia cerebelar, hidrocefalia, microcefalia,
mielinizagdo deficiente da medula espinhal, atrofia ou displasia da retina, microftalmia,
catarata, além de hipoplasia timica, hipotricose, barquignatismo e artrogripose (Flores 2007;
Radostits et al. 2007).
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Apos os 150 dias de gestacdo o feto esta geralmente apto a desenvolver uma
resposta imunolégica eficaz, sendo capaz de responder a infeccdo e eventualmente eliminar
completamente o virus. (CASARO et al., 1971; BROWN et al., 1979). O animal nasce
soropositivo, mas livre do virus. Para detectar este tipo de infeccdo, o soro deve ser colhido
antes da ingestdo do colostro. Estes vitelos sdo normais ao nascimento e tém anticorpos
neutralizantes pre-colostrais contra 0 BVDV.(BROCK, 2004, GROOMS, 2006; OIE, 2008)

3.5.3 Doenca das mucosas

A Doenca das mucosas (DM) geralmente é esporadica acometendo,
principalmente, animais de 6 a 24 meses de idade. A taxa de morbidade é baixa (menos de
5%), mas surtos afetando uma porcentagem relativamente alta de animais, ja foram relatados.
A taxa de letalidade € préxima de 100% em diferentes faixas etarias (POTGIETER, 2004).

Os animais acometidos ficam deprimidos, anoréxicos e com sialorréia.
Caracteriza-se ainda por hipertermia, sendo comum taquicardia e polipnéia (POTGIETER,
1995).

Existem duas formas de DM, a aguda e a crbnica, que tem um curso mais
prolongado (POTGIETER, 2004). A forma aguda da doenca caracteriza-se por um periodo de
incubacdo de 10 a 14 dias seguido de febre, anorexia, taquicardia, polipnéia, erosées na
mucosa oral e nas narinas, desidratacdo e diarréia aquosa profusa, que pode ser acompanhada
com estrias de sangue, coagulos de fibrina e odor fétido. Corrimento nasal e ocular, opacidade
de cornea, sialorréia, reducdo da ruminacdo, timpanismo também sdo observados em animais
doentes. Os bovinos infectados geralmente morrem dentro de poucos dias ap6s o inicio da
sintomatologia clinica (GROOMS, 2004; FLORES, 2007; RADOSTITS et al. 2007).

Os sinais clinicos da DM cronica sdo semelhantes aos da forma aguda, porém
menos severos e seu curso é prolongado (até 18 meses). A DM geralmente afeta um ou
poucos animais, e ocorre somente em animais Pl. Nesssa forma da doenca podem ser
detectados os dois biotipos do virus, o citopatogénico e 0 ndo citopatogénico. Ja a BVD
aguda, pelo BVD-2, geralmente acomete varios animais do rebanho, e nesse caso apenas a
cepa NCP ¢ detectada. Logo, o isolamento da cepa CP pode ser considerado um marcador da
DM (FLORES, 2003).
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A doenca é caracterizada por anorexia, emaciagao progressiva, descargas oculo-
nasais e diarreia continua ou intermitente. Um inchaco crénico pode ser uma caracteristica.
Lesdes de pele sdo comuns nos animais afetados cronicamente e normalmente se manifestam
por areas de alopecia e hipergqueratose ou eczema na regido do pescoco, erosdes cronicas na
regido perineal, vulva, abertura prepucial, juncdo da pele com o chifre, fendas interdigitais,
taldes e paradigitos. Anemia, neutropenia e linfopenia geralmente estdo presentes e as
infeccdes secundarias sdo comuns (POTGIETER, 2004).

3.6 Diagnostico

O diagnéstico clinico de BVD ¢ feito com base na identificacdo da sintomatologia
clinica e nos achados patol6gicos caracteristicos da doenca, porém devido a diversidade de
manifestacdes sintomatolégicas, o diagndstico definitivo sé pode ser realizado com o auxilio
de testes laboratoriais (FINO et al, 2012).

Vérios métodos podem ser empregados no diagnostico da BVD, dentre eles o
isolamento viral, virus neutralizacdo, o ensaio imunoenzimatico (EIE) e a reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) (BROCK, 1995). Outras provas sorolégicas também podem ser utilizadas
como a fixacdo do complemento, imunofluorescéncia indireta e imunofluorescéncia
anticomplemento (BARON et al., 1994).

O material a ser remetido depende da historia clinica e do rebanho, se houver ou
ndo a suspeita de infeccdes persistentes ou agudas, e a historia de vacinacdo, necessaria para
interpretar a sorologia (RADOSTITS et al., 2002).

Segundo Cornish et al ( 2005), a bidpsia de tecido cutaneo (orelha) fixada em
formol é considerado material de escolha para diagnostico do BVDV pela IHQ, sendo um
método meticuloso e efetivo para deteccdo de bovinos infectados pelo BVDV, e eficiente
técnica para diagnostico de animais Pl. Além de efetiva a técnica permite testar um grande

namero de bovinos, com rapidez e com tecido de facil coleta.

Para Pilz et al. (2007), a técnica de RT-PCR em pools de soros sanguineos para o
diagnostico da infeccdo aguda e de animais persistentemente infectados pelo virus da diarréia
viral bovina possibilitou reducdo consideravel tanto no custo do diagndstico quanto no tempo

necessario para a conclusdo dos resultados.
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Embora a técnica padrdo para o diagnostico soroldgico da infec¢do pelo BVDV
seja a SN, outras técnicas tém sido avaliadas e utilizadas no pais. Canal et al. (1998) relataram
o0 desenvolvimento e a padronizagdo de um teste ELISA para deteccdo de anticorpos contra o
BVDV. O teste utiliza antigenos recombinantes produzidos em baculovirus e demonstrou
sensibilidade de 97,6 % e especificidade de 99,4 % quando comparado com a SN. Paredes et
al. (1999) avaliaram a capacidade de um teste de soroneutralizacdo de diferenciar a resposta

soroldgica entre os diferentes pestivirus.

Kreutz et al. (2000) produziram dois anticorpos monoclonais (mAbs) contra
antigenos de um isolado brasileiro de BVDV-1. Os mAbs foram capazes de reconhecer
antigenos de mais de 50 isolados de campo de BVDV-1 e BVDV-2 em testes de

imunofluorescéncia, demonstrando ser adequados para uso em diagnostico.

Andrade et al. (2002) padronizaram a técnica de imunoperoxidase em

monocamada de células para o diagnostico do BVDV.

O isolamento viral é o teste diagnostico de exceléncia e 0 método recomendado
pela OIE em casos comércio internacional (OIE 2009). Para possibilitar uma boa
confiabilidade do teste, as amostras devem ser coletadas de maneira asseptica e conservadas
sob refrigeracdo, sendo que o material de escolha para envio deve ser fragmentos do figado ou
baco, mucosa do intestino delgado, linfonodos, sangue total ou soro e sémen. Como o
isolamento viral requer mais tempo para ser realizado, métodos diagndsticos como a imuno-
histoquimica e ELISA estdo adquirindo importancia por serem mais baratos, rapidos e

apresentarem boa sensibilidade (FINO et al, 2012).

3.6.1. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Esta técnica descrita por Engval e Perlmann (1971), espressa pela sigla ELISA
(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) é utilizada para a detec¢do de pequenas quantidades
de antigenos/anticorpos, que geralmente ndo sdo detectaveis pelos métodos convencionais.
Apresenta como caracteristica a alta sensibilidade e especificidade, e rapidez na sua execucao.
Isso permite o estudo de grandes populaces em curto espaco de tempo, e em laboratérios de
rotina (DINTER, 1989).
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A identificacdo de antigenos/anticorpos é baseada em reacéo enzima-substrato que
produz mudanca de cor. A leitura espectrofotométrica evita resultados subjetivos (DUBOVI,
1990). Demonstra boa concordancia com os procedimentos de isolamento viral
convencionais, sendo adequado para testes de atestado e diagndstico de rotina (RADOSTITS
et al., 2002). Tem como principal vantagem o fato de testar um grande nimero de amostras
em poucco espaco de tempo. Porém, o ELISA também deve ser realizado em amostras
bioldgicas (soro sangiineo, plasma ou sangue total) individuais, 0 que aumenta o custo final
do diagnostico, podendo inclusive inviabilizar o seu uso em situacfes de rebanhos onde
muitos animais devem ser avaliados (ROSSMANITH et al., 2001).

3.7 Impactos econémicos

As estimativas das perdas econdmicas devido a infeccdo de BVDV séo complexas
e variam consoante o estado imunitario do rebanho, o estado de gestacdo das fémeas no

momento da infecgdo e a viruléncia da estirpe infectante (HOUE, 1999).

O impacto da infecgdo pelo BVDV em rebanhos leiteiros é rapidamente percebido
pela reducdo da producdo leiteira e pelo aumento da ocorréncia de infec¢bes secundarias ou
oportunistas (BROCK, 2004; KOZASA et al., 2005). As perdas devido a varias formas da
infeccdo pelo BVDV incluem diminuicdo da producdo de leite, diminuicdo da taxa de
concepcao, desordens respiratorias, entre outras (CANARIO et al., 2009).

A diminuicdo da producéo leiteira causa perdas na ordem dos 10,7 euros por 1000
litros de leite em infecgdes médias e 19 euros por 1000 litros de leite em infecgdes graves
(FOURICHON, et al, 2005).

Atualmente, as perdas reprodutivas sdo as consequéncias economicamente mais
importantes associadas a infeccdo pelo BVDV (GROOMS, 2006). Assim, as perdas
econbmicas causadas pela introducdo do BVDV em exploracdes de fémeas gestantes
susceptiveis sdo devidas aos abortos, defeitos congénitos, nati-mortos, aumento da
mortalidade neonatal, crescimento retardado, performance reprodutiva suboptimizada devido
a infertilidade, mortes provocadas pela MD e pela eliminacdo precoce de animais PI.
(RADOSTITS, 2000).

Nas vacarias de leite, em casos de surtos, 0s custos podem ascender aos

96€/vaca/ano. Por sua vez, nas exploragdes de carne as perdas podem atingir os 58€/ano/vaca
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(GUNN et al, 2004). Contudo, uma fase de grandes perdas pode ocorrer quando se deixa as
novilhas atingirem a idade de reprodugdo sem serem expostas & infeccdo ou vacinacdo
(RADOSTITS, 2000).

De uma forma geral, as perdas em exploragdes gravemente afetadas, em niveis
nacionais, variam entre os 10 e 40 milhGes de ddlares (7,1 e 28,4 milhdes de euros) por
exploracdo (HOUE, 1999; HOUE, 2003). Contudo, na maioria dos casos, os custos calculados
apenas incluem as perdas diretas, como os abortos e a morte dos animais, nao sendo incluidos
os efeitos indiretos, como é o caso da diminuicéo da fertilidade em vacas e a imunossupressao

em vitelos, aumentando do risco de adquirir outras doencas (GUNN, 2005, HOUE, 2003).
3.8 Situacdo da Diarréia Viral Bovina no Mundo

O BVDV tem distribuicdo mundial e a prevaléncia de anticorpos chega a atingir
70 a 80% dos animais e até 80% dos rebanhos na América do Norte e em alguns paises
europeus. Nesses paises, que sdo livres de Febre Aftosa, 0 BVDV ¢é considerado o agente viral
mais importante de bovinos e tem sido alvo de numerosos estudos e de programas de controle
e/ou erradicacdo durante décadas. (FLORES, 2005)

No Uruguai, no ano de 1982, em estudo soroldgico realizado com 71 amostras de
casos suspeitos de BVD detectou 66% das amostras positivas. Da mesma forma, em 1996, um
outro estudo utilizando a técnica de ELISA para deteccdo de anticorpos no soro e no leite,
mostrou uma prevaléncia de 65% (MAISONNAVE, 1998).

Farhad Safarpoor Dehkordi (2011) demonstrou uma elevada presenca do
patégeno no Ird ao analisar fetos abortados de bovinos, ovinos, caprinos, bufalos e camelos.
De um total de 2.173 fetos abortados, 347 (15,96%) mostraram-se positivos para a presenca
de virus da diarréia viral bovina utilizando a técnica de ELISA e 402 (18,49%) pela utilizacdo
do RT-PCR. Os resultados também demonstraram que a técnica do RT-PCR ¢
consideravelmente mais rapida e precisa que a técnica de ELISA para a identificagdo do
BVDV.

Estudos demonstram que ambas as cepas de BVDV, tipo 1 e tipo 2, estdo
circulando no continente Europeu, podendo a prevaléncia variar consideravelmente em
diferentes paises, de 70 a 100%, mas podendo também ser menor que 40% (HOUE, 1995;
PATON, 1995; HAMERS et al., 2002).
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3.9 Situacdo da Diarréia Viral Bovina no Brasil

A infeccdo e as enfermidades associadas ao BVDV tém sido descritas no Brasil
desde os anos 60. Diversos relatos soroldgicos, clinico-patologicos e de isolamento do agente

demonstram a ampla disseminacgéo da infecc¢éo no rebanho bovino brasileiro.(FLORES, 2005)

Estudo soroldgico realizado por Chaves et al (2010) na regido amazodnica
maranhense revelou que 61,5% (n=246) das amostras analisadas apresentaram anticorpos
contra 0 BVDV. Sendo que a regional de Acailandia obteve frequéncia de 80% (n=96) e a de
Imperatriz 53,5% (n=150) de animais reagentes. Das 40 propriedades amostradas, 95%
(n=38) apresentaram pelo menos um animal reagente ao BVDV, indicando que a infec¢do

estd amplamente distribuida na regido estudada.

Em inquérito soroldgico realizado por Quincozes, C. G. et al. (2007) sobre a
infeccdo pelo BVDV no Rio Grande do Sul, 1.150 (66,32%) das 1.734 amostras analisadas
foram positivas, indicando que a infecgdo ocorre com alta frequéncia nos rebanhos bovinos
dos municipios de Santa Vitéria do Palmar e Chui. Em 70 (82,35%) das 85 propriedades
avaliadas foram encontrados animais reagentes. As taxas de positividade por propriedade
variaram de 14,29% a 100%. Dentre os fatores de risco por eles avaliados, exploracdo mista,
criacdo extensiva, realizagdo de ordenha mecanica, uso de inseminagdo artificial ou de
inseminacdo artificial associada a monta natural, uso de piquete de paricdo e auséncia de
assisténcia veterinaria, apresentaram significancia estatistica (P<0,05) associada a

soropositividade.

Dias et al (2010) pesquisando amostras de sangues de bezerros com idade entre 6
e 12 meses em 26 rebanhos bovinos, ndo vacinados contra o BVDV, localizados nos Estados
de Minas Gerais e Sdo Paulo, encontrou apenas dois animais persistentemente infectados (PI)
pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) a partir de amostras obtidas nas colheitas pareadas
provenientes de um rebanho localizado no Estado de Minas Gerais.

Lazzari et al.(2008) analisando amostras de soro sanguineo em trés tipos de
sistema de exploracdo de bovinos diferentes (exploracgéo leiteira, tecnificado e com animais de
alto valor zootécnico; rebanho 2, de aptiddo mista para producdo de leite e carne, com
tecnificacdo e caracteristicas zootécnicas medianas; e rebanho 3, de bovinos de corte com

regime extensivo, pouco tecnificado e constituido de animais com baixo valor zootécnico),
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pela técnica da virusneutralizagdo, em propriedades leiteiras localizadas nas regides sul do
Estado de Minas Gerais e nordeste do Estado de Sdo Paulo encontraram 57% de animais
reagentes. Em todas as propriedades foram encontrados animais positivos demonstrando que a
infeccdo pelo BVDV pode ser encontrada em qualquer tipo de rebanho, no entanto, as
maiores ocorréncias foram encontradas nos rebanhos mais simples e nas propriedades menos
tecnificadas (97,14%).

Estudando a prevaléncia de anticorpos para o virus da diarréia viral bovina
(BVDV), em 207 amostras de soro de bovinos do entorno de Goiania, Guimardes et al.
(2001) encontraram 47,83% de bovinos positivos atraves do ensaio imunoenzimatico (EIE) e
52,17% pela soroneutralizacdo (SN). Considerando a reatividade dos soros em uma ou ambas
as técnicas, a prevaléncia de anticorpos na regido foi de 54,11%. Verificaram ainda que para
0s animais examinados, o indice de soropositividade para BVD, por propriedade, variou de
7,4% a 100%. Essa variacdo ocorreu tanto nas fazendas onde houve aquisi¢do recente de
animais, como naquelas que ndo receberam novos bovinos hd mais de um ano. Isto mostra
que a fonte de infeccdo, provavelmente, esteja dentro das proprias fazendas e ndo oriunda de

animais recém-adquiridos.

Realizando o teste de soroneutralizacdo em 3.533 amostras de soro sanguineo de
bovinos do Estado de Goias, Brito et al (2010) obtiveram uma prevaléncia para 0 BVDV, em
animais né@o vacinados, de 64,0% (784 amostras de soro) e de 88,3% nas propriedades. Dos
municipios estudados, 226 (97,4%) apresentaram, pelo menos, um animal/rebanho
soropositivo. Adicionalmente, em 960 amostras soronegativas para anticorpos contra o
BVDV, foi realizada pesquisa do antigeno viral, visando estimar a frequéncia de animais
persistentemente infectados (PI). A presenca do antigeno viral foi detectada em quatro (0,4%)
das amostras analisadas. Dentre os fatores de risco estudados, apenas a idade mostrou-se

associada a soropositividade nos animais.

Pilz et al (2007), utilizando a técnica da RT-PCR para detec¢do do genoma do
BVDV em pools de soros sanguineos provenientes de um rebanho da regido dos Campos
Gerais do estado do Parana, constituido por 226 animais, que apresentava distlrbios da
reproducéo, detectaram 11 vacas lactantes e 12 bezerros em amamentacdo positivos. Dentre
estes, cinco bezerros persistentemente infectados (PI). Neste estudo, a utilizacdo da RT-PCR
em pools de soros sanguineos demonstrou ser uma estratégia rapida de diagnostico etioldgico

e de baixo custo tanto para a deteccéo de infec¢do aguda quanto de animais P1.
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A infecgdo pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) também foi avaliada por
Dezen et al (2013) utilizando a técnica RT-PCR em soro sanguineo , em um rebanho bovino
leiteiro de alta producdo com historico de problemas reprodutivos e de vacinacdo regular
contra 0 BVDV. Os pesquisadores identificaram 27 animais transitoriamente infectados e trés
animais persistentemente infectados (Pl). Também verificaram aumentos nos titulos de
anticorpos neutralizantes em um periodo de quatro meses, indicando infeccdo ativa no reba-
nho. De acordo com os autores, a circulacdo viral no rebanho avaliado foi responsavel pela
expressao de sinais clinicos da esfera reprodutiva em animais com baixo titulo de anticorpos e
consequente falha na protegdo fetal assim, demonstraram também que o controle da infecgéo
pelo BVDV apenas por meio da vacinagdo regular em rebanhos com animais Pl pode ndo ser

eficaz na profilaxia dessa virose.

Na bacia leiteira de Imperatriz — MA, Fonseca (2011) detectou anticorpos contra o
BVDV em 67,14% das 280 amostras individuais de leite testadas pela técnica de ELISA e
100% das 28 amostras coletivas. Ressaltando que em cada propriedade estudada foram

encontrados pelo menos quatro animais reagentes.

Ja os resultados encontrados por Costa (2009), utilizando o método do ensaio
imunoenzimatico direto (ELISA), em bovinos leiteiros da mesma regido (Bacia leiteira de
Imperatriz), vao de encontro ao trabalho de Fonseca (2009), ao descrever uma frequéncia de
6,66% de animais positivos nos municipios de Lageado Novo, Séo Jodo do Paraiso e Porto

Franco.

Sousa (2009) utilizando a técnica de ELISA indireto para estimar a frequéncia de
anticorpos contra 0 BVDV e o BoHV-1 na bacia leiteira da llha de S&o Luis, verificou
positividade em 67,3% (n=105) das amostras de sangue coletadas de fémeas bovinas para o
BVDV e em 67,5% para 0 BoHV-1. Dentre os municipios estudados, as frequéncias para o
BVDV foram de 46,15% (n=18) em Paco do Lumiar, 67,5% (n=27) em S&o Luis, 70% (n=28)
em Sdo José de Ribamar e 86,48% (n=32) no municipio de Raposa. A maior frequéncia foi

encontrada nos animais da faixa etaria entre trés e sete anos (39,74%).
3.10 Tratamento

N&o h& nenhum tratamento eficaz para a infeccdo por BVDV, mas alguns casos
sdo subclinicos e auto-limitantes. A prevencéo e controle da doenca é a forma mais eficaz de

erradicar e impedir a reinfeccdo na exploracdo. Os programas de controle englobam medidas
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de biosseguranca e de vigilancia estritas, com identificacdo e eliminacdo de animais Pl e, em
alguns casos, efetua-se adicionalmente a vacinagdo do efetivo contra o agente, com vacinas
vivas modificadas ou vacinas inativadas, fornecendo algum grau de imunidade aos animais.
Estdo a ser desenvolvidos esforcos para aumentar a protecdo fetal através da vacinacéo
(CANARIO, 2009).

3.11 Controle e prevencgao

O controle da BVDV consiste de alguns pontos importantes, dentre eles:
diagnostico definitivo da doenca, terapia medica especifica e medicina preventiva (manejo e
vacinacdo) (REBHUN, 2000), além de controle rigido de trénsito de animais na fazenda, da
qualidade do sémen utilizado na fazenda (livre de patdgenos) e monitoramento por
sorodiagnostico (DEL FAVA et al., 2003).

O monitoramento das propriedades deve ser realizado periodicamente, utilizando-
se de testes laboratoriais que permitam demonstrar a continua auséncia da circulacdo viral ou
detectar precocemente a sua entrada, caso as medidas preventivas ndo sejam completamente
eficazes (PACHECO, 2010).

Caso haja evidéncia da presenga do virus, todo o rebanho deve ser rastreado
buscando-se eliminar os animais Pl e posteriormente implantar programas de vacina¢do. Caso
o0 rebanho ndo tenha tido contato com o virus pode se optar por ndo vacinar e enfatizar as
medidas de biosseguranca, como uma quarentena minima de 30 dias e testes em animais
introduzidos, evitar contato com animais ou fomites de outros rebanhos, e certificar-se que
doadores de sémen e embrides sejam livres do virus, assim como os meios de diluicdo ou
transporte desses produtos (POTGIETER, 2004, apud FARIA, 2013).

Segundo Garoussi (2007), o sémen é um importante veiculo de disseminac¢&o viral
e responsavel pela diminuicdo das taxas de fertilizacdo quando positivo para BVDV,
consequentemente faz-se necessario o controle do status sanitario deste. Todos 0s animais so-

ropositivos devem ser separados do restante e eliminados o mais breve possivel.

De acordo com Radostits et al. 2007, uma importante estratégia para o controle da
BVD é a vacinacdo de fémeas algumas semanas antes do inicio da estagdo de monta, dessa
maneira haveria tempo habil para a formagdo de uma resposta imune consistente com

producéo de anticorpos.
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3.11.1 Vacinas

A vacinacgdo contra 0 BVDV tem sido utilizada com relativo sucesso para proteger
animais da enfermidade clinica, reduzir a circulagdo de virus e para tentar impedir a infeccéo

fetal e a consequente producéo de bezerros Pl (Dubovi 1992).

Apbs o reconhecimento da importancia da infeccdo pelo BVDV para a pecuaria
bovina, vacinas atenuadas e inativadas foram desenvolvidas e passaram a ser utilizadas para
reduzir a gravidade da doenca clinica e as perdas econémicas. No entanto, a grande
variabilidade antigénica dos isolados de campo sempre representou um obstaculo para a
obtencdo de protecdo cruzada contra 0 amplo espectro dos isolados (DUBOVI, 1992; VAN
OIRSCHOT et al., 1999).

Mais de 150 vacinas, contendo o BVDV atenuado (vacinas vivas modificadas) ou
inativado ja foram licenciadas nos Estados Unidos. O uso de vacinas contra o0 BVDV no
Brasil ainda € incipiente e é realizado de forma irregular nas diferentes regides e sistemas de

producao.

Em regiBes onde a BVD é endémica, a vacinacgdo de rebanhos livres é altamente
recomendada, pois diminui a possibilidade de surtos da doenca que provocam sérias perdas
econémicas para o produtor. De modo geral, preconiza-se a vacinagdo para rebanhos com
sorologia positiva e/ou historico de doenca clinica ou reprodutiva compativel ou que ja
tenham comprovada circulacdo viral. Adicionalmente, esta pratica também € indicada em
criagdes com alta rotatividade de animais, propriedades onde s&o reunidos animais de
diferentes procedéncias (confinamento e terminagéo de novilhos, por exemplo) ou que tenham

constante anexacgdo de animais como em rebanhos leiteiros (FLORES, 2003).

No Brasil, somente vacinas inativadas com adjuvantes oleosos ou hidroxido de
aluminio estao disponiveis para a imunizacdo contra BVDV. A grande vantagem desse tipo de
imundgeno é a seguranca de administracdo que ele propicia, principalmente no tocante a
vacinacdo de animais prenhes, por ndo promoverem a infeccao fetal a partir de virus vacinal e
ndo apresentar reversdo de viruléncia. Geralmente, essas vacinas sdo associadas a vacinas
para outros agentes infecciosos como o herpesvirus bovino-1, virus da Parainfluenza-3 e virus

respiratorio sincicial (BRSV). Vacinas inativadas geralmente induzem resposta soroldgica
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moderada e de curta duragdo. Por isso, para uma resposta adequada sdo aconselhadas
revacinaces periodicas (FLORES, 2003).

Outro ponto que merece destaque € a formulacdo das vacinas comercializadas no
pais, que tém como base cepas virais norte-americanas ou européias de BVDV tipo 1,
antigenicamente diferentes das estirpes circulantes no territorio brasileiro. A tendéncia atual é
que o genotipo 2 seja incluido nas formulagdes vacinais visando mitigar as falhas e o
insucesso de programas de prevencdo frequentemente relatados, ja que ha baixa reatividade
soroldgica entre amostras de BVDV-1 e BVDV-2 (VOGEL et al. 2002).

Nacionalmente, a comercializacdo de vacinas vivas (atenuadas ou modificadas)
ndo € permitida, no entanto, estas sdo capazes de induzir uma resposta imune satisfatoria e
duradoura, que persiste, por mais de um ano apos a vacinacdo. Algumas desvantagens como
falhas vacinais por estocagem e acondicionamento equivocado do produto bioldgico, a
possibilidade de reversdo de viruléncia e surtos de DM poés-vacinais, transmissao viral via
transplacentéria e infeccdo fetal produzindo abortamentos ou teratogenia limitam o uso desse

tipo de vacina, principalmente em fémeas gestantes (BRUM et al, 2002).

3.11.2 Controle sem vacinacao

Em rebanhos com sorologia negativa, e cujo ingresso de animais seja raro ou
eventual, geralmente rebanhos extensivos de gado de corte, o controle da BVD sem vacinacéo
é indicado. Também ¢ indicado para rebanhos cujos parametros reprodutivos e clinicos ndo
registrem eventos sugestivos da infeccdo pelo BVDV. Nesses rebanhos (sem animais PI, sem
sorologia, sem sinais clinicos e reprodutivos sugestivos do BVDV) e que se deseje evitar a
introducdo da infeccdo sem vacinacdo, recomenda-se testar para virus todo e qualquer animal

antes de ingressar na propriedade (FINO et al, 2012).

Os resultados das analises antigénicas dos isolados brasileiros de BVDV e 0s
testes realizados com as vacinas comerciais demonstram a necessidade de reformulacgao destas
para se adequarem a realidade brasileira, proporcionando, entdo, uma imunidade eficaz e du-
radoura aos animais vacinados (Lima et al. 2004; Vogel et al. 2002 ; Botton et al. 1998, Flores
et al. 2005; Flores 2007).
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Regido

A pesquisa foi realizada na Regional de Cod6 (Figura 01), que esta situada
mesorregido Leste do Maranh3o, ocupando uma érea territorial de 10.066 km? (IBGE/2010).
E constituida pelos municipios de Timbiras, Coroata, Peritoro, Alto Alegre, Sdo Mateus e
Codé (AGED, 2014) e, de acordo com o IBGE (2011), abriga uma populacdo estimada em
292.653 habitantes. O efetivo do rebanho bovino é de 221.938 cabecas, sendo 7.416 (3,3 %)

de exploracdo leiteira (AGED, 2013), composta de animais mesticos da raca Holandesa.

N Sao Mateus

w§?,a

_Coroatd

AJto Alegre do

Maranhao o
Timbiras

Codé

Péritord

Legenda

I REGIONAL DE CODG

-—— KM
0 38 70 140 210 280

FIGURA 1. Mapa dos municipios que constituem a Regional de Codé.
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4.2 Caracteristicas do rebanho.

De acordo com a Agéncia Estadual de Defesa Agropecuéaria - AGED (2013), O
rebanho leiteiro da Regional de Codo esta distribuido em 42 propriedades, com uma media de
producéo estimada em 2,5 litros/ vaca/ dia (AGED, 2011).

Por ocasido da escolha dos rebanhos, alguns critérios foram considerados, como
presenca de bovinos ndo vacinados contra BVD, condigfes de manejo e nutricdo semelhantes,

regime de criacdo semi-intensivo e possuir animais nas faixas etarias demonstradas a seguir:

QUADRO 01. Quantidade de bovinos amostrados por rebanho na Regido Centro-Leste do Maranhdo — Brasil,

2014

MENOS DE 03 ANOS 03 - 03
ENTRE 03 E 07 ANOS 06 - 06
ACIMA DE 07 ANOS 02 - 02

EM IDADE DE REPRODUCAO - 01 01
TOTAL 11 01 12

4.3 Coleta de amostras

Para determinacdo do tamanho da amostra a ser coletada seguiu-se 0 método de
calculo descrito por Triola (1999), Callegari & Jacques (2007), onde utilizou-se a seguinte

férmula;

+N = tamanho da populacao

+E, = erro amostral toleravel

*n,= primeira aproximacao do

tamanho da amostra

«n = tamanho da amostra

Figura 02: Férmula do calculo amostral



Considerando um total de 42 rebanhos, um erro amostral de 5% e grau de
confianca de 95 % obteve-se um n = 38. Distribuidos proporcionalmente em relagdo a

quantidade de propriedades leiterias de cada municipio obteve-se:

QUADRO 02: Numero de rebanhos selecionados por municipio na Regido Centro-Leste do
Maranhéo — Brasil, 2014

Alto Alegre do Maranhéo 7 6
Codo 17 16

Coroata 7 6

Peritor6 7 6

Sdo Mateus 0 0
Timbiras 4 4
TOTAL 42 38

No entanto, no momento das visitas nas propriedades para a realizacdo das coletas
verificou-se que algumas exploragbes tinham sido extintas, por diversos motivos, 0 que
reduziu o nimero de rebanhos trabalhados para 33, da seguinte forma:

QUADRO 03: Numero de rebanhos selecionados por municipio na Regido Centro-Leste do
Maranhao — Brasil, 2014

Alto Alegre do Maranhéo 7 7
Codo 10 10

Coroata 7 7

Peritord 6 6

Sédo Mateus 0 0
Timbiras 3 3
TOTAL 33 33

Em cada rebanho foram coletadas pelo método de amostragem aleatoria simples,
12 amostras provenientes de bovinos de aptiddo leiteira, estratificados da seguinte forma: trés
fémeas (com idade inferior a 3 anos), seis fémeas (com idade entre 3 e 7 anos), duas fémeas
com idade acima de 7 anos e um macho (reprodutor), apresentando ou ndo sinais clinicos da
BVD, o que totalizou 396 amostras. O percentual de animais de cada faixa etaria foi baseado
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em dados do estudo de Brownlie (1990), que indicam que a prevaléncia é maior em animais
adultos.

A permissdo para a coleta das amostras foi adquirida mediante conversa prévia e
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (APENDICE B) pelo produtor (ou
responsavel direto pelos animais). O presente instrumento consiste em um convite ao
colaborador, esclarecendo pontos essenciais da pesquisa, como: titulo, importancia do
trabalho, objetivos e tipo de teste laboratorial a ser realizado. Informa ainda, que a
participacdo na pesquisa € voluntéria, que os resultados serdo confidenciais e néo trardo

quaisquer prejuizos ao produtor, e apenas servirdo para gerar dados estatisticos.

As coletas foram realizadas no periodo que compreendeu os meses de outubro de
2013 a junho de 2014. As amostras de sangue foram coletadas de bovinos leiteiros ndo
vacinados contra a BVD, pela punc¢do da veia jugular, com auxilio de agulhas tipo Vacutainer

e tubos a vacuo (10 ml), esterilizados (Figuras 03 e 04). Utilizou-se o formulario de coleta de

amostras (ANEXO A) para a identificacdo dos animais utilizados na pesquisa.

s 22
FIGURA 04: Fotografia evidenciando o detalhe da puncdo da veia jugular de bovino

utilizando tubos a vacuo.
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As amostras foram mantidas a temperatura ambiente em posi¢do inclinada, até
que ocorresse a coagulacdo, retracdo do coagulo e liberacdo do soro. Foram posteriormente
acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo reciclavel e levados para o escritorio da
AGED, onde foi realizada a centrifugacao a 2.000 rpm por 15 minutos. As aliquotas de soro
foram transferidas para ampolas do tipo Eppendorf e encaminhadas ao Laboratério de
Bacteriologia e Virologia do Curso de Medicina Veterinria da Universidade Estadual do
Maranhdo — UEMA, onde ficaram acondicionadas a uma temperatura de — 20° C, até o
momento de realizacéo dos testes sorologicos. (Figura 05)

| S
-

M
e~
-~

P

FIGURA 05: Fotografia do processo de coleta das amostras de sangue bovino,
acondicionamento e centrifugag&o: (a) tubos vacutainer siliconizados com amostras de sangue
total, (b) centrifugagdo das amostras de sangue, (c) tubos eppendorf contendo amostras de
soro em duplicata.
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4.4 Andlise das amostras

A deteccdo qualitativa de anticorpos contra o virus da diarreia viral bovina foi
realizada mediante a técnica de ELISA - indireto, conforme descrito por Chu et al. (1985) e
Howard et al. (1985) utilizando-se o “Kit” comercial de ELISA IDEXX BVDV total Ab. Os
testes foram realizados no Laboratorio de Virologia da UEMA. A leitura espectofotométrica

das placas de ELISA foi realizada no Laboratério de Imunodiagndstico da Universidade
Estadual do Maranhédo - UEMA (Figuras 06e 07).

FIGURA 06. Fotografia do teste de ELISA-indireto, para identificacdo de anticorpos contra o
BVDV: a) Kit” comercial de ELISA IDEXX BVDV Total Ab, b) Placa impregnada com

antigeno BVDV, c) Adicéo de diluente de amostra para sensibiliza¢&o das placas.
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FIGURA 07. Fotografia do teste de ELISA-indireto, para identificacdo de anticorpos contra o
BVDV: a) Placa com coloracdo azul ap6s a adicdo do conjugado, b) Placa evidenciando a
mudanca de coloracdo do azul para amarelo ap6s a adi¢do do substrato, c) Placa ap6s a adicao
de substrato e da solucdo de interrupcdo, d) Placa preparada para iniciar a leitura no

espectrofotdbmetro, e) Resultado obtido apos leitura da placa.
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4.5 Fatores de risco

O estudo da associacdo de possiveis fatores de risco a infeccdo pelo virus da
diarreia viral bovina foi feito através da aplicacdo de questionario epidemiologico (Anexo C)
com o proprietario ou responsavel pelo rebanho para obtencdo de informagdes relacionadas a
caracteristicas do rebanho, sanidade, praticas de manejo e ocorréncia de sinais clinicos
sugestivos desta enfermidade. Os fatores de risco avaliados foram: faixa etaria, aquisicdo
frequente de animais tipo de ordenha, presenca de caprinos/ovinos, assisténcia veterinaria,
presenca de suinos, abortamento, retorno ao cio, esterilidade, intervalo entre cios, manejo

reprodutivo e diarréia. Os dados foram tabulados e armazenados em planilhas do Excel para

posterior analise.

FIGURAS 08 e 09: Aplicacdo de questionario epidemioldgico para analise dos fatores de

risco.
4.6 Analise estatistica

A frequéncia foi determinada dividindo-se 0 numero de amostras sorologicamente
positivas pelo nimero total de amostras coletadas, utilizando-se analise estatistica descritiva
por meio de distribui¢des absoluta e relativa.

O célculo da prevaléncia consistiu na razdo da somatéria do nimero de animais

positivos e suspeitos multiplicados por 100 e dividido pelo numero de animais testados.

Para o estudo da associagéo entre infecgéo e fatores de risco, empregou-se o teste
exato de Fisher ou o teste Qui-quadrado de independéncia, quando as condigdes para o teste
anterior ndo forem verificadas. O nivel de significancia utilizado na decisdo dos testes
estatisticos foi de 5% (0,05), obtendo-se intervalos de confianca de 95%. Utilizou-se o

programa Instat, versao 3.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo demonstram que dos 33 rebanhos analisados da
Regido Centro-Leste do Maranh&o, 90,91% (n=30) foram considerados reagentes ao virus da
diarreia viral bovina, por ter apresentado pelo menos uma das amostras de soro bovino

testadas reagente para o ELISA indireto. (Tabela 01).

TABELA 01. Frequéncia de anticorpos contra o0 BVDV em rebanhos leiteiros de cinco
municipios da Regional de Codé — MA

Municipios N° de Reagentes Suspeitos N&ao Reagentes
REBANHO 0 % 0 % 0 %
Codod 10 07 70,00 01 10,00 02 20,00
Timbiras 03 03 100,00 00 00,00 00 00,00
Coroaté 07 07 100,00 00 00,00 00 00,00
Peritor6 06 06 100,00 00 00,00 00 00,00
Alto Alegre 07 07 100,00 00 00,00 00 00,00
TOTAL 33 30 90,91 01 03,03 02 06,06

Com excecdo do municipio de Codd, que se destacou por apresentar dois
rebanhos com auséncia de soropositividade e um com apenas um bovino suspeito, nos demais

municipios, todos os rebanhos apresentaram pelo menos 01 animal reagente(Tabela 01).

Foi confirmada a presenca de animais reagentes nos cinco municipios testados
(Figuras 10, 11 e 12), com a positividade de amostras variando entre 0% (em trés rebanhos do
municipio de Codd) a 100% (em um rebanho do municipio de Peritor6). O numero de
amostras por municipio foi calculada de forma proporcional a representatividade frente ao
rebanho total da regional, sendo que o municipio de Codd apresentou 0 menor percentual de
amostras reagentes, 34,17 % (n= 41), enquanto que Peritord apresentou o maior percentual,
83,33 % (n=60) (Tabelas 02, 03, 04, 05, 06 e 07).

Esses resultados demonstram ampla distribuicdo do agente infeccioso na regido
estudada e corroboram com outros estudos realizados no Maranhdo (CHAVES et al., 2010;
FONSECA, 2011; SOUSA et al., 2013) que detectaram infeccdo pelo BVDV em 100% dos
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municipios estudados, no entanto, diferem dos encontrados por Vieira et al. (1999), que
encontraram 52% de positividade ao analisar amostras de 23 municipios do estado de Goiés.

Essa diferenca pode ter relagdo com aspectos regionais de manejo dos rebanhos.

Propriedades Reagentes

- Timbiras
-
0510 20 30 40
o i lometos

REGIONAL DE CODO

o
I #ito Alegre da Meranhao [I] 30 Mateus do Maranhao

Codd
B corcats

0aIss 1 15 2
e Hilometros

FIGURA 10: Mapa da distribuicdo das propriedades reagentes para o virus da diarreia viral
bovina (BVDV) na Regional de Codo.
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FIGURA 11: Mapa da distribuicdo das propriedades reagentes para o virus da diarreia viral
bovina (BVDV) na Regional de Codd.
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FIGURA 12. Grafico da frequéncia de rebanhos reagentes para o Virus da Diarréia Viral
Bovina nos municipios pertencentes a Regional de Codé — MA — Brasil, 2014.

Das 396 amostras analisadas, 54,04% (n= 214) foram reagentes, 3,79% (n= 15)
suspeitas e 42,17% (n=167) ndo reagentes (Tabela 02).

TABELA 02. Frequéncia de anticorpos contra o BVDV em bovinos leiteiros dos cinco

municipios da Regional de Codé — MA

Municipios N° de Reagentes Suspeitos N&o Reagentes
amostras . % % . %
Codo 120 41 34,17 02,50 76 63,33
Timbiras 36 19 52,78 00 00,00 17 47,22
Coroata 84 47 55,95 04,76 33 39,29
Peritord 72 60 83,33 02,78 10 13,89
Alto Alegre 84 47 55,95 06 07,14 31 36,91
TOTAL 396 214 54,04 3,79 167 42,17

A frequéncia de 54,04% de bovinos reagentes para o BVDV encontrada no estudo
estd de acordo com os resultados encontrados por Guimarées et al. (2001) que obtiveram a
frequéncia de 54,11%, em um total de 207 amostras de soro analisadas no entorno de Goiania.
No entanto, foi inferior aos descritos por Melo et al., (1997), no Estado do Sergipe, que
variaram entre 58,23% e 71,18%; por Chaves et al. (2010), na bacia leiteira do estado do



53

Maranhdo (65,66%) e Sousa et al. (2013), na bacia leiteira da Ilha de Sdo Luis — MA
(67,3%). Essa diferenca observada pode ser consequéncia do tamanho da amostra, da técnica
de diagnostico utilizada, ou mesmo de peculiaridades regionais. Apesar das variacGes
encontradas quando os resultados dos diversos autores sdo comparados, percebe-se que 0
BVDV esta distribuido no Maranhdo e em outros estados do territorio nacional em
frequéncias preocupantes.

No Brasil, diversos estudos soroldgicos tém sido realizados em vérias regides,
demonstrando a ampla distribuigédo da infeccdo pelo BVDV no rebanho bovino (Flores et al.,
2005; Quincozes et al., 2007).

TABELA 03. Frequéncia de bovinos leiteiros reagentes ao BVDV no municipio de Codd —
MA, Brasil, 2014

Municipio N° do N° de Reagentes N&ao Reagentes Suspeitos
Rebanho amostras n % n % n %

1 12 0 00,00 12 100,00 0 00,00

2 12 5 41,67 7 58,33 0 00,00

3 12 9 75,00 3 25,00 0 00,00

. 6 12 0 00,00 12 100,00 0 00,00

cODbO 7 12 1 08,33 10 83,33 1 08,33

8 12 10 83,33 2 16,67 0 00,00

14 12 9 75,00 3 25,00 0 00,00

15 12 3 25,00 9 75,00 0 00,00

32 12 0 00,00 11 91,67 1 08,33

33 12 4 33,33 7 58,33 1 08,33

TOTAL 120 41 34,17 76 63,33 3 0250

TABELA 04. Frequéncia de bovinos leiteiros reagentes ao BVDV no municipio de Timbiras
— MA, Brasil, 2014

Municipio N° do N° de Reagentes N&ao Reagentes Suspeitos
Rebanho  amostras n % n % n %
TIMBIRAS 4 12 3 25,00 9 75,00 0 00,00
5 12 10 83,33 7 16,67 0 00,00
10 12 6 50,00 6 50,00 0 00,00
TOTAL 36 19 52,78 17 47,22 0 00,00
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TABELA 05. Frequéncia de bovinos leiteiros reagentes ao BVDV no municipio de Coroaté —
MA, Brasil, 2014

Municipio N° do N° de Reagentes ~ N&o Reagentes Suspeitos
Rebanho amostras n % n % n %

11 12 6 50 6 50 0 0
24 12 1 08,33 10 83,33 1 08,33
i 25 12 7 58,33 5 41,67 0 00,00
COROATA 5 12 11 9167 1 0833 0 0000
28 12 9 75,00 3 25,00 0 00,00
29 12 6 50,00 5 41,67 1 08,33
30 12 7 58,33 3 25,00 2 16,67
TOTAL 84 47 55,95 33 39,29 04 04,76

TABELA 06. Frequéncia de bovinos leiteiros reagentes ao BVDV no municipio de Peritord —
MA, Brasil, 2014

Municipio N° do N° de Reagentes  N&o Reagentes  Suspeitos
Rebanho amostras n % n % n %

12 12 10 83,33 2 16,67 0 00,00

21 12 11 91,67 1 08,33 0 00,00

PERITORO 22 12 12 100,00 O 00,00 0 00,00

23 12 7 58,33 5 41,67 0 00,00

27 12 11 91,67 0 00,00 1 08,33

35 12 9 75,00 2 16,67 1 08,33

TOTAL 72 60 83,33 10 13,89 02 02,78

TABELA 07. Frequéncia de bovinos leiteiros reagentes ao BVDV no municipio de Alto
Alegre — MA

Municipio  N°do N° de Reagentes Nao Reagentes Suspeitos
Rebanho amostras n % n % n %
16 12 9 75,00 3 25,00 0 00,00
17 12 6 50,00 4 33,33 2 16,67
ALTO 18 12 6 50,00 5 41,67 1 0833
ALEGRE 19 12 7 58,33 3 25,00 2 16,67
20 12 8 66,67 4 33,33 0 00,00
31 12 1 8333 10 83,33 1 0833
34 12 10 83,33 2 16,67 0 00,00

TOTAL 84 47 55,95 31 36,91 6 07,14



55

Os resultados encontrados por municipio, quando comparados, mostram uma
certa dispersdo, onde o maior percentual de animais reagentes encontrado (83,33%) foi no
municipio de Peritord e o menor percentual (34,17%), no municipio de Codd, demonstrando
que embora 0s municipios pertengcam a uma mesma regido, peculiaridades locais podem estar
interferindo no aparecimento da enfermidade.

TABELA 08. Frequéncia de bovinos positivos para o virus da diarreia viral bovina (BVDV),
de acordo com a faixa etéria, na Regional de Cod6 — Maranhéo - Brasil, 2014

FAIXA N° DE REAGENTES NAO REAGENTES SUSPEITOS
ETARIA AMOSTRAS
(M+F) % (M +F) % (M+F) %
<3 107 30 28,04 69 64,49 8 7,48
>3<"7 221 137 61,99 79 35,75 5 2,26
>7 68 47 69,12 19 27,94 2 2,94
TOTAL 396 214 54,04 167 42,17 15 3,79

Quanto a faixa etéria, a anélise geral (machos e fémeas) das amostras demonstrou
um percentual mais elevado de positividade (69,12%) nos bovinos com idade acima de 7 anos
(Tabela 08).

Quando a analise foi feita apenas entre as fémeas bovinas testadas, encontrou-se
frequéncias de 27,55% (n = 27) para animais com idade até 3 anos, 63,64% (n = 126) para
fémeas entre 3 a 7 anos e de 67,16% (n = 45) nas acima de 7 anos, tendo sido, portanto, a

faixa etaria que apresentou o maior percentual de animais reagentes (Tabela 09).

TABELA 09. Frequéncia de fémeas bovinas positivas para o virus da diarreia viral bovina
(BVDV), de acordo com a faixa etéaria, na regional de Codé — Maranhdo - Brasil, 2014

FAIXA N° DE REAGENTES NAO REAGENTES SUSPEITOS
ETARIA AMOSTRAS
% N % N %
<3 99 27 27,55 65 66,33 7 7,14
>3<7 198 126 63,64 67 33,84 5 2,53
>7 66 45 67,16 19 28,36 2 2,99

TOTAL 363 198 54,55 151 41,60 14 3,86
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Notou-se que houve um crescimento no percentual de animais positivos a medida
que aumentou a idade. Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por Castro et al.
(1993) e Chaves et al. (2010) e, de acordo com Mainar-Jaime et al. (2001), sdo facilmente
explicados, pois 0s animais mais velhos tém mais oportunidades de exposicdo ao agente e de
induzirem a formagéo de anticorpos neutralizantes contra o BVDV, que persistem durante
anos apos a infeccdo. No entanto, diferem dos encontrados por Sousa et al (2013), que
descreveram maior positividade entre fémeas de 3 a 7 anos, e de Quincozes et al. (2007), que
detectaram uma maior prevaléncia para a faixa etaria de 07 a 12 meses, fato este que chama
atencdo se considerarmos os relatos de Coria & McClurkin (1978) que afirmam que, em
alguns animais, anticorpos passivos podem persistir por até uma ano, podendo interferir nos

resultados da pesquisa.

TABELA 10. Frequéncia de reprodutores bovinos positivos para o virus da diarreia viral
bovina (BVDV), de acordo com a faixa etéria, na regional de Cod6 — Maranhéo - Brasil, 2014

FAIXA N° DE REAGENTES NAO REAGENTES SUSPEITOS
ETARIA  AMOSTRAS
% N % N %
<3 anos 8 3 37,5 4 50 1 12,5
>3 <7anos 23 11 47,83 12 52,17 0 0
> 7 anos 2 2 100 0 0 0 0
TOTAL 33 16 48,48 16 48,48 1 3,03

Dos 33 reprodutores, 48,48% (n=16) apresentaram resultado positivo, 3,03%
(n=1) suspeito e 48,48% (n=16) negativo. A faixa etaria que apresentou maior percentual de
positividade, assim como nas fémeas, foi a de animais com idade superior a 7 anos (Tabela 10

e figura 18), na qual 100% dos reprodutores testados reagiram positivamente ao teste.

Apesar da idade ndo ter sido avaliada como fator de risco para a infeccdo nos
machos, quando os mesmos foram analisados separadamente, o aumento de positividade

relacionado com o aumento na faixa etaria tambhém foi demonstrado no estudo.

A presenca de machos positivos no rebanho pode refletir um importante dado
epidemioldgico quanto ao desempenho reprodutivo e aos prejuizos causados no rebanho pois,
de acordo com Grooms (2004) reprodutores com infec¢bes agudas apresentam uma queda na
gualidade do sémen (densidade e mobilidade reduzidas assim como aumento de anomalias

morfoldgicas) apesar de estarem clinicamente saudaveis.
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Analisando os fatores de risco (Tabela 11), apenas as variaveis faixa etaria de
fémeas (p=0,0001) e presenca de suinos (p=0,05) demonstraram associacao estatisticamente
positiva a infeccdo pelo BVDV. Os suinos sdo susceptiveis a infec¢do tanto natural quanto
experimental pelo BVDV. E possivel que esta espécie tenha um importante papel na
epidemiologia dessa infeccdo (CELEDON et al., 2001; VOGEL et al., 2001; PESCADOR et
al.,, 2004), pois possuem a habildade de se tornarem infectados assintomaticamente.
(SNOWDON, 1975; HARKNESS et al., 1978; DOYLE E GEUSCHELE, 1983).

N&o houve associacdo estatisticamente positiva da infeccdo pelo BVDV com a
variavel abortamentos. Foram feitos relatos de apenas 12 (36,36%) das 33 propriedades do
estudo com ocorréncia desse sinal clinico. Este resultado, todavia, pode ter relagdo com
respostas equivocadas durante a aplicacdo do questionario epidemioldgico. Este dado nao
exclui a possibilidade de associacdo do BVDV a problemas reprodutivos, visto que ao avaliar
o valor da razdo de chance (OR), varidaveis como abortamentos (OR=4,73), retorno ao cio
(OR=2,61) e intervalo entre cios (OR=1,51) apresentaram valores elevados.

De acordo com os resultados também é possivel afirmar que, em rebanhos que
possuem animais apresentando diarreia (OR=3,20) e naqueles expostos a presenca de caprinos
(OR=1,16) as chances de infecgdo dos rebanhos pelo BVDV aumentam. De acordo com
Nettleton (1987) é necessario considerar essa possibilidade, pois amostras de pestivirus
isolados de bovinos podem infectar ovinos e suinos.

Observou-se que dentre os rebanhos reagentes, 75,76% realizavam ordenha
manual (n=25), 66,66% (n=22) ndo possuiam assisténcia veterinaria e em 33% (n=11) a
espécie caprina era criada concomitantemente com os bovinos.

Chamou atencdo o fato de que os rebanhos negativos do municipio de Cod6 séo
assistidos, ainda que de forma esporadica, por técnico de nivel superior. Sugerindo que,
mesmo a assisténcia veterindria ndo tendo sido considerada estatisticamente significativa
como fator de risco para a infeccdo pelo BVDV, a importancia dessa variavel deve ser
considerada na prética.

Esse resultado corrobora com o encontrado por Chaves et al (2010) que
observaram frequéncias mais elevadas de infeccdo pelo BVDV (56,2%) em animais
procedentes de propriedades que ndo possuiam assisténcia técnica em relacdo aos animais
daquelas que possuiam (5,2%). Segundo os autores, a falta de assisténcia técnica pode refletir
na auséncia de diagnéstico e na auséncia de programas adequados de controle da

enfermidade.



58

Verificou-se ainda dentre os rebanhos estudados, que em 22 (66,67%) era
utilizada a monta natural, em 3 (9,09%) a inseminacdo artificial e em 6 (18,18%) a monta
natural associada a inseminacéo artificial como forma de manejo reprodutivo, sugerindo que a
infeccdo pelo BVDV ndo estd associada a inseminacao artificial, o que vai de encontro a
Weiblen (1992), que a descreve como forma de transmissdo da doencga. No entanto, corrobora
com Fray et al. (2000), ao observarem que o0 sémen de reprodutores cursando a forma aguda

da doenca pode se tornar fonte transitdria de infeccdo.

A aquisicédo de animais de outras regides ou estados ndo foi observada como uma
prética frequente entre os produtores. Dos animais de propriedades que adquiriam animais da
prépria regido observou-se positividade de 75,76%; dentre aqueles de propriedades que
adquiriam animais do estado o percentual verificado foi de 6,06%, ja entre bovinos oriundos
de propriedades que adquiriam animais de outros estados encontrou-se 6,06%, demonstrando
que a fonte de infecgdo dos bovinos, provavelmente, esta presente na propriedade e ndo em
outros estados. Esses resultados estdo de acordo com estudos realizados no Maranhdo por
Chaves et al. (2010) e Sousa (2009).

Levando-se em consideracdo as altas frequéncias demonstradas no estudo, é
necessario que programas de controle e prevencdo sejam implantados na regido buscando
reduzir gradativamente os indices de soropositividade dessa enfermidade. Tendo em vista a
variabilidade genética do BVDV, que pode interferir na resposta imunolégica do animal
frente a um desafio de campo, é importante a continuidade da pesquisa, visando a
caracterizacdo das cepas virais encontradas no estado, para que dessa forma seja possivel

utilizar a vacina mais adequada para controlar a enfermidade.
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TABELA 11. Resultado da anélise dos fatores de risco para a infec¢do pelo virus da diarréia

viral bovina em 33 rebanhos bovinos de aptidéo leiteira na Regional de Codé — MA — Brasil

Variaveis Reagentes Néo Total OR IC P
N % Reagentes N % 95%
N %
Faixa etaria = 3 32 32,32 67 67,68 99 27,27
(anos) >3<7 129 65,15 69 34,85 198 54,55 33,27 - 0,0001**
>7 45 68,18 21 31,82 66 18,18
Regido 25 75,76 02 6,06 27 81,82
Aquisicdo de Estado 02 6,06 00 0 02 6,06 - - Sxx
animais Outros 04 6,06 00 0 04 12,12
Estados
Tino de Mecénica 5 15,15 0 0,00 5 15,15
orgenha Manual 25 75,76 2 6,06 27 81,82 - - S
Ambas 1 3,03 0 0,00 1 3,03
Presengade  Sim 11 33,33 1 3,03 12 36,36 0.09a 1.00*
Caprinos 1,16 14.30 '
/ovinos Né&o 19 57,58 2 6,06 21 63,64
Assisténcia  Sim 8 24,24 2 6,06 10 30,30 0,18 0.0la 0,21*
veterindria  Né&o 22 66,67 1 3,03 23 69,70 2.29
Prese}nga de Sim 20 60,61 0 0,00 20 60,61 13,67 0,64 a 0,05*
suinos 290,28
Néo 10 30,30 3 9,09 13 39,39
Abortamento  Sim 12 36,36 0 0,00 12 36,36 473 0,22 a 0,28*
Néo 18 54,55 3 9,09 21 63,64 ' 99,83
Retornoao  Sim 17 51,52 1 3,03 18 54,55 261 0,21a 0.58*
cio Né&o 13 39,39 2 6,06 15 4545 ' 32,09 ‘
Esterilidade  Sim 3 9,09 0 0,00 3 9,09 0.89 0,04 a 1.00*
Né&o 27 81,82 3 9,09 30 90,91 ' 21,12 ‘
Intervalo  Sim 05 15,15 0 0.00 05 15,15 151 0,07 a 100
entre cios Néo 25 75,76 3 9,09 28 84,85 ' 33,65 ’
Maneio MN 22 66,67 2 6,06 24 72,72
D du‘tivo 1A 3 909 0 000 3 909 - - e
P MN-+IA 6 1818 0 000 6 1818
Diarréia Sim 12 36,36 0 0,00 12 36,36 320 0,14a 0.52%
Nao 19 57,58 2 6,06 21 63,64 ' 72,51 ’

P < 0,05 — estatisticamente significativo

P > 0,05 — estatisticamente ndo significativo

*Teste de Fisher
**Teste Qui-quadrado
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6 CONCLUSOES
Com base nos resultados dessa pesquisa concluimos que:

- 0 BVDV est4d amplamente distribuido nos rebanhos de aptidéo leiteira da Regido

centro-leste maranhense, com uma alta frequéncia, particularmente no municipio de Peritoro.

- a faixa etaria de animais com idade superior a 7 anos foi a que mais apresentou

animais reagentes.

- a presenca de suinos constitui-se um fator de risco para transmissdo do virus.
Porém abortamentos, retorno ao cio, intervalo entre cios, presenca de caprinos e ovinos, e

diarreia podem estar associados & infeccéo pelo BVDV.

E necessario uma maior atencdo do sistema de defesa sanitaria animal com
relagdo & implantagdo de programas de profilaxia e controle que envolvam o diagndstico,
notificacdo de casos positivos, remocdo de animais reagentes dos rebanhos, vacinagéo,

vigilancia epidemioldgica e programas de educacdo sanitaria voltados a essa enfermidade.
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APENDICE A - Folha para controle da distribuico de soro em placas de ELISA.

ANA RAYSA VERDE ABAS

Deteccao de anticorpos e fatores de risco associados ao virus da diarréia viral
bovina (bvdv) em bovinos leiteiros na regional de Codd - MA — Brasil.

TESTE DE ELISA INDIRETO

PLACA N@ — Regional de Codd (Municipios )

Data: /07 / 2014.



76

APENDICE B — Termo de consentimento livre e esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Dados de identificacdo

Titulo do Projeto: Soroprevaléncia e fatores de risco da diarreia viral bovina na regional de Cod6 — Maranhéo —
Brasil.

Pesquisador Responsavel: Ana Raysa Verde Abas.
Instituicdo a que pertence o Pesquisador Responsavel: Universidade Estadual do Maranhdo — UEMA.
Telefones para contato: (99) 9137 - 2925 (99) 8405 — 6486.

Nome do colaborador:

O Sr. (*) esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Soroprevaléncia e fatores de risco
da diarreia viral bovina na regional de Codé — Maranhdo — Brasil”, de responsabilidade do pesquisador Ana
Raysa Verde Abas. Levando em consideracdo que a atividade leiteira tem um importante papel na
sustentabilidade das propriedades agricolas e que os ganhos de produtividade estdo relacionados, basicamente,
ao uso de tecnologias, genética, alimentacdo e a sanidade dos animais, e considerando que a Diarréia Viral
Bovina (BVD) tem uma ampla distribuicdo e alta prevaléncia nos rebanhos com significativa repercusséo
econdmica e sanitéria, principalmente em rebanhos voltados & producdo de leite, é que a presente pesquisa se
propfe a avaliar a situacdo dessa enfermidade nos municipios que compdem a regional de Codd, no Estado do
Maranhdo, através de estudo soroepidemioldgico que estimara a frequéncia de anticorpos contra o virus da BVD
nos bovinos leiteiros pertencentes a rebanhos da regido. Além disso, os resultados possibilitardo identificar entre
0s bovinos, a faixa etaria em que mais ocorre, assim como avaliar possiveis fatores de risco associados a
infecgdo pelo virus da BVD. Para a realizagdo do trabalho serdo utilizados kits comerciais de ELISA e dados
serdo coletados através de aplicacdo de questiondrio, assim como pelo método de observagdo. Para registro da
situacdo encontrada poderdo ser utilizadas fotografias, videos e copias de entrevista gravadas. Ndo havera para o
colaborador nenhum desconforto, risco ou custo proveniente da pesquisa. Espera-se com a pesquisa obter dados
relevantes que possam subsidiar os 6rgaos oficiais de defesa sanitaria animal na execucdo de suas atividades para
gue, em consonancia com a legislacdo sanitaria vigente minimize os riscos de perdas econdmicas atribuidas a
essa enfermidade nos rebanhos, beneficiando assim, ndo somente quem est& colaborando com a realizagdo da
pesquisa, mas a comunidade em geral. Salientamos que a sua participacdo € voluntéria e que este consentimento
poderd ser retirado a qualquer tempo, sem que haja para a sua pessoa quaisquer prejuizos. As informacGes
geradas serdo confidenciais, gerando apenas resultados estatisticos.

Eu, , RGn°
declaro ter sido informado e concordo em participar, como voluntario, do projeto de pesquisa acima descrito.

Codo, de de
Nome e assinatura do voluntario ou seu Nome e assinatura do responsavel por
representante legal. obter o consentimento.

Testemunha Testemunha
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ANEXO A — Formulario de Coleta de amostras.
SOROPREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A DIARREIA VIRAL

BOVINA NA REGIONAL DE CODO — MA.

FORMULARIO DE COLETA DE AMOSTRAS

N° DA PROPRIEDADE: DATA DA COLETA / /

PROPRIEDADE:

PROPRIETARIO:

MUNICIPIO:

Ne N° DE NOME (N°) DO

ORDEM | SEQUENCIA ANIMAL SEXO | IDADE |  RAGA PELAGEM

01

02

03

04

05

06

07

08

09

10

11

12




ANEXO B - Ficha cadastral da propriedade.

FICHA CADASTRAL DA PROPRIEDADE

FICHA N2
Ficha Cadastral da Propriedade
Dados Gerais
Nome da Propriedade:
Bacia Leiteira: Municipio:
Endereco:
Coordenadas Geograficas: Lat: Long:
Nome do Proprietario:
Raca dos animais: Pelagem:
Sistema de criacdo:
ANIMAIS
Faixa etaria <03 anos >03e<07 > 07 anos TOTAL
anos

Sexo M F M F M F M F
Quantidade

79



10.

11.

12

ANEXO C - Formulério de inquérito epidemioldgico.

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Informagdes Epidemioldgicas
Adquire animais com frequéncia?
Aquisi¢cdo de animais: ( ) Regiao ( ) Estado

Procedéncia:

80

FICHA N2

()Sim ()Nao

( )Outros estados

Certificado Sanitéario: ( ) SIM ( ) NAO.

Vacinas Exigidas:

Idade:
Realiza quarentena?

Assisténcia Veterinaria?

Particular ( ) Orgio fiscalizador ( ) Outros ( )
N2 Ordenha/dia? N2 animais dia? ( ) Mecénica

Producdo/leite/dia:

Reproducgao: ( )MN ( ) MNC () MN+IA
Destino dos animais ( ) Abate
Propriedades Vizinhas

Distancia aproximada:

Contato com os animais da propriedade vizinha?

Contato de fémites de propriedades vizinhas?

Criacdo de suinos?

Criacdo de caprinos/ovinos?

Vacinacao?

()Sim ()Nao

()Sim ()Nao

( ) Manual

()IA ()TE
( ) Venda

()Sim () Nao

()Sim ()N&o
()Sim ()N&o
()Sim ()N&o
()Sim ()N&o

()Sim ()Nao

( ) Aftosa ( ) Raiva ( ) Clostridiose ( ) Brucelose ( ) Leptospirose ( ) BVD

( ) Outras vacinas:
Periodicidade:




13.

14.

15.

16.

17.

Vermifugagdo?

Periodicidade: ( ) 1Xaoano ( )2Xaoano ( )3Xaoano
Principio ativo utilizado?
Ocorréncia de doengas?

Diagndsticadas?
Sinais Clinicos:
Digestivos?

Quais?

Reprodutivos?
Quais?

Eficiéncia reprodutiva

Respiratérios?
Quais?

Neurolégicos?
Quais?

Sacrificio de animais?

OBSERVACOES:

( ) Retorno ao cio
( ) Aumento do intervalo entre cios
( ) Esterilidade

()Sim

()Sim

()Sim

()Sim

()Sim

()Sim

()Sim

()Sim
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( ) Nao

( ) Nao

( ) Nao

( ) Nao

( ) Nao

( ) Nado

( ) Nao

( ) Nao




ANEXO D. Descricdo do Kit para deteccdo de anticorpos contra o Virus da Diarréia Viral
Bovina.

VersSo em Portuguss

Kit para Deteccdo de Anticorpos contra o Virus da Diarréia Viral Bovina
(BVDV)

Para uso exchsivamenie vesennano,

Nome e Indicacbes
IDEXX BVDV Total Ab & um ensaio imuroonzimatico da IDEXX para detecgdo de anfcompas contra
BYDV em amostras de soro, plasma, late individual e lette de lanque de expansio

Informagdes gerais

O Virzs da Diarméia Vienl Bovina (BVDV), o Virus da Doenga da Fromlera (BDV) & o Virus da Cilers
Suira (Virus da Peste Sulna Clissica, CSFV) s80 08 s membros co génaro Pestivirus deno da
famila Flaviviridaa. O BVDV 4 um dos vins patogénkos mais importantes para os bowings, causando
perdas consideraveis para a8 indlstrias lederas e de came am 10d0 0 mundo. Os simomas liplcos da
infecido por BVDV sdo dieméla e febre seguidss por reducdo da prodicdo de lade O efelto
imunos.ipressivo do BVDV pode petencisizar 2 infecgSo por outros microcrgansmos, O virus atravessa
8 placenta de vacas pranhes infeclaces causando perdas reproduthvas denido @ abordos. bezemos
natmortes ou bezerros com maraldace precoce. Alguns bezamas que sobravivem 3o imunctoleranies
& excretam grandes quantidades da virus durante %oda a sua vida. £ importante identificar estes snimais
portaceres gara quebrar o cick de infeci@o nos mbanhos. Os anmais portadores fraqientements
marmem dé “doenca da muoosas” noe pimeros dos ancs de wida. Como canseqiéndar da infeccdo
intrz-ulering, ¢ BVOV é um conlaminanie freqienle da produtos bioldgioos, como vacnas e
medicamentos. O BOV causa doangas similares em ovehas, enquanio o CSFY causa sérdas perdas na
indistria suina [ que ele & aliamante patoginico » pode ceusar mortes dsseminacas. No entanio,
todos 03 pasivirus podem ccorrer em bovinos também Esse kit & somente pera uso diaondestion in vitro.

Descrigdo/Principios

IDEXX BYDV Total Ab é um ensalo imunoenzimatico indireto desamvohide para cetecgdo de andiconas
contra BYDY em amosias de soro, plasma e leits. Um formatp de microttulag3o foi configurado alravés
da impregnacso do antigena de BYDY nas placas. Os anticorpes do BYDV da amosta & aderem a0
arfigen das placas. Aps a Incubagdo das amostras de st nas cavidades, anicorpes de caplua
contra BVDV 530 detectados peio conjugado ani-bovino. Depais o conjugado ndo aderdo & lavado ¢
uma solucdo de substratovcramdgens ¢ adicionada. Na presenca da enzime, 0 substralo 4 corvertido
em um produlo que reage com o cramdgeno para Qerar Ma coloracdo azul. Apds 3 adigio da solugho
de inlermupgao, uma cokaraclo amarela é garada. A absorbdncia em comprimento de onda Cnico de 450
nm ou um compeimanio de onda duplo de 450 nm & 650 nm & medida usando-sa um espectrofosdmetro
A razio enfre a amostra @ © conlrole postivo & calcutada usando-se 3 sbsorbancia AMS0) ou
A£50%650) da amostra teste & do controle postivo, congida pela absorbéncia do condrole negativo. O
Gesenvahimanto da oor indca a presenca de anticorpas contra BYDV na amostra feste (resullado

posiva)



Armazana fodos os reagentes entre 2-8°C.

Reagentss
1

2

B
c

Placa imgregnada com Antigens BVDV
Cantrole Postivo

Cantrole Negsta

Conpagado

Divente de Amostra
Substrato TMB No.12
Sokugio de irbeerupcio No.3
Concentrado de Lavagem (10X)

Volume

10m
1am
60 mi
Gom
60mi
el

480 mi

NOTA: wefa 2 Sabels na pdging 34 (023 36500330 605 Smboios Momanonas Leados Nos ALkos 306 kik.

Materiais Necessarios, mas Nao Fornecidos
« Centrituga | capacidade 2000 xg)

« pipatas o2 precisdo (de acordo com o "Prolocoio de Tesle”, 0s vollmes eXigicos para as reagentes
requerem pipeta com precisso ce + 5%)
« Ponlas descandveis para as pipatas
Agitadar de placas

Agua destiads ou agua denrizada

Lavadora de placa (manual, semi-automatica ou automéaica)
Tampa para placas (tampa plasica, pepel aluminio, ou adesivo)

Leitora de ELISA para placa de 96 orificos equipada com fitro de 450 ren ou em duplo comprmento
de onda da 450 nm e 620 rm
« Camara Umida | Incubadora capaz de manier uma lemperatura de 37°C (2 3°C)
. Agitador Vortox

Precaucbes e Adverténcias aos Usudrios
Nao usar pipetar com & boca.

Usar luvas, avantal, mascars pane proteger o 1080 @ OCuios prodetorss.

Controles, Substrato TMB 2 zolug3o de lavagem podem causar rrilaglio a0s dlhos,

Solugao de Interrupgilo pede Causar queimacLra severa na pale @ dancs a0s olhos.

« Todos os residucs devemn sor descontaminacos apropriadamente antes de serem descartados.
Descarie o mater conforme reguiamentacdes locas, regonas ¢ nacionais.
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Procedimento dos reagentes
Solugdo de Lavagem
O Cencentrado de Lavagem (10X) deve ser trazido & 18-26°C ¢ homogenelzada pars permir a

dissolugio de qualquer sal preciptado. O Concentrade de Lavagem a deve ser clluido 1:10 em agus
destiada ou delonizada antes do uso. Exampla: 30 mi de concentrade mssis 270 mi de &gua por placs a
sof lestada Quande a SolugBo de Lavagem do @ preparada em condighes eskreis, pode ser
armazerada durante uma Samana a uma temperatura da 2°C &% 8°C.

Procedimento das amostras
Soro fresco ou congado, plasma ou kte podem ser festados. Amostras de lete lotal podem ser

usadas aphs oerifugacio por 15 minutos a 2000 x g ou detxadas “ovemight” refrigeradas (2-8°C) N
6 preciso um prédratamento para o kate desnalado.
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ANEXO E. Protocolo do teste ELISA-indireto (IDEXX BVDV Total Ab)

Protocolo do teste

Todos os reagentes devem atingir 18-26°C anles do uso, Os reagentes devem ser homogeneizados por

movimentos suaves ou por vortex. Use uma ponteira diferente pava cada amesira.

Amostras de soro ou plasma:

1, Oblenha placas impragnadas e anole a posicac da amasira am uma fofha de trabsiho.

2. Adidone 100 pi de diluente o amostra em cada cavidade. Uma pipeta multicanal (B ou 12
canas) pode ser usada para esse pesso

3. Adicone 25 i de Controle negalivo nas cavidaces apropriades.

4 Adigone 25 i de controle pasitive nas cavidades apropriadas
Adicone 25 4 das amostras nas cavdades emanescentes. Use uma ponteka ciferente para
cada amostra. Continue no pessn 6 da secio Procadmentos comuns para amasiras de S0,
plasma e late”,

Amostras de leite:

1. Oblenha placas impeagnadas e anots 3 poskao da amasira em uma folha de trabaho |

2 Adicione 100 pil da diuente de amostra somente nas cavidades pam controle negativo e pare
controle positho

3 Addone 25 i de Controle negativo nas cavidades apeopriadas.

4 Adicore 25 yl de Controke pasithee nas cavidades apropriadas

5 Dstribua 100yl das amostras de leite ndo dluidas (& baxo da camada de gordura) nas cavidades
remanescanies da piaca. Continue no passo 6 da segdo Procadmentos comuns para amosinas
da soro, plasma @ kile”.

Procedimentos comuns para amostras de soro, plasma o leite:

6 Homogenize o conteddo das cavidades agitando levemeanie 2 placa ou usande um agiadr pera
placas de mcrobtulagio.

7. Incube por 80 minutos (2 § minutos) & 18-26°C ou “overnight” {12-18 horas) & 2-8°C. O
profocalo “ovemight’ & recomendado para amostras de leie de tanque da expansdo. Em
qualquer opgdo de incubagho, as placas devem ser seladas frmomente péra enilar evaporagao
ou incubadas em camara Umica.

& Aspre o conle(do liquide de todas as cavidades om reservaling apropiado.
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10.

1

12,
13,
14

15.

16,

w

18

Lave cada cavidade com aprowmadaments 300 pl de Solucho co Lavagem por 5 vezes. Aspre
0 conteddo liquido de todss as cavidadas apds cada lavagem Evile que 3 placa saque enlrs as
lavagans e antes de adicianar 0 conjugado. Apds 8 aspiracio final, elimine o fuido da lavagam
residual de cads placa batendo-a imemente em maledal sbsocvente

Adicione 100 gl e Congugado em caca cavidada,

Incube por 30 minutos (£ 2 mrutos) 3 18-26°C.

Repita 05 passos 8e 9.

Adicione 100 pil de Subsirate TMB No 12 em cada cavidade.

Incube por 10 minutos (£ 1 minuia) & 18-26°C no escuro. Comeos a contar o lempo depois gue
a pameira cavidade for preanchida

Adicione 100 gl de Solugho de interrupclio NO.3 em cada cavidade para parar & reagso,
Adidone & solugdo de intemupgdo na mesma ordem em que & sokgdo de substrato foi
adicionada no passo 13.

Caliore o espectrofotimetro com ar.

Meca e anole a absorbdncia das amostras e condroles a 450 nm, ou em duplo comprimenta de
onda de 450 nm e 650 nm.

Caloue 05 resullades,

Resultados

Para que 0 leske seja vaido, a dilerenca (A - N) entre @ DO média do controke positive (CPx) & a DO
médka do controle negaivo (CNX) deve ser maior ou igual 8 0,150 Além disso, 3 DO méda do controke
regatvo (CNx) deve ser manor ou igual a 0,250, Para testes nvalidos, deve-se suspeitar da técnks e o
teste deve ser repebido apds a revisdo cudadasa da bula do produto. A presenca ou ausdncia de
anficorpos contr BVDV ¢ delerminada peko cllade da razdo da amcstra em relagho a0 controe

positive (AP) para cada amosira
Vieja CALCULOS para exemplos

Nota: IDEXX Laboralores, Inc tém Inskumentos ¢ sofware dsponiveis para o clicul de razdes cas

médias o razies AP ¢ elaboragio de resumo de dados

Cilculos
Média dos controles Medla dos  controks  Amostra de teste
negatives (CAx) pesitives (CP)
CN=CNIA®O S CNZAS®  CPeCPIAMSO0LCPRASS AP = Amosia A0- CN
2 2 CPx- CNx
Examgplo: Exeenplo!
0140+ 0120= 0,130 + =130 Esemplo; DO amastra 1075
2 2 AP = [1,075 - 0.130) =0.750

{1,360 - 0,130)
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Interpretagao de Resultados

Soro, plasma ou leite individual:

o Amosiras com razho AP menor que 0,20 sho classificadas coma nagatias para BYDV Ac.

o Amostras com razdo AP malor ou igual 3 0,20 mas menceas que 0,30 530 consideradas suspenas
O animal dave ser retestado em poucas semanas

o Amosiras com razao AP maor ou gual 8 0,30 sdo classiicadas como posifvas para BVDV Ac.

Leite de tanque de expansao:
o Amosiras com razdo AP menar que 0,20 sho ciassficadas como negatvas para BYOV Ac.
o Amosiras com razao AP maor ou igua & 0,20 s30 classiicadas como positvas para BVDY Ac.
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ANEXO F. Resumo do procedimento do teste ELISA-indireto (IDEXX BVDV Total Ab)

88

Etapa

Agao
1 Preparo e distribuicdo | Amostras de soro ou plasma:
da amostra Obtenha as placas impregnadas e anote a posigao da amostra em uma folha de
trabalho.
Adicione 100 pl de diluente de amostra em cada cavidade. Uma pipeta multicanal (8 ou
12 canais) pode ser usada para esse passo.
Adicione 25 pl de Controle negativo nas cavidades apropriadas.
Adicione 25 pl de controle positivo nas cavidades apropriadas.
Adicione 25 ul das amostras nas cavidades remanescentes. Use uma ponteira diferente
para cada amostra.
Amostras de leite:
Obtenha placas as impregnadas e anote a posigao da amostra em uma folha de trabalho
Adicione 100 pl de diluente da amostra somente nas cavidades para controle negativo e
para controle positivo.
Adicione 25 pl de Controle negativo nas cavidades apropriadas.
Adicione 25 pl de Controle positivo nas cavidades apropriadas.
Distribua 100 pl de amostras de leite n&o diluidas (a abaixo da camada de gordura) nas
cavidades remanescentes da placa.
Homogenize o contetido das cavidades agitando levemente a placa ou usando um
agitador para placas de microtitulago.

2. Incubagao da amostra Incube por 90 minutos ( 5 minutos) & 18-26°C ou ‘overnight” (12-18 horas) & 2-8°C
(em um refrigerador). O protocolo “overnight” é recomendado para amostras de leite de
tanque de expanséo. Em qualquer opgéo de incubago as placas devem ser seladas
firmemente para evitar evaporagéo ou incubadas em camara imida.

3. Lavagem da placa Aspire o contetido liquido de todas as cavidades em um reservatério apropriado.

Lave cada cavidade com aproximadamente 300 i de Solugdo de Lavagem por 5 vezes.
Aspire o contetdo liquido de todas as cavidades apos cada lavagem. Evite que a placa
seque entre as lavagens e antes de adicionar o conjugado. Apés a aspiragao final,
elimine o fluido residual de lavagem de cada placa batendo-a firmemente em material
absorvente.

4. Distribuicédo do Adicione 100 pl de Conjugado em cada cavidade.

conjugado
5. Incubagéo do Incube por 30 minutos (+ 2 minutos) & 18-26°C.
conjugado
6. Repita a etapa 3
764 Distribuigdo do Adicione 100 pl de Substrato TMB No.12 em cada cavidade.
substrato
8. Incubagéo do Incube por 10 minutos (+ 1 minuto) & 18-26°C no escuro. Comece a contar o tempo
Substrato depois que a primeira cavidade for preenchida.

9. Interrupgao da reagao Adicione 100 ul de Solugao de interrupgdo No.3 em cada cavidade para parar a reagao.
Adicione a solugéo de interrupgdo na mesma ordem em que a Solugao de substrato foi
adicionada no passo 7.

10. Leitura da placa Calibre o espectrofotémetro com ar.
Meca e anote a absorbancia das amostras e controles a 450 nm, ou em duplo
comprimento de onda de 450 nm e 650 nm.
Calcule os resultados.

1. Interpretagao (A/P) Soro, plasma ou <0,20 20,20 a<0,30 > 0,30

leite individual negativo suspeito positivo

Leite de tanque de <0,20 20,20
expansao negativo positivo
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ANEXO G. Estudos soroldgicos da infecgdo pelo virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV)

realizados no Brasil (1971 - 2004).

Local Ano Técnica n Positivos Procedéncia Referéncia
Bahia 1987 SN 1.618 14,64%  Bovinos de varias regioes da BA Ribeiro et al. 1987
Pernambuco 1994 SN 206 11,6%  Caprinos de PE Castro et al. 1994
Sao Paulo 1995 ELISA 184 39,5% - Langoni et al. 1995
Minas Gerais 1997 SN 287 61,47%  Bovinos de matadouros Figueiredo et al. 1997
Sao Paulo 1997 ELISA 2.448 Ao lado  Amostras de varios estados: MG (65%), MS (84%), Richtzeinhain 1997

PR (67%), SP (78%), RS (73%, RJ (71%)
Sao Paulo 1997 SN 415 16,2%  Amostras de bifalas Pituco et al. 1997
Rio Grande do Sul 1997 SN 1823 23.4% Bovinos de 265 propriedades no RS Krahl et al. 1997
Sergipe 1997 SN 102 64,7% Bovinos de matadouros Melo et al. 1997
Varios estados ~ 1995-1997 SN 4.065 47.7% Rebanhos com problemas reprodutivos de varios Pituco & Del Fava 1998
estados
Sao Paulo 1998 SN 493 40,8%  Touros de centrais de inseminacao artificial (IA4) Pituco & Del Fava 1998
Rio Grande do Sul 1998 ELISA 430 56% Bovinos de corte de 19 propriedades no RS Canal et al. 1998
Varios estados 1999 ELISA 2.447  73,52% 56 propriedades de leite e corte dos estados do Richtzenhain et al. 1999
RS, PR, 5F, R], MG & M3
Parana 2001 SN 937 73,47%  Amostras de 81 rebanhos de corte e leite em 74 Médici et al. 2000
municipios do PR
Parana 2001 SN 87 8,04%  Cervos do Pantanal desalojados pelo lago da re- Alfieri 2004
presa Primavera, entre 5P e M5
Bahia 2000 SN 220 56% Bovinos de 1 a 4 anos de diferentes regioes da BA Noronha et al. 2001
Minas Gerais 2001 ELISA u. 58%, 61% Dois rebanhos com problemas reprodutivos Mineo et al. 2002
Goias 2002 ELISA/SN 452 35,2%; 34,5% Fémeas bovinas (nao-vacinadas) de rebanhos leitei- Brito et al. 2002
ros com problemas reprodutivos
Mato Grosso do Sul 2002 SN 60 A - Serra et al. 2002
Rio Grande do Sul2003-2004 SN 697 58,8%  Amostras de 47 propriedades em 17 municipios Vidor 2004
da metade sul do RS
Goias 2004 SN 160 63,7%  Touros na microrregido de Goidnia Brito 2004
Goias 2003 SN 3.533 64% Fémeas bovinas com mais de 24 meses de idade, Alfaia et al. 2004
estado de Goids
Sao Paulo 1999-2004 SN 17.090 51,34%  Amostras de varios estados, testadas no LVB/BSP Pituco 2004
Sao Paulo 2003 SN 425 53.8% Touros em sete centrais de 1A no estado de Sao Paulo Pituco 2004
Goias 2000 ELISA/SN 207 54,1% Bovinos de criacao semi-extensiva do entorno de Goidnia Brito 2004
Parana 2000-2002 SN 5.711 61,98% Amostras de varios estados: PR (61,5%), MT (68,4%), Alfieri 2004
MS (74,5%), GO (61,4%), RO (67,1%), SP (54,3%), BA (65,8%)
Rio Grande do Sul1995-2004 SN 14.535 139,33%  Amostras de 1.264 propriedades de aproximadamente Weiblen 2004
100 municipios do RS
Goias 1999 ELISA 184 15,8% - Brito 2004

1 Informacao nao disponivel.

Fonte: Flores et al. (2005).



