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RESUMO

FELIPPIN, Rodrigo. Atividade de Patégenos Causadores da BVD, Neosporose e IBR
em Rebanhos Leiteiros. 2016. 66 f. Dissertagdo(Mestrado em Reproducao,
Sanidade e Bem-Estar Animal)- Universidade José do Rosério vellano, Alfenas,
2016.

O experimento foi conduzido com objetivo de avaliar o comportamento de
doengas endémicas, que afetam a sanidade dos rebanhos leiteiros, influenciando
diretamente nos resultados produtivos e reprodutivos dos animais. Foram avaliadas
amostras sanguineas de 216 animais para BoHV-1 Ac, BVD Ac, BVD Ag e
Neospora Caninum Ac, oriundos de 3 propriedades do Sul de Minas Gerais, que
pertenciam as ragas: Holandés, Jersey e Girolando. Os animais foram separados e
distribuidos em grupos de acordo com a categoria, idade, dias em aberto e
resultado da titulacdo dos testes. Com intuito de identificar a prevaléncia desses
patdégenos nas propriedades estudadas, a atividade destes agentes foi monitorada
pela sorologia individual dos animais. Para o virus da BVD 38,4% dos animais
foram positivos, demonstrando efeito significativo (P<0,0001) de propriedade, com
variacdo da atividade viral desde valores altos como 58% e 44,8% até 9,7%.
Pesquisando por fragmentos virais (antigeno), o que demonstra a presenca do
virus da BVD, apenas um animal proveniente da propriedade com maior incidéncia
de sorologias positivas foi diagnosticado positivo. Este foi posteriormente
confirmado como permanentemente infectado (Pl), condicdo em que o sistema
imunoldégico identifica o virus como particula do proprio organismo, servindo de
fonte de transmissdo para o rebanho. Para o protozoario Neospora Caninum,
27,3% dos animais foram soropositivos e, novamente o efeito de propriedade
(P<0,01) revelou maiores prevaléncias (35% e 40%) nas mesmas propriedades
com altos indices para BVD. A interpretacado dos resultados obtidos para IBR, no
entanto, deve ser considerada a partir do comportamento de um herpes virus,
onde, uma vez infectado, o animal permanece assim por toda a vida. Os indices
encontrados (P<0,001) de prevaléncias positivas variaram com resultados entre
85,0% a 51,6%. Concluimos que esses agentes infecciosos atuam na reproducao
de cada propriedade, variando de acordo com o fluxo dos animais, concentragao
de animais e aspectos sanitarios. E que a implantacdo de um programa sanitario

baseado no diagnostico soroldgico, é viavel e possivel de ser incorporada na rotina



das propriedades. Para a BVD identificar a presenca de animais Pl é fundamental

para manter a saude do rebanho.

Palavras-chave: sorologia; sanidade ; agentes infecciosos.



ABSTRACT

FELIPPIN, Rodrigo. Activity of BVD, Neosporosis and IBR Causing Pathogens
in Dairy Herds. 2016. 66f. Dissertation (Masters in Reproduction, Health and

Animal Welfare) - José do Rosario Vellano University, Alfenas, 2016.

The experiment was conducted with the objective of evaluating the behavior of
endemic diseases, which affect the sanity of dairy herds, directly influencing the
productive and reproductive results of the animals. Blood samples of 216 animals
were evaluated for BoHV-1 Ac, BVD Ac, BVD Ag and Neospora Caninum Ac, from
3 properties of the southern Minas Gerais, which belonged to the Dutch, Jersey and
Girolando breeds. The animals were separated and distributed into groups
according to the category, age, open days and test titration result. In order to
identify the prevalence of these pathogens in the studied properties, the activity of
these agents was monitored by the individual serology of the animals. For the BVD
virus, 38.4% of the animals were positive, showing a significant effect (P <0.0001),
with variation in viral activity ranging from 58% and 44.8% to 9.7%. Searching for
viral fragments (antigen), which demonstrates the presence of the BVD virus, only 1
animal from the property with a higher incidence of positive serologies was
diagnosed positive. This animal was later confirmed as permanently infected (PI), a
condition in which the immune system identifies the virus as a particle of the
organism itself, serving as a source of transmission for the herd. For the protozoan
Neospora Caninum, 27.3% of the animals were seropositive, and again the property
effect (P <0.01) showed higher prevalences (35% and 40%) in the same properties
with high BVD indexes. The interpretation of the results obtained for IBR, however,
should consider the behavior of a herpes virus, where, once infected, the animal
remains infected for life. The indexes found (P <0.001) of positive prevalence
ranged from 85.0% to 51.6%. We conclude that these infectious agents act on the
reproduction of each property, varying according to the flow of the animals, animal
concentration and sanitary aspects. And that the implementation of a health
program based on the serological diagnosis is feasible and possible to be
incorporated into the routine of the properties. For the BVD to identify the presence
of Pl animals is fundamental to maintain the health of the herd.

Keywords: serology; health ; infectious agents.
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CAPITULO |
1 INTRODUCAO

A crescente demanda mundial por alimentos seguros e produzidos de
forma sustentdvel tem direcionado a evolugdo da pecudria nacional. A
agropecuaria foi o setor do pais que mais cresceu nos ultimos anos. Com um
aumento de 1,8% em relacdo a 2014, na média, o PIB do setor cresceu 3,6%,
enquanto que o crescimento geral do PIB do pais foi de 2,7% no periodo
compreendido entre 2014 e 2015 (IBGE, 2015).

O estado de Minas Gerais é considerado o maior produtor de leite do Brasil
com 9,37 bilhdes de litros produzidos, 0 que corresponde a 26,6% da produgao
nacional (IBGE, 2014). A regido estudada pertence a uma grande bacia leiteira do
Sul de Minas Gerais, que contribui juntamente com a regido sudeste com
aproximadamente 18% da producao do estado (IBGE, 2014) e consequentemente
a acao dos agentes infecciosos, pode impactar significativamente na economia da
regiao.

A ineficiéncia reprodutiva pode ter efeitos prejudiciais sobre o sucesso
econdmico em propriedades de rebanhos leiteiros. Os prejuizos sdo acarretados
por aumento dos dias em aberto (intervalo do ultimo parto a nova concepcéo),
resultando num maior intervalo de partos e um maior periodo entre dois picos de
lactagdo consecutivos. Os prejuizos podem ser medidos por cada dia em aberto
que o animal permanece no sistema apds os 60 dias pds-parto.

Em sistema de producéo a pasto, as fémeas néo gestantes permanecem
consumindo e, muitas vezes os prejuizos passam despercebidos (WHITLOCK et
al., 2008). Causas potenciais de infertilidade de bovinos incluem falhas na ovulagéo
ou fertilizacdo, morte embrionaria e perda fetal. As etiologias das perdas de
gestacdao em vacas podem ser divididas em duas categorias: infecciosas ou néao
infecciosas.

Entre o0s principais agentes infecciosos responsaveis por falhas
reprodutivas em bovinos estdo: Neospora caninum, Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1,
relacionado a rinotraqueite infecciosa bovina - IBR) e Bovine viral diarrhea virus

(BVDv). Que causam infertilidade temporaria, retorno ao cio, mortalidade
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embrionaria ou fetal, nascimento de bezerros fracos, rinotraqueite, abortos no terco
final da gestacdo entre outras.

O sistema adotado na maioria dos rebanhos leiteiros, ndo possui controle
de entrada de animais, controle de fluxo de animais, quarentena, tendo limitacoes
para realizar exames e ainda contato com a fauna selvagem. Portanto, favorece a
disseminacao de agentes infecciosos dentro dos rebanhos e sdo raras as
propriedades onde n&o existem soroprevaléncia por alguns destes agentes.

Pelo valor individual de cada gestacao e facilidade de disseminacdo dos
patdégenos, além de programas eficientes de imunizagdo, o monitoramento da
prevaléncia dos agentes é muito importante, para que as estratégias de controle
sejam devidamente concebidas, implantadas e monitoradas.

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Neospora Caninum

Neospora caninum €& um protozoario intracelular, que acomete varias
espécies, desde canideos domésticos e selvagens, bovinos, equideos
(ANDREOTTI, 2010), até caprinos (DUBEY, 2003; VARASCHIN et al., 2012;
MESQUITA et al., 2013). Este protozoario possui um eficiente poder de
disseminacéao dentro do rebanho, chegando até 90% dos individuos (DUBEY et al.,
2006).

Pertencente ao filo Apicomplexa, se assemelha ao Toxoplasma gondii,
porém apresenta diferencas estruturais e antigénicas (DUBEY et al., 1988). Antes
de ser isolado pela primeira vez em cées com encefalomielite por Dubey et al.
(1988), era confundido com T. gondii. Os Taquizoitos sdo cistos contendo
bradizoitos e oocistos, que sdo os estagios infectantes da N. caninum (DUBEY e
LINDSAY, 1996; McALLISTER et al., 1998; LINDSAY et al., 1999). Os cistos
possuem seletividade pelo sistema nervoso central (SNC), os taquizoitos ja foram
localizados em células de diversos érgaos de animais infectados.

A neosporose, figura hoje como uma das principais causas de perdas
gestacionais em bovinos de todo o mundo, causando prejuizos econémicos na
pecuaria de corte e de leite (DUBEY e LINDSAY, 1996). A permanéncia de animais
infectados tem sido estudada em diversos paises da América do Norte, Europa,
Asia, Africa e Oceania (DUBEY, 1999). Na América do Sul foram notificados
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rebanhos positivos na Argentina, Brasil, Chile, Paraguai, Peru, Uruguai e
Venezuela (MOORE, 2005). A prevaléncia de anticorpos anti - N. caninum pode ser
muito alta, atingindo até a 100% em certos rebanhos (DUBEY; SCHARES, 2006).

Segundo Davison et al., 1999, a infeccao vertical ou congénita, onde a mae
contamina o feto via transplacentéria, é eleita a principal fonte de transmisséo para
os bovinos, enquanto que na horizontal a contaminagdo se da pela ingestao de
oocistos esporulados no ambiente, sendo considerada segunda forma infeccao
(DUBEY, 1999). Varios estudos tém buscado pontuar os fatores de risco que
envolvem a contamina¢do dos bovinos pelo N. caninum. Dentre eles estdo os
relacionados ao manejo, a idade dos bovinos e a presenga de hospedeiros
definitivos na propriedade (CORBELLINI et al., 2006).

Alguns lugares no mundo computam perdas econémicas da ordem de 35
milhées de ddlares por ano, como é o caso da Califérnia. Podendo chegar a 85
milhdes para a industria leiteira e 25 milhdes de dolares para a producéo de carne
por ano na Australia (ANDERSON et al.,, 2000). No Brasil, a N. caninum foi
identificada a partir de 1999, em fetos abortados e através de levantamentos
sorologicos de bovinos e caes de diferentes estados. Estudos recentes calculam
perda anual de forma direta e indireta, 51,3 milhdes na pecuéria leiteira e 101,0
milhdes de dolares no setor de corte (REICHEL et al., 2013).

Os hospedeiros definitivos para N. caninum sao os caes (Cani familiaris)
Mcallister et al., 1998; o coiote (Canis latrans) Gondin et al., 2004; o dingo
australiano (Canis lupus dingo) King et al., 2010 e o lobo-cinzento (Canis lupus)
Dubey et al., 2011. O cao e o coiote sdo o0s Unicos hospedeiros definitivos, no qual
ocorre o desenvolvimento sexual do protozoério resultando na contaminagao do
ambiente pela eliminacdo de oocistos nas fezes (GONDIM et al., 2004).

O ciclo de vida é composto por trés estagios: bradizoitos, taquizoitos e
esporozoitos. Os taquizoitos e bradizoitos sdo encontrados nos hospedeiros
intermedidrios, que ao ingerirem oocistos esporulados eliminados nas fezes pelo
hospedeiro definitivo, acabam contaminando-se. Em certas ocasiées como prenhez
e imunodeficiéncia, os bradizoitos podem se converter em taquizoitos, que acabam
se proliferando assexuadamente e promovendo a infecgdo fetal ou causando
lesbes nos animais imunossuprimidos. Posteriormente ocorre a liberagcao dos
esporozoitos na luz intestinal, que penetram nas células da parede e passam a ser

chamados de taquizoitos e os outros se transformam em bradizoitos dentro dos
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cistos de parede espessa, onde permanecem latentes em divisdo lenta. Os cistos
sado ovais ou circulares, ficam alojados no SNC, na retina e em outros tecidos
(DUBEY e LINDSAY, 1996; DUBEY, 2003).

Os métodos de diagnéstico da neosporose bovina podem ser realizados
por técnicas que evidenciam a presenga do parasito, como histologia,
imunohistoquimica e amplificacdo dos genes (PCR), ou por técnicas que
identificam a presenca de anticorpos, como reagao de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), métodos imunoenzimaticos (ELISA) e soroaglutinacao (JOURNEL e PITEL,
2001). O abortamento é a principal manifestacdo clinica da neosporose em um
rebanho com vacas infectadas e pode ocorrer entre o terceiro e o0 nono més de
gestacao (ANDERSON et al., 1991; BARR et al., 1991).

O abortamento causado pela neosporose € complexo e pouco
compreendido, para que ocorra, basta um contato da vaca prenhe com o N.
caninum ou a reativacao de protozoarios encistados em tecidos do hospedeiro, que
foram adquiridos em exposigao prévia.

Consequentemente, a parasitemia, ocorre a infeccao da placenta e
posteriormente do feto (DUBEY et al., 2006). A infestacdo do protozoario na
placenta prejudica a oxigenacao do feto e, promove a liberacao de prostaglandinas
e/ou citocinas inflamatérias. O feto reage com a liberagdo de hormdnio
adrenocorticotrofico, que estimula sua expulsdo (DUBEY et al.,, 2006). Varios
tecidos fetais apresentam pontos de necrose, além de encefalite e gliose no SNC,
miosite e miocardite mononuclear (DUBEY e LINDSAY, 1996; WOUDA et al., 1997;
CORBELLINI et al., 2002; SANTOS et al., 2011; VARASCHIN et al., 2012).

Canon-Franco et al. (2003) e Aguiar (2004), em dois estudos realizados em
um mesmo municipio do Estado de Rondénia, encontraram valores de prevaléncia
de 8,3% e 12,6%, respectivamente, para a regido urbana e rural. Estes dados
indicam que no meio rural as fontes de infec¢do para os cdes como ingestdo de
placenta e fetos contaminados, bem como a possibilidade de caga e de ingestao de
cistos teciduais em possiveis hospedeiros intermediarios, parece ser importante na
epidemiologia e manutencdo do N. caninum nesse ambiente. Sendo assim,
devemos evitar ao maximo o contato dos cédes com essas fontes de contagio e
também com os bovinos, realizar exames periodicamente nos animais do rebanho
e de posse dos resultados, indicar o manejo correto desses individuos, visando o

controle e erradicacédo da doenca no rebanho.
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2.2 Herpesvirus Bovino tipo 1

O Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1) pertencente a familia Hespesviridae
e considerado um dos principais patégenos causadores de abortos em bovinos
(KUNRATH et al., 2004). O Herpesvirus bovino tipo 1, pode ser dividido em trés
gendtipos diferentes: Sendo o BoHV-1.1, associado a doencas respiratérias como a
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e casos de aborto, o BoHV-1.2a, causa
manifestacdes clinicas no trato genital, como a Vulvovaginite Pustular Infecciosa
(VPI), Balanopostite Pustular Infecciosa (BPI), aborto e infecgbes no trato
respiratério e por ultimo temos o BoHV-1.2b incomum no Brasil, porém provoca
todos os sinais que os demais, exceto aborto at¢é o momento (FRANCO e
ROECHE, 2007).

Desse modo, tanto a forma respiratéria quanto a genital do HVB tipo 1
podem causar abortos e morte fetal. Outra espécie distinta de Herpesvirus Bovino
€ o tipo BoHV - 5, apontado como principal agente nos casos fatais de
meningoencefalite em bovinos jovens (OLDONI et al.,2004). De acordo com Oldoni
et al., (2004), o BoHV - 5 é geneticamente e antigenicamente relacionado com o
BVH-1, contudo algumas diferencas antigénicas séo detectadas entre as proteinas
de envelope destes virus (glicoproteinas C). Mesmo com as diferencas e técnicas
sorologicas tradicionais, a maioria dos anticorpos monoclonais sdo incapazes de

distinguir entre os virus BoHV-1 e BoHV-5.

Uma caracteristica relevante para todos os herpesvirus é a capacidade de
permanecer latente, por tempo indeterminado em seu hospedeiro apds a infecgao.
Os locais de laténcia dependem do tipo do herpesvirus e espécie animal
acometida. Na subfamilia Alphaherpesviridae a laténcia ocorre nos ganglios
(THIRE; DUBUISSON; PASTORET, 1986), durante esse periodo ndo ha
sintetizagdo de proteinas virais, podendo ocorrer um decréscimo na titulagdo de
anticorpos neutralizantes (ACKERMANN; PETERHANS; WYLER, 1982). Ja4 na
reativacdo o BoHV-1, o virus transportado dos ganglios periféricos através dos
nervos para o foco primario da infecgdo, havendo assim, a replicacao e eliminagao
viral (DENNET; BARASA; JOHNSON,1976).
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Em vacas gestantes, ao entrar em contato com as mucosas respiratoria ou
genital, o virus da inicio ao processo de multiplicacao e disseminacao por meio dos
leucdcitos infectados. Atingindo a caruncula uterina, o virus ultrapassa o trofoblasto
e chega ao intersticio da vilosidade, onde infecta o endotélio e mesénquima
(SCHLAFER; MILLER, 2007b). Desta forma, o aborto pode ocorrer tanto pela
exposicao inicial ao virus, quanto pela reativacdo do virus latente ou pela
vacinagao de vacas prenhes com vacina de virus vivo (CROOK et al., 2012).

Os indices de aborto pelo BoHV-1 podem chegar a 25% no rebanho, que
sdo causados por lesdes necréticas no feto e na placenta, provocando extensas
lesbes vasculares, pulmonares, hepéticas e nervosas. O aborto ocorre entre 3 e 6
semanas apos a infeccao e a expulsao do feto por volta de 3 a 5 dias apds a morte
fetal (WOUTERS, 2006). Geralmente as lesbes macroscépicas estdo ausentes ou
mascaradas pela autdlise e quando visiveis incluem focos de 1-3 mm sob a
capsula do figado e raramente sob a superficie do pulmao, podem ser encontrados
focos de hemorragia peri-renal e na juncao corticomedular do rim (SCHLAFER,;
MILLER, 2007b).

As lesbes microscopicas ocorrem na forma de necrose em varios tecidos,
sendo mais evidentes no figado (CROOK et al., 2012; KENNEDY; RICHARDS,
1964). Também pode ocorrer uma proliferacéo de reticuldcitos na regiao portal do
figado (KENNEDY; RICHARDS, 1964), infiltrados de linfocitos e plasmaocitos
circundando as areas de necrose sao descritos (CROOK et al., 2012), outros
orgaos acometidos sdo o baco, timo (KENNEDY; RICHARDS, 1964), linfonodos
(ANTONIASSI et al, 2007; KENNEDY; RICHARDS, 1964), rim, placenta
(ANTONIASSI et al., 2007) e pulmado (ANTONIASSI et al., 2007; CROOK et al.,
2012). Segundo Crook et al. (2012) lesdes placentdarias nem sempre estao
presentes.

A doenca causada pelo BoHV-5 ¢é caracterizada como uma
meningoencefalite ndo purulenta que afeta normalmente bovinos jovens (animais
até oito meses de idade) (SCHUDEL et al., 1986; RISSI et al., 2007), mas pode
também acometer, ocasionalmente, animais mais velhos, provocando uma doenca
de baixa morbidade e alta mortalidade (D’ARCE et al., 2002).
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Bovinos de todas as idades e ragas sao susceptiveis a infeccdo pelo
BoHV-1, no entanto, geralmente manifesta-se em animais acima de seis meses de
idade e isto deve-se, provavelmente, a presenca de anticorpos maternos em
animais mais novos, podendo atenuar a gravidade da infeccdo (DONKERSGOED e
BABIUK, 1991). Surtos de IBR sd@o mais frequentemente observados em animais
jovens e geralmente associados a situagcdes de estresse e aglomeracao de
animais, incluindo eventos de transporte e confinamento (RIET-CORREA et al.,
1996). O curso da doenca é rapido e com recuperacao clinica em até dez dias,
quando n&o acometidos por infecgdes bacterianas secundarias graves ou outras
infecgbes virais associadas (ENGELS e ACKERMANN, 1996; PIDONE et al.,
1999).

Segundo estudos realizados por Boelaert et al. (2005) e Woodbine et al.
(2009) em plantéis ingleses, algumas caracteristicas como o constante ingresso de
bovinos de diferentes origens, a presenga de animais mais velhos, a aptidao leiteira
e 0 maior numero de cabecas por rebanho sao fatores de risco para a ocorréncia
de BoHV-1.

O diagnéstico clinico nos disturbios reprodutivos € quase impossivel,
devendo ser diferenciado de outras causas infecciosas ou nao infecciosas. O
diagnostico laboratorial pode ser realizado por técnicas sorolégicas como a de
soroneutralizacdo e os ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Contudo, estes testes
nao permitem identificar animais portadores do virus em estagio de laténcia,
podendo os mesmos apresentar baixa titulacao de anticorpos. Também €& possivel
diferenciar titulos oriundos de infeccdo por exposicdo vacinal ou natural
(TAKIUCHI; ALFIERI, 2001).

Por isso, técnicas com maior especificidade tém sido utilizadas, como a
PCR que possibilita a detecgéo de particulas virais ndo infectantes no exame ante-
mortem (HAYDEN et al., 1991) e a imuno-histoquimica utilizada quando os tecidos
fetais estdo disponiveis. Recentemente Oldoni et al. (2004) desenvolveram
anticorpos monoclonais para marcacdo imuno-histoquimica, que reagem
especificamente com BoHV-5 e alguns com marcacao cruzada para BoHV-1, como
por exemplo, os clones 4E4, tornando-se importante para o diagnéstico do

herpesvirus bovino.
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2.2.1 Controle e Prevencgao

De acordo com Radostits et al. (2007), acbes como manejo sanitario e
nutricional adequados, desinfeccao periddica das instalagdes, controle de pragas e
imunizacdo dos animais, dificultam a disseminacdo viral dentro do rebanho. A
vacinacao é recomendada em locais onde a infec¢ao por herpesvirus € endémica e
em propriedades onde haja condi¢des favoraveis para a transmissao viral. Nesses
casos, a erradicacao da enfermidade € economicamente inviavel, devido ao alto
custo envolvido no descarte de animais, e diante desse cenario a imunizagdo dos
animais torna-se uma maneira eficaz de diminuir as perdas econémicas advindas
da manifestacao clinica da doenca (PATEL, 2005).

No Brasil, a imunizacdo é permitida apenas com vacinas inativas (DEL
FAVA, 2001). As vacinas inativadas sao capazes de minimizar a manifestacao dos
sinais clinicos e reduzir a excregao viral, entretanto ndo foram efetivas na
prevengao da primoinfeccao em bezerros amamentados com o colostro de vacas
imunizadas durante a gestacdo (MOREIRA et al., 2001). Segundo Silva et al.
(2007), ha necessidade de reavaliacao dos critérios para o licenciamento e a
importagdo de vacinas contra BoHV-1, ja que as seis vacinas comerciais testadas
no estudo falharam ao induzir uma resposta imunolégica adequada.

Cilento et al. (2011) produziu uma vacina inativada contra BoHV-1 que
induziu niveis de anticorpos de moderados a altos tanto na mucosa quanto no
compartimento sistémico. Weiss et al. (2010) testou a vacinagao intravaginal, que
se mostrou efetiva na reducdo da severidade e na duracdo da sintomatologia
clinica, bem como no periodo de excregado viral apdés o desafio. As vacinas
recombinantes podem ser uma alternativa em locais que precisam diminuir a
ocorréncia da infecgao para, posterior erradicacdo do agente viral.

Esse tipo de imunégeno permite a diferenciacao entre cepas vacinais e nao
vacinais, através de um teste ELISA que diagnosticardo anticorpos contra uma
glicoproteina presentes somente nos isolados de campo. Franco (2002)
desenvolveu uma vacina recombinante (gE) que apresentou atenuacéo,
imunogenicidade e efeito protetor frente ao desafio com virus homdlogo. No
entanto, esse tipo de vacina necessita de estudos mais aprimorados.

Antes de propor um esquema de vacinag¢ao os veterinarios devem levar em

consideracao alguns fatores, como andlise de custo financeiro, levando-se em
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conta o preco cobrado pelo produto biol6gico, os custos relativos ao manejo,
diagnostico diferencial excluindo outros agentes de problemas reprodutivos no
rebanho e por ultimo uma avaliacao rigorosa do manejo implementado no rebanho,
de forma a minimizar o estresse e a evitar a expressao de herpesvirus latentes. O
estresse serd sempre um complicador, e a utilizagdo apenas de vacinas pode nao
contornar determinadas situagbes de surtos causados por herpesvirus (MELO,
2012; UnB, Brasilia; informagéo pessoal).

Melo et al. (2004) observaram coinfec¢des por BoHV-1, virus da diarreia
bovina a virus (BVDV) e Neospora caninum. A porcentagem de amostras positivas
foi de 4,41% para N. caninum/BoHV-1, 23,1 1% para BoHV-1/VBVD e 8,41% para
N. caninum/BoHV-1/BVDV. Esses resultados demonstraram a dificuldade para a
tomada de decisdo em relacdo ao diagndstico correto para os agentes abortivos
dos animais, pois, quando isso € realizado de forma errada, acarretam em
prejuizos ao produtor. Contudo, a eficiéncia de produtos bioldgicos geralmente é
questionada, quando, muitas vezes, esses sdao mal prescritos ou mal
administrados. Por fim, observou-se neste trabalho que as vacas continuaram a
abortando mesmo depois de terem sido vacinadas contra BVDV e BoHV-1, quando

esses rebanhos apresentavam altos titulos para N. caninum (FINO, et al., 2012).

2.3 Virus da diarreia viral bovina (BVDv)

Em 1946 Olafson e seus colaboradores nos Estados Unidos e Childs no
Canadd, descreveram simultaneamente uma enfermidade diarreica com alta
morbidade, baixa mortalidade e de etiologia ndo definida. Pela grave leucopenia
observada nos animais afetados, concluiram que se tratava de enfermidade com
etiologia viral e assim foi denominada de Diarreia Viral Bovina (RAMSEY;
CHIVERS, 1953). Algum tempo depois eles descreveram uma doencga idéntica,
porém mais grave, onde foram observadas lesGes ulcerativas nas mucosas e
diarreia com fezes aquosas, as vezes sanguinolentas, que acabou recebendo o
nome de Doenca das Mucosas (DM), as lesdes do trato gastrointestinal verificadas
na DM s&o muito mais graves do que as observadas na BVD.

A DM afeta apenas alguns animais do rebanho, apresentando indices mais
elevados de casos fatais (RAMSEY; CHIVERS, 1953). No inicio da década de

1960, estudos realizados por Gillespie et al., (1960), demonstraram que os agentes
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virais isolados de animais com a BVD e DM eram os mesmos com pequenas
alteracdes. Este agente etioldgico foi nomeado como Virus da Diarreia Viral Bovina
/ Doenca das mucosas (GOENS, 2002). Ainda na década de 1960 foi demonstrado
que o BVDv estava antigenicamente relacionado com o virus da peste suina
classica (CSFV — “Classical Swine Fever Virus”) e a doenca das Fronteiras (BDV —
“Border Disease Virus”) em ovinos também estava relacionado com o BVD e CSFV
(PLANT et al., 1973), esse grupo de viroses foi denominado de Pestivirus
(HORZINEK, 1973).

Depois da descoberta do complexo BVD / DM, a investigagcdo sobre a

patogenia levou a estudos com infec¢coes experimentais em vacas prenhes e
bezerros. Em virtude desses experimentos, abortos e disturbios teratogénicos
foram encontrados e associados a infecgdes intrauterinas com o BVD
(MALMQUIST, 1968). Esses experimentos também proporcionaram a descoberta
de que bezerros infectados ainda no Utero nasciam fracos e com sobrevida de
alguns meses, apresentando sintomatologia crénica, ja conhecida como DM.
Esses animais foram identificados como persistentemente infectados (Pl) com o
BVD, alguns pesquisadores acreditavam que animais PI, tinham uma deficiéncia
imunolégica que ndo os faziam produzir anticorpos detectaveis contra o virus
(JOHNSON e MUSCOPLAT, 1973).

Logo constataram que a imunodeficiéncia estava so relacionada com o BVD,
por que 0os mesmos animais foram capazes de produzir anticorpos para outros
agentes infecciosos, tais como o virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina,
Parainfluenza 3 e a Pasteurella hemolytica (McCLURKIN et al., 1984). Em 2001 a
Organizagédo Mundial da Saude Animal (OIE) adicionou a BVD, a sua lista de
doencgas, tanto devido a sua propagacdo em nivel internacional como a sua
importéncia para o comércio de animais, demonstrando um forte sinal que a BVD
estava se tornando uma prioridade internacional (LINDBERG et al., 2006).

A alta frequéncia de mutacgbes, a propensao a recombinacao e a pressao
seletiva pela resposta imune, estimulada por infec¢gées naturais ou por vacinacao,
tem levado ao surgimento de uma grande variedade de variantes genéticas e
antigénicas do BVD. Essas variagdes permitem classifica-los em dois genétipos:
BVDV-1, associado as formas classicas da diarreia viral bovina / doenca das
mucosas e que representam a maioria dos virus vacinais e das estirpes referéncia,

e BVDV-2 que foram inicialmente identificados em surtos de BVD aguda severa e
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doenga hemorragica na América do Norte (PELLERIN et al., 1994). Todos os
pestivirus sdo antigenicamente relacionados, embora a reatividade soroldgica
cruzada entre as espécies BVDV-1 e BVDV-2, seja baixa, e isto apresenta
implicagbes importantes para o diagnéstico e eficacia de vacinas (RIDPATH e
FLORES, 2007).

O virus entra no organismo pelas vias digestivas e aéreas ou através de
mucosas do aparelho reprodutor (LIEBERMAN, 1988), o epitélio do trato
respiratorio superior é porta de entrada preferencial do virus, orofaringe e o tecido
linféide regional parecem ser os sitios primarios de replicagdo apds a infecgéao oro-
nasal (RIDPATH e FLORES, 2007). As manifestacbes sdo agrupadas em trés
formas principais: aguda leve (gastroentérica e respiratoria), aguda severa
(gastroentérica, respiratoria e hemorragica) e doenga das mucosas (RIDPATH e
FLORES, 2007). De acordo com Evermann e Barrington (2005), 70 a 90% das
infeccbes sdo em animais imunocompetentes e soronegativos.

A forma aguda leve é definida pelas manifestacbes clinicas, em bovinos
imunocompetentes que nao Pl (LIEBLER-TENORIO, 2005). Onde os animais
apresentam inapeténcia, depressdo, febre, diarreia, leucopenia transitéria e a
duragao dependem do tempo de viremia, viruléncia do virus infectante e presenca
de infeccoes secundéarias (RADOSTITS et al., 2000). A doenga é auto limitante e
transitéria, leve ou por vezes inaparente, com alta morbidade 30 a 90% e
mortalidade muito baixa ou ausente (FLORES et al., 2005; OIE 2008).

Na forma aguda severa, a pneumonia é a doenga mais frequente
(RADOSTITS et al., 2000), nas infeccbes severas podem ocorrer a sindrome
hemorragica, diarreia sanguinolenta, hemorragias nas superficies mucosas da boca
e vulva, hifema, pirexia (41-42°C), desidratacao, leucopenia e morte (GROOMS et
al., 2006). Acreditava-se que o BVDV 2 era o mais patogénico, mas hoje sabemos
que ambos causam infecgdes agudas severas (HOUE, 2003). Em muitos rebanhos
onde a infeccdo é endémica, falhas reprodutivas representam os sinais mais
evidentes e em alguns casos os unicos da presenca da doenca (BAKER, 1995).

Apo6s contaminagao das fémeas prenhes, o virus € capaz de atravessar a
placenta e infectar o feto e suas consequéncias serdo determinadas pela fase em
gue a gestagao se encontra (FLORES et al., 2005; KAHN, 2007), biétipo (CP/NCP)
e estirpe do virus (FLORES et al.,, 2005; LIEBLER-TENORIO, 2005). Quando

ocorre a primo infeccdo em novilhas logo apds inseminacao artificial ou monta



24

natural, acontece queda nas taxas de concepg¢ao ocasionada pela dificuldade de
fixacdo do embrido ao Utero, ou mesmo que haja fixacdo pode haver morte
embrionaria, perda precoce de gestacao com o embrido reabsorvido (EVERMANN;
BARRINGTON, 2005).

Fémeas nao imunes podem ter o feto invadido dependendo da fase de
desenvolvimento pode ocorrer atraso no crescimento fetal, morte fetal, abortos, ma
formacédo no sistema nervoso central, deficiéncias oculares, ou entdo o nascimento
bezerros infectados para toda a vida chamados Pl (ANDREWS et al., 2004;
FULTON et al., 2003; GROOMS et al., 2006, LIEBLER-TENORIO, 2005). O feto
contaminado no ultimo terco de gestacdo (apés os 150 dias) tem resposta
imunoldgica e eliminagdo do virus pelo feto (BROCK, 2004; OIE, 2008), o animal
nasce portador de anticorpos, mas livre do virus. Vacas prenhes ao contrair o virus
com uma cepa hao citopatogénica antes da formacao do sistema imune, entre 45 a
125 dias de gestagéo, podem originar bezerros PI.

O feto ndo desenvolve anticorpos contra o virus e ainda o reconhece como
parte do seu organismo, esses bezerros aparentemente saudaveis sao na verdade
uma grande fonte de infeccao para o rebanho, despejando diariamente grandes
quantidades do virus em secrecoes e excrecdes no ambiente (DEREGT; LOEWEN,
1995; FLORES, 2003; KAHN, 2007). Por isso os animais PI ficam susceptiveis a
contrairem outras doencas, como a doenca das mucosas se forem acometidos
simultaneamente por cepa citopatogénica homéloga (FLORES et al., 2005; KAHN,
2007), possuem tempo de vida reduzido e estimado entre 6 meses até 2 anos de
idade no maximo.

Dados demonstram mortalidade superior a 50% nos 12 primeiros meses de
vida e menos de 10% das novilhas Pl chegam a fase reprodutiva (GROOMS et al.,
2006; LIEBLER-TENORIO, 2005). J&4 a doenca das mucosas € tida como uma
enfermidade gastroentérica fatal, desencadeada apds um animal Pl sofrer infec¢ao
concomitante com BVDV- CP antigenicamente semelhante.

O BVDV-CP geralmente se origina do BVDV-NCP do préprio animal através
de mutacdes, assim os animais que desenvolverem a DM, possuiram os dois virus
(NCP e CP) estdo presentes (RIDPATH; FLORES, 2007). Alguns pesquisadores
falam que a prevaléncia dos bovinos Pl atinge entre 0,5% e 2% da populacao geral
de bovinos (FLORES et al., 2005; GROOMS et al., 2006; HOUE, 1999; OIE, 2008).
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A vasta gama de sinais clinicos ndo patognoménicos, presentes em outras
doencas infecciosas e parasitarias dificulta o diagnostico definitivo da BVD
(SANDVIK, 1999).

Os métodos diagnosticos sao classificados em indiretos, quando pesquisam
anticorpos contra o virus e diretos quando a deteccdo € do virus, antigenos ou
acidos nucléicos virais (RIDPATH e FLORES, 2007). O teste indireto geralmente é
feito pela técnica de virusneutralizagdo (VN) ou ELISA “(enzyme-linked
immunosorbent assay”) indireto. Segundo Schuch (2006), animais infectados
recentemente soroconvertem em 14-20 dias apds a deteccgdo inicial, assim sao

necessarias amostras pareadas para confirmagao.

3 TECNICA DE ELISA INDIRETO

O teste de ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) se baseia em
reacOes antigeno-anticorpo detectaveis através de reacdes enzimaticas, que atuam
sobre substrato cromoégeno revelando o resultado do teste por alteracdo na
coloragdo da solugdo. A enzima mais comumente utilizada nestas provas é a
peroxidase, que catalisa a reacdo de desdobramento da agua oxigenada (H202)
em H20 mais O2.

O resultado pode ser lido de maneira subjetiva por comparacao da coloragéao
das amostras com os padrbes positivos e negativos previamente definidos, ou de
maneira objetiva através dos padrdes de absorbancia dos feixes de luz que cruzam
a solucao em leitoras adaptadas. O ELISA ¢ utilizado para a detecgédo de pequenas
quantidades de antigenos/anticorpos, que geralmente ndo séo detectaveis pelos
métodos convencionais. Tem como caracteristica a alta sensibilidade e
especificidade, e rapidez na sua execug¢do. O que permite o estudo de grandes
populagcdes em curto espaco de tempo, e em laboratérios de rotina (ENGVAL e
PERLMANN, 1971).

Existem véarios modelos de testes de ELISA, em sua forma mais simples
chamada ELISA indireto, um antigeno aderido a um suporte sélido (placa de
ELISA) é preparado, a seguir coloca-se sobre este os soros em teste, na busca de
anticorpos contra o antigeno. Se houver anticorpos no soro em teste ocorrera a
formacdo da ligacao antigeno-anticorpo, que posteriormente é detectado pela

adicao de um segundo anticorpo dirigido contra imunoglobulinas da espécie onde
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se busca detectar os anticorpos do animal, a qual é ligada a peroxidase. Este
anticorpo anti-IgG, ligado a enzima denomina-se conjugado. Ao adicionar-se o
substrato apropriado para a enzima (isto €, H202 dissolvida em uma substancia
quimica que da uma reacao colorida quando H202 é desdobrada). No orificio onde
ocorreu a reagao antigeno-anticorpo apresentam uma coloragdo variavel
dependendo do substrato (INFOESCOLA, 2015).

O método de direto ou captura, € indicado para identificagdo de antigenos, e
este antigeno fica entre dois anticorpos. Assim, um anticorpo primario especifico ao
antigeno é adsorvido no pog¢o da microplaca, em seguida o antigeno na solugao
problema € adicionado. Depois 0 segundo anticorpo especifico ao antigeno é
marcado com uma enzima e adicionado, estd enzima que reage com o substrato
fazendo com que o cromégeno mude de cor. A presenga de cor nos pogos indica a
presenca do antigeno, e os po¢os que ndo mudarem de cor indica a auséncia do
antigeno em questao (INFOESCOLA, 2015).

O teste de ELISA direto identifica a proteina viral, apresentando como
vantagem a conclusao dos resultados em poucas horas, mas a dependéncia de kits
comerciais importados gera problemas relacionados ao custo e disponibilidade do
produto em tempo (PILZ et al., 2005). As amostras de eleicdo sdo o soro e bidpsia
de pele do animal (DUBOVI, 2013). A desvantagem do teste, dependente do
antigeno ser capturado por um anticorpo monoclonal especifico, anticorpos
policlonais contra o virus que estdao na amostra teste, podem bloquear a deteccao
do antigeno. Contudo, a possibilidade de falsos negativos deve ser sempre motivo
de preocupacao (DUBOVI, 2013).
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Resumo- O experimento foi conduzido com objetivo de avaliar o comportamento de
doengas endémicas, que afetam a sanidade dos rebanhos leiteiros, influenciando
diretamente nos resultados produtivos e reprodutivos dos animais. Foram avaliadas
amostras sanguineas de 216 animais para BoHV-1 Ac, BVD Ac, BVD Ag e
Neospora Caninum Ac, oriundos de 3 propriedades do Sul de Minas Gerais, que
pertenciam as ragas Holandés, Jersey e Girolando. Os animais foram separados e
distribuidos em grupos de acordo com a categoria, idade, dias em aberto e
resultado da titulacdo dos testes. Com intuito de identificar a prevaléncia desses
patdégenos nas propriedades estudadas, a atividade destes agentes foi monitorada
pela sorologia individual dos animais. Para o virus da BVD 38,4% dos animais
foram positivos, demonstrando efeito significativo (P<0,0001) de propriedade, com
variacdo da atividade viral desde valores altos como 58% e 44,8% até 9,7%.
Pesquisando por fragmentos virais (antigeno), o que demonstra a presenca do
virus da BVD, apenas um animal proveniente da propriedade com maior incidéncia
de sorologias positivas foi diagnosticado positivo. Este animal foi posteriormente
confirmado como permanentemente infectado (Pl), condicdo em que o sistema
imunoldgico identifica o virus como particula do proprio organismo, servindo de
fonte de transmissdo para o rebanho. Para o protozoario Neospora Caninum,
27,3% dos animais foram soropositivos e, novamente o efeito de propriedade
(P<0,01) revelou maiores prevaléncias (35% e 40%) nas mesmas propriedades
com altos indices para BVD. A interpretacado dos resultados obtidos para IBR, no
entanto, devemos considerar o comportamento de um herpes virus, onde, uma vez
infectado, o animal permanece assim por toda a vida. Os indices encontrados
(P<0,001) de prevaléncias positivas variaram com resultados entre 85,0% a 51,6%.
Concluimos que esses agentes infecciosos atuam na reprodugdo de cada
propriedade, variando de acordo com o fluxo dos animais, concentragcao de animais
e aspectos sanitérios. E que a implantacdo de um programa sanitario baseado no
diagnéstico sorologico é viavel e também possivel de ser incorporado na rotina das
propriedades. Para a BVD identificar a presenca de animais Pl € fundamental para
manter a saude do rebanho.

Termos para indexagao: sorologia, sanidade, agentes Infecciosos
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Activity of pathogens causing BVD, Neosporosis and IBR in dairy herds

Abstract- The experiment was conducted with the objective of evaluating the
behavior of endemic diseases, which affect the sanity of dairy herds, directly
influencing the productive and reproductive results of the animals. Blood samples of
216 animals were evaluated for BoHV-1 Ac, BVD Ac, BVD Ag and Neospora
Caninum Ac, from 3 properties of the southern Minas Gerais, which belonged to the
Dutch, Jersey and Girolando breeds. The animals were separated and distributed
into groups according to the category, age, open days and test titration result. In
order to identify the prevalence of these pathogens in the studied properties, the
activity of these agents was monitored by the individual serology of the animals. For
the BVD virus, 38.4% of the animals were positive, showing a significant effect (P
<0.0001), with variation in viral activity ranging from 58% and 44.8% to 9.7%.
Searching for viral fragments (antigen), which demonstrates the presence of the
BVD virus, only 1 animal from the property with a higher incidence of positive
serologies was diagnosed positive. This animal was later confirmed as permanently
infected (Pl), a condition in which the immune system identifies the virus as a
particle of the organism itself, serving as a source of transmission for the herd. For
the protozoan Neospora Caninum, 27.3% of the animals were seropositive, and
again the property effect (P <0.01) showed higher prevalences (35% and 40%) in
the same properties with high BVD indexes. The interpretation of the results
obtained for IBR, however, should consider the behavior of a herpes virus, where,
once infected, the animal remains infected for life. The indexes found (P <0.001) of
positive prevalence ranged from 85.0% to 51.6%. We conclude that these infectious
agents act on the reproduction of each property, varying according to the flow of the
animals, animal concentration and sanitary aspects. And that the implementation of
a health program based on the serological diagnosis is feasible and possible to be
incorporated into the routine of the properties. For the BVD to identify the presence
of Pl animals is fundamental to maintain the health of the herd.

Index terms: serology, health, infectious agents
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Introducao

A crescente demanda mundial por alimentos seguros e produzidos de
forma sustentavel tem direcionado a evolucdo da pecudria nacional. A
agropecuaria foi o setor do pais que mais cresceu nos ultimos anos. Com um
aumento de 1,8% em relacdo a 2014, na média, o PIB do setor cresceu 3,6%,
enquanto que o crescimento geral do PIB do pais foi de 2,7% no periodo
compreendido entre 2014 e 2015 (IBGE, 2015). O estado de Minas Gerais €
considerado o maior produtor de leite do Brasil, com aproximadamente 26,6% da
producédo nacional (IBGE, 2015).

Os indices reprodutivos de rebanhos leiteiros afetam diretamente o
sucesso econémico das propriedades. O numero de dias em aberto € medido pelo
intervalo do ultimo parto a nova concepgao e a elevacao deste indicador pode ser
melhor visualizado por um aumento no periodo entre partos, além de maior
intervalo de picos de lactacado consecutivos. Os prejuizos podem ser medidos por
cada dia em aberto que o animal permanece no sistema apos os 60 dias pos-parto.
Em sistema de producdo a pasto, as fémeas nado gestantes permanecem
consumindo e, muitas vezes os prejuizos passam desapercebidos (WHITLOCK et
al., 2008).

Falhas na ovulacdo ou fertilizacdo, morte embrionaria precoce, perdas
fetais e abortos estdo entre as principais causas de reducao na fertilidade de
fémeas bovinas. As etiologias relacionadas as perdas gestacionais podem ser
atribuidas aos agentes infecciosos ou causas nao infecciosas (fatores nutricionais,
ambientais, manejo, etc). Dentre os inimeros agentes infecciosos responsaveis por
falhas reprodutivas em bovinos, trés patdogenos se destacam pela extensa
distribuicdo e pela dificuldade no controle por parte das agéncias de sanidade
animal: Neospora caninum, Herpesvirus bovineo tipo 1 (BoHV-1, relacionado a
sindrome da rinotraqueite infecciosa bovina - IBR) e o virus da diarreia bovina
(BVDv). Estes patogenos causam infertilidade temporaria, retorno ao cio,
mortalidade embrionaria ou fetal, nascimento de bezerros fracos, rinotraqueite,
abortos no tergo final da gestacao entre outras. O modelo adotado pelas principais
propriedades leiteiras, favorecendo a disseminag¢do de agentes infecciosos dentro
dos rebanhos sendo raras as propriedades onde ndo existe soroprevaléncia por
alguns destes agentes. Pelo valor individual de cada gestacdo e facilidade de

disseminacao dos patégenos, além de programas eficientes de imunizacdo, o
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monitoramento da prevaléncia dos agentes é muito importante para que as
estratégias de controle sejam devidamente concebidas, implantadas e
monitoradas.

O presente trabalho tem como objetivo, propor um sistema de
monitoramento da prevaléncia das principais doengas reprodutivas, como a BVD,
Neospora e IBR em rebanhos leiteiros, através dos exames soroldgicos

implementados na rotina das fazendas.

Material e Métodos
Rebanhos e Animais

O presente trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) parecer N®17 A/2017. Sendo realizado em 3 rebanhos leiteiros da regiao
sul do estado de Minas gerais, com média de producédo superior a 20 Kg de
leite/dia. No total foram examinados 216 animais, como critério de inclusdo das
propriedades, foi a utilizacdo de racas especializadas (12 Holandés, 22 Jersey e 32
Girolando), cada propriedade possui apenas uma das ragas, além do manejo dos
animais em confinamento, com suplementacdo volumosa e concentrada durante
todo o ano. Nenhuma das propriedades tinha histérico de vacinagéo pelo menos
nos ultimos 12 meses antes da coleta das amostras. Todas as propriedades fazem
uso da biotécnica de inseminacéo artificial e as propriedades do gado Holandés e a
do gado Jersey, ja utilizaram touro de repasse. As informagdes do rebanho, como
categoria (vaca, novilha e bezerra) e ordem de parto dos animais adultos foram

recuperadas em cada uma das propriedades.
Coleta e preparo das amostras

Em cada rebanho, todos os animais acima de 3 meses foram incluidos no
estudo. Amostras sanguineas foram coletadas por pungdo da veia ou artéria
coccidea com uma agulha vacutainer 25x8 mm, utilizando tubos vacuolizados e
heparinizados, armazenadas em embalagens isotérmicas contendo gelo e
mantidas até a chegada ao laboratério de diagnostico. No laboratério, as amostras
passaram pela centrifuga a 600G por 10 min e o plasma recuperado por pipeta

automatica foi armazenado em tubos eppendorff e estocado a -20°C para posterior
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realizacado do teste de ELISA, com a finalidade de pesquisar anticorpos contra os

virus causadores da IBR e da BVD, bem como do protozoario Neospora.

Testes de ELISA (Enzyme Linked Immunono Sorbent Assay)

Todas as amostras foram submetidas ao exame de ELISA para pesquisa de
anticorpos contra os virus da IBR e da BVD, além do protozoario causador da
Neosporose. Para os animais suspeitos de serem persistentemente infectados (PI)
para BVD, foi realizada pesquisa adicional de antigenos para o agente. Os testes
de ELISA foram realizados com os seguintes Kits: IDEXX IBR gB X2, IDEXX BVDV
Total Ab, IDEXX BVDV Ag/Serum Plus, IDEXX Neospora X2, respeitando o
protocolo recomendado pelo fabricante para cada Kit, IDEXX Brasil Laboratérios
Ltda, Sao Paulo, SP.

Os resultados das leituras das placas de ELISA foram expressos pela
relacdo da leitura de densidade éptica da amostra pela leitura do controle positivo (
S/P), sendo esta variavel utilizada nos exames de pesquisa do BVD (Ag e Ac) e
Neospora. De outra forma, o percentual de bloqueio da densidade 6ptica (BO) foi
utilizado para expressar os resultados do teste para anticorpos contra o virus
causador da IBR. Os métodos de calculo destas variaveis (S/P e BO) estao

expressos abaixo:

S/P = (DOa - DOcn) / (DOcp - DOcn);

BO =100 x (DO¢n — DOa) / DOgh;

Sendo:
DOa— densidade Optica da amostra;
DOcp — densidade Optica do controle positivo;
DOcn — densidade éptica do controle negativo.

Depois de realizados os valores de densidade 6ptica lidos nos controles
negativos e positivos foram utilizados para proceder os calculos de validagdo dos
testes, segundo os critérios recomendados pelo fabricante (IDEXX Brasil

Laboratorios Ltda, Sao Paulo, SP).
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Anadlises Estatisticas

As variaveis quantitativas (S/P) das leituras dos exames foram testadas para
a distribuicdo normal utilizando a estatistica de Shapiro Wilk. Variaveis que nao
apresentaram comportamento normal foram transformadas em logaritmos naturais
(Neospora) ou raiz quadrada (BVD). Variaveis qualitativas (BO e Percentual de
positivos) foram testadas pela estatistica de Kruskal Wallis. Em todos os casos o
modelo experimental incluiu o efeito de propriedade, categoria animal, idade e
ordem de parto. O modelo foi testado pelo procedimento estatistico PROC GLM
(SAS Institute Inc. 2011) e as médias dos efeitos significativos foram comparadas
pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Resultado e Discussao
Prevaléncia de Animais Soropositivos dentro de cada Propriedade

A prevaléncia dos agentes infecciosos nas propriedades foi mensurada
através da sorologia que pesquisa imunoglobulinas especificas contra os virus
BVD, IBR e o protozoario Neosporum Caninum. As sorologias que atingiram o
limiar entre = 0,20 e < 0,30 foram considerados suspeitos ou = 0,30 foram positivos
para BVD, para o protozoario Neospora Caninum = 0,30 e < 0,40 foram
considerados suspeitos ou = 0,40 foram positivos, em relacdo a absorbancia pela
amostra (S/P) e para IBR = 0,45 e < 0,55 foram considerados suspeitos ou = 0,55
foram positivos, em relacao ao bloqueio da amostra (BO). Todos esses valores sdo
determinados pelo fabricante do kit utilizado, foram consideradas positivas e o
percentual esta representado tabela 1.

De posse dos dados obtidos apds a implementacao dos exames sorologicos
na rotina das fazendas, chegamos aos seguintes resultados expressos no grafico a
seguir, que representam a agao das doengas nos rebanhos monitorados, figura 1.
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Figura 1: Prevaléncia de animais reagentes positivamente soro sanguineo
individual, submetidos ao teste de ELISA para deteccdo de anticorpos contra o
virus da BVD, IBR e protozoario Neospora Caninum em 3 propriedades no Sul de
Minas Gerais de Setembro de 2014 a Marco de 2015.

Tabela 1: Resultado da pesquisa dos agentes infecciosos BVD, IBR e Neospora

por propriedade.
. % de animais soropositivos
Propriedade n
BVD IBR Neospora
1 Holandés 40 58,0 85,0° 35,02
2 Jersey 145 44,852 85,52 40,02
3 Girolando 31 9,7° 51,6° 11,4°

a5 Indicam diferencas estatisticas (P<0,001) na mesma coluna;
AB Indicam aproximacéo da diferencas estatisticas (P<0,1) na mesma coluna.
Teste de Qui-quadrado.
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Neospora Caninum

Pesquisas tém sido desenvolvidas no Brasil no sentido de relacionar outros
fatores de risco para a infeccao desses agentes nos bovinos, como a desenvolvida
por Guimaraes et al. (2004), associando varidveis como raga, histérico reprodutivo
completo, alimentagdo, além da idade e da presenca de caes nas propriedades
com a soropositividade a anticorpos contra o protozoario Neospora.

Hietala e Thurmond (1999) relataram que os niveis de anticorpos podem
apresentar oscilagbes com a idade, animais entre 13 e 24 meses apresentam baixa
soroprevaléncia em relacdo a outras faixas etarias, e sugeriram que isto ocorre
devido ao declinio de anticorpos em bovinos congenitamente infectados. Em
trabalho realizado por (REGIAO et al., 2006) comparando as faixas etarias dos
bovinos com relacdo a presenga de anticorpos, observou-se que houve diferenca
estatistica (p<0,05) entre as faixas de 0 a 24 meses e de 24 a 48 meses,
apontando maior prevaléncia de bovinos soropositivos com idade entre 24 e 48
meses. Hemphill e Gottstein (2000) na Inglaterra ndo observaram evidéncia no
aumento da soroprevaléncia de acordo com a idade dos bovinos estudados.
Resultado semelhante foi observado por Pitel et al. (2001) na Franca.

No Brasil, Melo et al. (2001), estudando fémeas leiteiras do Estado de Minas
Gerais, também nao observaram diferencas entre as faixas etarias de sete a 18
meses, 19 e 30 meses e fémeas acima de 31 meses, sugerindo haver mesma
exposicao dos animais ao parasito. No presente trabalho, quando comparadas as
faixas etarias, notamos que nao houve diferenca estatistica (P<0,6). Estes dados
corroboram com os obtidos por (HEMPHILL e GOTTSTEIN, 2000); (PITEL et
al.,2001) e (MELO et al., 2001). O descarte e a reposi¢cao de animais do rebanho
também podem interferir nos resultados (ANDERSON et al., 2000).

Na propriedade com rebanho holandés, com um dos maiores percentuais
35% de animais soropositivos, havia histérico de vacinagdo contra Neospora,
porém as vacinag¢des foram realizadas entre os anos de 2008 a 2014 e compra
animais para reposicao. Ja na propriedade com rebanho Jersey, identificamos uma
grande atividade de compra e venda de animais, 0 que explica a concentragdo de
animais positivos, uma vez, que uma parte consideravel foi positiva 40%. E por fim,
a propriedade com rebanho Girolando que possui 11,4% de animais positivos, tem

pouco fluxo de animais de leildo e a maioria do rebanho é crioulo da fazenda. Na
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tabela 2, podemos analisar a média individual de cada propriedade em relacdo a

nota de corte do teste.

Tabela 2: Média da sorologia do protozoario Neospora Caninum, em relagdo da

amostra pela absorbancia.

Propriedade n Neospora-Ac

1 Holandés 40 0,641+0,80°
2 Jersey 145 0,315+0,32°

3 Girolando 31 0,164+0,18°
Valor de P < 0,0014

Kruskal wallis, Tukey

A atividade soroldgica dos animais para Neospora diferiu somente entre as
propriedades (P<0,02) e ndo de acordo com as categorias animais (P<0,6). Na
média geral 27,3% das sorologias foram positivas, segundo metodologia do
fabricante do kit, ndo diferindo entre categorias ou ordem de parto.

Resultado encontrado por (CORBELLINI et. al., 2000) através da
imunoistoquimica, confirma 10% (3/30) dos animais positivos para Neospora na
regiao do Rio Grande do Sul, ficando bem abaixo do obtido nesse trabalho. Melo e
Leite (1999) determinaram pelo teste de Elisa a ocorréncia de 7,7% dos animais
em Minas Gerais, contudo em publicagdo de (MELO, 2001) esse numero ja havia
sido alterado, atingindo 18,7% dos animais. Ragozo et al., (2003), revelou resultado
muito parecido com o do presente trabalho, 29% de animais infectados,
destacando o avang¢o da doencga. Dados interessantes foram obtidos em estados
que circundam Minas Gerais. Trabalho executado por (COSTA et al., 2001) no
estado de Sao Paulo, utilizando a técnica da Reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI), constatou 6,8% de soropositivos. Assim podemos destacar os dados
levantados por (ANDREOTTI et al., 2002), em Sao Paulo 41,6% e Goias 17,4% e
(Munhoz et al., 2002b), 33,6% (Munhoz, 2002a), 23,8%.

Segundo Guedes et al., (2008) em pesquisa na microrregido de Lavras,
identificou para os animais das fazendas, frequéncia média global de 91,2%
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(510/559), em animais de matadouro 97,2% (559/575), nos fetos 12,7% (64/503) e
confirmacéao do protozoario presente em 100% dos rebanhos. Esses valores estao
muito acima dos descritos por todos os autores citados até o momento, inclusive os
valores do presente trabalho. O fato das propriedades possuirem o sistema de
criacées semelhantes, sem duvida, facilita a ingestdo de oocistos favorecendo a
transmissao horizontal dentro do rebanho. Embora esta via seja reconhecida como
uma rota secundaria de infeccdo (DAVISON et al., 1999), como verificado por
(GUEDES et al., 2008; CORBELLINI et al., 2006) em rebanhos leiteiros no Rio
Grande do Sul. A maior frequéncia dos bovinos infectados por Neospora foi
observada nos animais mais velhos, indicando a idade como fator de risco
(SANDERSON et al.,, 2000; GUIMARAES JUNIOR. et al., 2004). Estudos
desenvolvidos em rebanhos Costa Rica (ROMERO et al., 2002) e na Alemanha
(DIUKSTRA et al., 2003), relatam que a taxa de infeccao congénita diminui com o
aumento do numero de gestagdes e idade das vacas, assim como a imunidade
adquirida atenua a possibilidade de recrudescéncia da infec¢ao, reduzindo a taxa

de transmisséo vertical do Neospora Caninum.
Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BoHV- 1)

A prevaléncia das infecgdes por BoHV-1 e BoHV-5, em rebanhos leiteiros no
sul do Estado de Minas Gerais, de um total de 216 animais, 78,7% (170/216) das
amostras foram positivas de acordo com a metodologia do fabricante dos kits, na
figura 1. A atividade soroldgica da IBR nao diferiu (P<0,4) entre as propriedades,
sendo observado apenas efeito significativo (P<0,0001) de categoria.

As vacinas inativadas sao capazes de minimizar a manifestacdo dos sinais
clinicos e reduzir a excregéo viral, entretanto ndo foram efetivas na prevencéo da
primo-infecgdo em bezerros amamentados com o colostro de vacas imunizadas
durante a gestacdo (MOREIRA et al., 2001). Bovinos de todas as idades e ragas
séo susceptiveis a infecgdo pelo BoHV-1, no entanto, ocorre mais comumente em
animais acima de seis meses de idade e isto deve-se, provavelmente, a presenca
de anticorpos maternos em animais mais novos, podendo atenuar a gravidade da
infeccdo (DONKERSGOED e BABIUK, 1991).

Segundo Silva et al. (2007), ha necessidade de reavaliagdo dos critérios

para o licenciamento e a importagdo de vacinas contra BoHV-1, ja que as seis
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vacinas comerciais testadas no estudo falharam ao induzir uma resposta
imunolégica adequada. Contudo, a eficiéncia de produtos bioldgicos geralmente é
questionada, quando sdo mal prescritos ou mal administrados. Estudo feito por
(FINO et al., 2012) evidenciou que as vacas continuaram abortando mesmo depois
de terem sido vacinadas contra BVDV e BoHV-1, quando esses rebanhos
apresentavam altos titulos para N. caninum.

CHAVES et al.,, (2010), em relacdo a faixa etaria, encontraram maior
prevaléncia de animais reagentes de 3 a 7 anos, com 45,76% (n=362) de
positividade e significancia estatistica (P<0.005). Animais na idade adulta sdo mais
comumente afetados pelo virus, pois reflete a idade em que ocorre maior estresse
em funcdo da movimentagcdo dos animais, maior grau de exposicdo ao virus,
provavelmente pela introducdo de bovinos soropositivos nos lotes de producgao,
onde o animal portador esta excretando o virus em suas secrecdes. Os animais em
idade adulta estdo no 4pice das suas atividades produtivas e reprodutivas, sendo
exigidos ao maximo. As faixas etarias menores que trés anos e maiores que sete
anos evidenciaram frequéncias de 9,57% e 5,54%, respectivamente.

O trabalho verificou niveis mais altos de anticorpos foram encontrados nos
animais adultos (90,0+6,8%), quando comparados aqueles em desenvolvimento
(39,6£27,1%). Apesar do percentual médio de bloqueio nao ter diferido entre as
categorias, sendo grande concentracdo nos animais de primeiro e segundo parto
(46,5% e 24,7%).

Tabela 3: Porcentagem de bloqueio das amostras em relacao ao virus da IBR.

Categoria n IBR-Ac
Adultos 111 90,016,8
Jovens 34 39,6+27,1

Valor de P < 0,0001

Kruskal wallis, Tukey

Por tratar-se de um herpes virus, onde, uma vez infectado o animal

permanece com o0 agente pelo resto da vida, caracteristica essa, que dificulta a
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validacao de exames sorologicos para pesquisa do virus. Da mesma forma, a
vacina contra IBR induz uma imunidade mais duradoura do que as vacinas
atualmente comercializadas para BVD. No entanto, estes resultados nao refletem a
real atividade viral nas localidades, podendo ser apenas um reflexo do intervalo
maior ou menor entre a ultima vacinagdo e a amostragem, bem como a diferenga
entre episddios de viremia recentes ou ha mais tempo.

Para IBR encontramos diferentes indices de (P<0,001) prevaléncia de
sorologias positivas, com valores variando de 85,0% a 51,6%, semelhante aos
estudos feitos em varias regides do pais, que vém demonstrando altas taxas de
rebanhos soropositivos (GALVAO et al., 1963; WIZIGMANN et al., 1972; MUELLER
et al., 1981; RAVAZZOLO et al., 1989; LOVATO et al., 1995; VIDOR et al., 1995).
Pesquisas realizadas no Rio Grande do Sul apontam variagbes de prevaléncia da
doenga de 18,8% a 81,75% (WIZIGMANN et al., 1972; RAVAZZOLO et al., 1989;
LOVATO et al., 1995; VIDOR et al., 1995; POLETTO et al., 2004), assim como a
populacao estudada, bovino de corte (VIDOR et al., 1995) ou leite (LOVATO et al.,
1995) podem influenciar. Bezerra (2012) no Maranhao relatou uma prevaléncia de
69,25% (n = 277) dos animais analisados, com frequéncia de 100% de rebanhos
soropositivos para o BoHV-1. Frequéncia essa também identificada em nosso
estudo, uma vez que nao basta somente cuidar dos bovinos, pois sabemos que os
virus BoHV-1 e BoHV-5 tem capacidade de infectar outras espécies, como cabras,
ovelhas, cervos, entre outros. Tornando-se reservatério alternativo para esses virus
(SIX et al., 2001; KEUSER et al., 2004; THIRY et al., 2006; MUYLKENS et al.,
2007). No Uruguai um levantamento soroepidemiolégico feito por Guarino et al.
(2008), revelou uma prevaléncia de 37% e determinou que 99% dos rebanhos
possuiam ao menos um animal soropositivo, fato que preocupa pela facilidade de
comercializar animais na regido de fronteira. Holz et al. (2009), examinou 2200
soros provenientes de 390 propriedades do Rio Grande do Sul e identificou uma
prevaléncia de 29,2% (642/2200) de soropositivos em 57,7% das propriedades
(225/390), com prevaléncia de 59,2% em animais vacinados e ndo-vacinados. Em
(2001) Alfieri apontou a seguinte situacédo: Parana 54,3%, rio Grande do Sul 44,4%,
Minas Gerais 84,9%, Sdo Paulo 74,9%, Rio de Janeiro 70,8%, Rondénia 91,2%,
Mato Grosso do Sul 75,8%, Mato Grosso 75,7%, Santa Catarina 42,3% e Goias
73,8% de prevaléncia do BoHV-1. Todos os dados compilados acima, demonstram

que mesmo com 0 avango tecnoldégico da pecudria nos Ultimos anos e a maior
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divulgagdo das pesquisas, a infeccao por HVB-1 ainda apresenta carater
endémico, atingindo tanto animais de leite quanto de corte, inviabilizando a curto

prazo uma politica nacional de erradicagao.

Diarreia Viral Bovina (BVD)

Para BVD, novamente o efeito de propriedade foi significativo (P<0,0001),
com variacdo da atividade viral desde valores altos como 58% (23/40) e 44,8%
(67/145), até valores baixos de 9,7% (3/31) e também de categoria animal
(P<0.001). Com sorologias mais baixas nos animais jovens e mais altas nos
animais em lactacdo, a imunidade vacinal e colostral também foi mais baixa. Do
total de amostras, encontramos 38,4% de sorologias positivas. Sendo grande
concentracdo nos animais de primeiro e segundo parto (43,4 e 32,5%). As
propriedades investigadas em Minas Gerais possuem um sistema de criagéo
intensivo ou semi-intensivo, que segundo Houe (1999), o sistema de criacédo
intensivo favorece maior disseminacao do virus.

A prevaléncia de sorologias positivas também foi influenciada (P<0,05) pela
ordem de parto e categoria animais, com maior concentracdo na populacao de
vacas lactantes e secas, com maior ordem de parto. Na tabela 4, verificamos a

variacao entre propriedades.

Tabela 4: indice de absorbancia em relagdo & amostra para o virus da BVD.

Propriedade N BVD-Ac
1 Holandés 40 0,636+0,5°
2 Jersey 145 0,295+0,3°
3 Girolando 31 0,092+0,3°
Valor de P < 0,0001

Kruskal wallis, Tukey
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Resultados semelhantes foram relatados (CASTRO, 1988), detectou-se
37,3% de animais positivos para BVD em Minas Gerais, pesquisando fémeas
bovinas em programas de transferéncia de embrides. Langoni et al. (1999)
identificaram 33,3% de amostras positivas para BVD em soros oriundos de
diferentes regides do interior de Estado de Sao Paulo.

De acordo com Houe (2001), investigacdes epidemioldgicas realizadas em
diversas regides dos Estados Unidos e Europa revelam uma incidéncia que varia
de 60 a 80% de animais soropositivos para Diarréia Viral Bovina. Ribeiro et al.
(2009) estudando animais de Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e S&o Paulo
verificou que de 66,07% a 68,67% animais foram reagentes ao BVD. Estes dados
sdo compativeis com outros trabalhos nacionais sobre a ocorréncia de anticorpos
em bovinos (PELLEGRIN et al., 1997; BOTTON et al., 1998; PITUCO; DEL FAVA,
1998; DIAS; SAMARA, 2003; NORONHA et al., 2003), e que 71,87% (373/519) das
amostras MG eram sororeagentes.

Resultado semelhante ao de Dias (2008), que encontrou 60% de reagentes
no mesmo estado e em sistema de criacao semelhante . Em trabalho executado
por Caron et al. (2001), a taxa de prevaléncia para BVD foi de 67,5% que foi
considerada alta, ja que tratam-se de animais oriundos de grandes bacias leiteiras
do Parana, sendo a maioria fazendas leiteiras produtoras de leite B e com bom
manejo sanitario e nutricional. Dias et al.,(2003) pesquisando amostras de soro
proveniente de animais do Sul do Estado de Minas Gerais e Nordeste do Estado de
Sao Paulo, concluiu que 57,18% dos animais apresentavam anticorpos contra o
virus da BVD.

Enquanto que nas amostras de leite individual, a quantidade de amostras
reagentes foi menor do que as do soro sanguineo, comprovando as afirmativas
feitas por (KLINTEVALL et al., 1991; KRAMPS et al., 1999; SCHRIJVER e
KRAMPS, 1998), que a quantidade imunoglobulinas no leite € bem menor do que
no soro sanguineo. Além do fato, de que a determinagdo da presenca de
anticorpos contra o virus da BVD, no soro sanguineo é mais sensivel e especifica
do que no leite. Dados do Laboratorio de Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico
(LVB- IB), obtidos no periodo de janeiro de 1999 a abril de 2005, em rebanhos
leiteiros e de corte de diferentes estados brasileiros, revelaram 50,13%
(8.167/16.291) de animais soro reagentes, por meio da virusneutralizagdo com a
estirpe NADL (PITUCO, 2006).
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Apesar de hoje conhecermos bem mais sobre essa doenca, a importancia
da enfermidade é restrita aos produtores mais tecnificados ou aqueles que
integram um programa de extensdo. Uma vez que no Brasil, ndo existe um
programa oficial de controle e erradicacao (FLORES et al., 2005). O monitoramento
das propriedades deve ser realizado periodicamente, utilizando-se de testes
laboratoriais que permitam demonstrar a continua auséncia da circulagao viral ou
detectar precocemente a sua entrada, caso as medidas preventivas nao sejam
completamente eficazes (PACHECO, 2010).

Durante a investigagdo das amostras para identificacdo de possiveis
individuos persistentemente infectados (Pl), as médias dos animais da propriedade
namero 1, eram bem acima da média global dos demais. Nessa propriedade foi
encontrado um animal suspeito, figura 2, comprovando assim, o fato da
propriedade possuir a maior média sorolégica e incidéncia da doenga, ajudaram
bastante no diagndéstico do animal acometido. Posteriormente confirmado como
permanentemente infectado (Pl), figura 3.

Condigdo em que o sistema imunoldgico identifica o virus como particula do
proprio organismo, servindo de fonte de transmissdo para o rebanho. Podemos
observar o animal Pl e um animal sem o virus na figura 1. Sao fontes primarias de
disseminacao do virus nos rebanhos (GROOMS, 2004), tornando-se 0s principais
alvos nos programas de controle e erradicacao (HOUE et al., 2005; VAN CAMPEN,
2010). A geragao ocorre entre 40 e 120 dias de gestacao, através da contaminacao
pela cepa nao citopatica (RIDPATH e FLORES, 2007).
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Figura 2: Animal permanentemente infectado (PIl) a esquerda e animal do grupo
contemporaneo livre do virus da BVD a direita.

O presente trabalho revelou a presenca de 0,5% (1/216) de prevaléncia de
animais Pl na regido do sul de Minas Gerais, valor bem abaixo daquele encontrado
por Santos et al., (2011), 2,89% (5/173) em bezerros no municipio de Viamao, Rio
Grande do Sul. Este resultado corrobora com o detectado por (DIAS, 2008), onde a
prevaléncia foi de 2,63%(2/76) em Pogo Fundo, Minas Gerais. Contudo, esse valor
de Pl esta inserido no proposto por (HOUE, 1995), entre 0,5% e 2%, que pode ser
até duas vezes maior quando estes sédo detectados nos animais jovens. Os animais
Pl tinham entre 4 e 5 meses de idade, eram bezerros saudaveis e nao
apresentavam diferengcas dos demais bovinos da mesma faixa etaria (HOUE,
1993). Trés meses mais tarde um deles apresentou sinais clinicos da doenca e
veio a oObito, podendo os sinais oriundos de outras etiologias ou queda do sistema
imune, comum nos Pl (BOLIN, 1990).
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Figura 3: Animal suspeito de ser PI, coleta de material auricular para confirmacgao

no teste de antigeno.

Conclusoes

Os resultados encontrados neste levantamento confirmam a necessidade de
monitorar a atividade desses agentes infecciosos na rotina das fazendas. Para
elaboragcdo de um programa eficiente de controle, através do diagnéstico sorolégico
e vacinacoes regulares.

Para BVD e IBR o fator de categoria teve efeito significativo, atingindo
animais adultos e concentrando-se naqueles mais velhos de primeira e segunda
cria ou aqueles com mais tempo no rebanho.

O manejo das propriedades também é um fator de risco importante para
disseminagédo e prevaléncia das doengas no rebanho. Para tanto, incluem alta
concentracdo destes animais em pequenas areas, fluxo de animais entrando no
rebanho sem exames, viagens para feiras e exposicdes e todas as situagdes que
possam desencadear o estresse.

Os dados fornecidos pelas titulagdes possibilitam enxergar os rebanhos de
forma mais critica e nos permitindo de acordo com a meédia obtida, saber se os

agentes estao sobre controle ou se precisamos intervir com vacinagoes.
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