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RESUMO

A leucose bovina, a diarréia viral bovina e a rinotraqueite infecciosa bovina estdo entre as
principais viroses que levam a perdas na produtividade e no desempenho reprodutivo de
ruminantes. Embora bovinos e bubalinos sejam frequentemente criados em conjunto e apesar
da comprovada ocorréncia dessas enfermidades em bubalinos, trabalhos sobre ocorréncia
natural dessas viroses nessa especie ainda sdo escassos. Deste modo, objetivou-se verificar a
ocorréncia de anticorpos contra os virus da Leucose enzodtica bovina (LEB), Diarreia viral
bovina (BVD) e Rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) em bubalinos de cria¢fes localizadas
nas Mesorregides Nordeste Paraense, Metropolitana de Belém e do Marajo, no Estado do
Para, além de identificar os fatores de risco para a BVD em criacfes das Mesorregides
Nordeste Paraense e Metropolitana de Belém. No presente estudo foram avaliados 350 soros
de bubalinos (Bubalus bubalis) procedentes de propriedades agropecudarias localizadas nas
respectivas mesorregides, que foram submetidos as técnicas de sorologia: imunodifusdo para
LEB e soroneutralizagcdo para BVD e IBR. A frequéncia para as respectivas doengas na
populagéo de estudo foram: 0% (0/350), 53,71% (188/350) e 91,71% (321/350). Bubalinos
machos e animais com idade mais avancada apresentaram maior soropositividade para BVD.
A frequéncia de bubalinos sororreagentes para BVD foi maior na Mesorregido do Marajo, em
relacdo as Mesorregides Nordeste Paraense e Metropolitana de Belém, enquanto para IBR foi
maior nas Mesorregides Nordeste Paraense e Metropolitana de Belém. Dentre as variaveis
investigadas, o tipo de ordenha foi o Unico identificado como fator de risco para a ocorréncia
da BVD em bubalinos.

Palavras-chave: bubalinos. Viroses. leucose enzodtica bovina. diarreia viral bovina.

rinotraqueite infecciosa bovina. estado do Para.



ABSTRACT

Bovine Leukosis, Bovine Viral Diarrhea and Infectious Bovine Rhinotracheitis are among the
main viruses that lead to losses in productivity and reproductive performance of ruminants.
Although cattle and buffalo are often created together, and despite the proven occurrence of
these diseases in buffalo, papers about natural occurrence of these infections in this species
are scarce. Thus, the objective of this study was to verify the occurrence of antibodies against
the Bovine Leukosis Virus (BLV), Bovine Viral Diarrhea (BVD) and Infectious Bovine
Rhinotracheitis (IBR) in buffalo creations located in the “Paraense” Northeast Mesoregion,
Greater Metropolitan Belém and Marajé Mesoregion, Para, in addition to identify the risk
factors for BVD in creations located in “Paraense” Northeast Mesoregion and Greater
Metropolitan Belém. In this study 350 buffaloes (Bubalus bubalis) sera were evaluated,
coming from farms located in each mesoregion, that were subjected to serological techniques:
immunodiffusion for (BLV) and serum neutralizing for BVD and IBR. Frequency of the
respective diseases in the study population were: 0% (0/350), 53,71% (188/350) and 91,71%
(321/350). Male buffaloes and older animals had higher seropositivity for BVD. The
frequency of BVD seroreagents buffaloes was higher in Marajé Mesoregion compared to
“Paraense” Northeast Mesoregion and Greater Metropolitan Belém, whereas for IBR the
opposite occurred. Among the variables investigated, the type of milking was the only

identified as a risk factor for the occurrence of BVD in buffaloes.

Keywords: buffaloes. viruses, enzootic bovine leukosis. bovine viral diarrhea. infectious
bovine rhinotracheitis. Para.
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1 INTRODUCAO

A bubalinocultura vem crescendo no Brasil como uma alternativa rentavel e saudavel,
uma vez que o bafalo tem como caracteristica a rusticidade, maior resisténcia as enfermidades
e parasitoses (NASCIMENTO; CARVALHO, 1993), é extremamente versatil, produz carne e
leite nas mais variaveis condi¢des climéticas (SILVA et al., 2003).

O efetivo de bubalinos em 2010 foi de 1,2 milhdes de cabecas, registrando um
aumento de 4,3% em relacdo ao ano anterior. A regido Norte possui 0 maior rebanho do Pais,
com destaque para o Estado do Pard, que possui 39% desse rebanho, sendo considerado o
maior rebanho nacional (IBGE, 2010).

Embora a producdo de bufalos seja uma alternativa promissora no mercado atual, as
pesquisas acerca desta espécie ainda sdo incipientes, havendo uma grande caréncia de
informagdes bésicas necessarias para a aplicacdo de sistemas produtivos eficazes. Neste
contexto, a saude dos animais constitui um fator decisivo para o sucesso do desempenho
produtivo desta espécie (FERREIRA et al., 2010).

Do ponto de vista da classificacdo zooldgica, os buafalos pertencem a ordem
Artiodactyla, subordem Ruminantia, familia Bovidae, subfamilia Bovinae, portanto
apresentam semelhancas com os bovinos (ALBUQUERQUE et al., 2006). Como os sistemas
de producdo de bubalinos sdo semelhantes aos dos bovinos e ja que possui estreita
semelhanca zoologica, os bufalos sdo susceptiveis a todas as doencas infecciosas e nao
infecciosas que acometem o0s bovinos (ADLAKHA; SHARMA, 1992; LEITE;
BASTIANETTO, 2009).

Entre as principais causas de perdas na produtividade e no desempenho reprodutivo de
bovinos encontram-se as infec¢6es pelo virus da leucose bovina (LBV), virus da diarréia viral
bovina (BVDV), herpesvirus bovino (BoHV) (FRANDOLOSO et al., 2008).

Embora bovinos e bubalinos sejam frequentemente criados em conjunto e apesar da
comprovada ocorréncia da leucose (MARIN et al., 1978; MOLNAR et al., 2000; CHAVES et
al., 2012a), da rinotraqueite infecciosa (MAHMOUD; MAHMOUD; ALLAM, 2012) e da
diarréia viral (CRAIG et al., 2008; MARTUCCIELLO et al., 2009), trabalhos da infeccdo
natural dessas viroses na espécie bubalina ainda sdo escassos.

Além disso, no Estado do Pard, poucos tém sido os estudos relacionados a ocorréncia
dessas enfermidades nos rebanhos bubalinos. Deste modo, justifica-se a realizacdo de estudos

para estabelecer dados destas viroses na espécie na regiao.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Verificar a ocorréncia de anticorpos contra os virus da leucose, rinotraqueite
infecciosa e diarreia viral em bubalinos (Bubalus bubalis) de criacbes das

Mesorregides Nordeste Paraense, Metropolitana de Belém e do Maraj6 no Estado do
Para.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a ocorréncia de anticorpos contra leucose, rinotraqueite infecciosa e diarreia

viral em bubalinos de acordo com sexo, idade e procedéncia;

e Identificar os fatores de risco para a diarreia viral bovina em criagdes de bubalinos

localizadas nas MesorregiGes Nordeste Paraense e Metropolitana de Belem.

e Identificar os fatores de risco para a rinotraqueite infecciosa bovina em criagdes de

bubalinos localizadas nas Mesorregifes Nordeste Paraense e Metropolitana de Belém.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA

A leucose enzodtica bovina (LEB) é causada por um oncovirus de longo periodo de
incubacdo denominado virus da leucemia bovina (VLB) pertencente a subfamilia
Oncovirinae, familia Retroviridae e género Deltaretrovirus (REBHUN, 2000; RADOSTITS
et al.,, 2002; RAVAZZOLO; COSTA, 2007). Os virus pertencentes a essa familia séo
considerados mais resistentes aos raios ultravioletas, e radiagcdes X por seu genoma diploide,
sendo inativados por detergentes, solventes lipidicos como alcool, éter e cloroférmio, além de
temperaturas elevadas: 56°C durante 30 minutos (FENNER; GIBBS; MURPHY, 2010).

O VLB possui no seu genoma um RNA de fita simples composto pelos genes gag,
antigeno grupo especifico responsavel por codificar proteinas para o nucleo; pol, polimerase
responsavel pela transcriptase reversa e env, codificador de proteinas do envelope, além de
genes acessoOrios Tax e Rex responsaveis por codificar proteinas reguladoras do genoma viral
e fundamentais no processo de infec¢do do virus (DERSE, 1987; RAVAZZOLO; COSTA,
2007, FENNER; GIBBS; MURPHY, 2010;).

O virion do VLB apresenta formato esférico com 80 a 130 nm, o capsideo apresenta
simetria icosaédrica e possui envelope derivado da membrana celular do hospedeiro. Dentre
as proteinas que o compde, podem ser citada: a p24, antigeno interno (capsideo) de maior
concentracdo proteica; as glicoproteinas externas gp30 e gp51 encontradas no envelope viral,
além da proteina gp51, responsavel pela infeccdo viral (MOLTENI et al., 1996; MURPHY et
al., 1999; FENNER; GIBBS; MURPHY, 2010).

Moratorio et al. (2010) realizaram andlise filogenética utilizando gp51 com o objetivo
de obter informacdes sobre o grau da variabilidade genética do VLB na regido sul-americana,
e observaram sete gendtipos desse virus nesta regido.

A principal via de transmissdo da doenga € a horizontal atraves da exposicéo direta a
fluidos bioldgicos contaminados com linfdcitos infectados: sangue, sémen, saliva, secregdo
nasal e traqueal (JOHNSON; KANEENE, 1992; REBHUN, 2000). A transmissdo via
hematogena ocorre por meio de préaticas rotineiras de manejo como descorna, tatuagem
(LUCAS et al., 1985), exame retal, cirurgias (HOPKINS et al., 1988), injecOes parenterais
(EVERMANN et al., 1986) incluindo transfusbes sanguineas, vacinagdes e teste de
tuberculina (JOHNSON; KANEENE, 1992; BIRGEL JUNIOR et al., 1995; RADOSTITS et
al., 2002).



De acordo com alguns autores, ha possibilidade de transmissdo por vetores. Dentre
estes, o carrapato Boophilus microplus, e outros insetos hematéfagos (ROMERO et al., 1984;
MANET et al., 1989; PERINO et al., 1990), acaros, helmintos (BIRGEL, 1982) e morcegos
hematofagos (ROMERO et al., 1982).

Embora a transmissao vertical transplacentaria e através da ingestdo do colostro e do
leite possuam importancia na disseminacgdo viral, ocorrem em menos de 10% das fémeas
infectadas (JOHNSON; KANEENE, 1992; BIRGEL JUNIOR et al., 1995). Hibner et al.
(1997) observaram um indice de 4,8% de infeccdo congénita da leucose. Jacobsen et al.
(1983) afirmam que a transmissdo transplacentaria do VLB s6 ocorre em vacas com alta
concentracdo de virus e baixo titulo de anticorpos, enquanto as vacas que apresentarem baixa
concentracdo de virus e alto titulo de anticorpos promovem transferéncia de imunidade para
os fetos.

A leucose é uma doenca de distribuicdo mundial com carater endémico em varios
paises (JOHNSON; KANEENE, 1992; RADOSTITS, 2002). Acomete principalmente os
bovinos, embora haja relatos em ovinos, bubalinos e capivaras (BURNY et al., 1985;
MOLNAR et al., 2000; BASILIO et al., 2006; DEL FAVA et al., 2010; CHAVES et al.,
2012).

Em relacdo as caracteristicas dos rebanhos envolvidos deve-se ressaltar o tipo de
producdo, sendo os maiores indices encontrados em rebanhos leiteiros das racas Holandesa
(D’ANGELINO, 1991; MELO et al., 1999) e Jersey (BIRGEL JUNIOR et al., 1995),
enguanto menores valores sdo reportados nos rebanhos zebuinos da raca Nelore (BIRGEL et
al. apud MATOS et al., 2005).

Deste modo, isso pode ser explicado pelo manejo constante na producdo leiteira,
propiciando a transmissdo iatrogénica causada pelo uso de fomites contaminados (RHEBUN,
2000; RADOSTITS et al.,, 2002; BIRGEL JUNIOR et al., 2006). Portanto, os animais
submetidos a um regime intensivo, com maior tecnologia, sdo mais susceptiveis que 0s
criados de forma extensiva (TAVORA; BIRGEL, 1991; FERNANDES et al., 2009).

A idade é outro fator determinante, visto que se observa aumento na prevaléncia da
doenga com o avancar da idade (BIRGEL JUNIOR et al., 1995; SPONCHIADO, 2008;
BARROS FILHO et al., 2010), o que para Birguel Junior et al. (2006) ndo deve ser atribuido
a maior susceptibilidade desses animais a infec¢do, mas sim, a maior permanéncia deles em
contato com animais infectados e, consequentemente, estdo mais sujeitos a infeccdo do que 0s

animais jovens.



De acordo com Digiacomo (1992) ndo h& diferenca entre os sexos, embora Birgel
Junior et al. (1995) tenha demonstrado taxa de infecgdo significativamente maior nas fémeas,
isto foi atribuido ao tipo de manejo e ao maior isolamento a que sdo submetidos os machos,
nos rebanhos leiteiros.

A importagdo de bovinos sem testes prévios, a auséncia de legislacdo e fiscalizacao
efetiva em relacdo ao comércio de animais infectados oriundos dos Estados Unidos e da
Europa foi fundamental para a disseminacdo do VLB na América do Sul (BRAGA, et al.,
1998).

Deste modo, a LEB esta disseminada em todo o rebanho brasileiro. Estudos da
prevaléncia apontam distribuicdo variavel da doenca. Tavora e Birgel (1991) projetam
aproximadamente 37% de prevaléncia da infeccdo pelo VLB no Brasil. Para Birgel Junior et
al. (2006), 27,6% dos bovinos criados em diversas regides do Brasil estdo afetados pela
doenca.

No Pard em amostras de soros sanguineos oriundos de bovinos de diferentes racas, a
prevaléncia observada foi de 49,8% (359/721) no ELISA e 26,0% (174/668) na Imunodifusdo
em Gel de Agar - IDGA (MOLNAR et al., 1999). Lima (1999) encontrou 70,81% (364/ 514)
de prevaléncia em 31 rebanhos bovinos de 18 municipios do Paré pelo ELISA Indireto.

Ainda na regido Norte, Carneiro et al. (2003) encontraram 9,6% (58/604) de
prevaléncia da infeccdo em rebanhos leiteiros criados na Microrregido de Manaus, ja Abreu et
al. (1990) registraram prevaléncia de 9,7% (103/1060) em bovinos de corte, leite e misto no
Acre e 23% (244/1060) em Rondonia.

Na regido Nordeste, Matos, Birgel Junior e Birgel (2005) referem um indice de 41%
(326/796) na Bahia por ELISA, enquanto Tavora e Birgel (1991) observaram 16,1%
(174/1.084) pela IDGA,; Santos (2010) encontrou no Maranhao, 53,80% (495/920) de bovinos
leiteiros reagentes e Mendes et al. (2011) referiram 32,2% (213/662) em rebanhos leiteiros de
Pernambuco.

Na regido Centro-oeste, Andrade e Almeida (1991) registraram 35,9% (246/664) de
animais reagentes em Goias.

Na regido Sudeste, 47,4% (618/1.193) dos animais da raca Holandesa, Nelore e
mesticos no Estado de S&o Paulo foram reagentes para IDGA (MEGID et al., 2003). Em
Minas Gerais, a prevaléncia foi de 28, 4% (90/317) para mesma técnica soroldgica (SANTOS
etal., 1985).

Na regido Sul, Barros Filho et al. (2010) observaram prevaléncia de 56,34% (151/268)

em Curitiba no Parana, enquanto Sponchiado (2008) encontrou 49,04% no mesmo estado. No



Rio Grande do Sul, 23,5% dos animais demonstraram-se reagentes (POLLETO et al., 2004) e
em 172 municipios, Moraes et al. (1996), registraram 12% (1295/10357) de sororeagentes a
LEB.

Ap0s a introducdo do virus no organismo animal, ocorre interacao entre os receptores
da superficie da célula hospedeira, principalmente de linfocitos B, com as glicoproteinas gp30
e gp51 do envelope viral, e posterior integracdo do DNA viral ao DNA da célula infectada
com a producdo de novos virions (LEUZZI JUNIOR; ALFIERI; ALFIERI, 2001;
RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

A doenca caracteriza-se por um curto periodo de viremia seguida por longo estagio
latente em que o animal torna-se transmissor do virus sem apresentar sinais clinicos e, apos 10
a 12 dias, particulas virais estdo presentes na corrente sanguinea induzindo uma resposta
humoral contra as proteinas virais gp51 e p24 (PORTETELLE et al.,1978; MURPHY et al.,
1999) ocorrendo soroconversdo entre quatro a oito meses apés o contagio (OLIVEIRA et al.,
1997) ou até 24 meses (BIRGEL, 1982).

Estas proteinas induzem aumento dos niveis de IL2 que por sua vez estimula a
proliferacdo de linfocitos CD4 enquanto a expressdo do VLB retarda a apoptose fisioldgica
dos infectados, havendo alteragdo na funcdo fagocitica de leucdcitos circulantes (STONE;
NORTON; DAVIS, 2000; AZEDO et al., 2008). Consequentemente, h& proliferacdo
linfocitaria exagerada nos érgdos hemocitopoiéticos (linfonodos e baco), bem como em outros
Orgaos como abomaso, coracao, rins, figado e muasculos (BIRGEL, 1982).

Os genes p53, bcl-2 e a proteina Tax parecem estar relacionadas com 0 processo
linfosarcomatoso da doenga (TAJIMA et al., 1998; TWIZERE et al., 2000). Por outro lado, a
partir de estudo sobre o potencial oncogénico do VLB, Kerkhofs et al. (1998) concluiram que
0 gene G4 possui participacdo tanto in vitro como in vivo.

Em relacdo a permanéncia do virus nos oOrgdos, sabe-se que na fase inicial ha
estabelecimento rapido da infeccdo no baco, e oito dias apds esta fase, o virus aparece nos
leucocitos do sangue periférico (VAN DER MAATEN; MILLER, 1990).

Estudos demonstraram que os linfocitos B sdo as Unicas células mononucleares do
sangue periférico que sdo significativamente infectados com VLB, apresentando maior carga
viral, entretanto, o virus também possui tropismo por células epiteliais da glandula mamaria
(BUEHRING; KRAMME; SCHULTZ apud LIMA, 1999), pelos linfécitos T CD®,
monacitos e granuldcitos (SCHWARTZ et al., 1994; MIRSKY et al., 1996).

Na leucose enzodtica pode ou ndo exibir sinais clinicos. Dentre as variadas

manifestagcdes, podem ser citadas a forma caracterizada por aumento cronico benigno de



linfocitos circulantes denominada linfocitose persistente, a multicéntrica de linfossarcomas ou
ainda a forma aleucémica. A ocorréncia de uma ou outra forma no animal parece estar ligada
a determinacdo genética (RADOSTITS et al., 2002; RIET-CORREA, 2007) .

Cerca de 30% dos animais infectados manifestam linfocitose persistente (LP)
enquanto apenas 0,1 a 5% desenvolvem linfossarcomas, podendo ou ndo ter passado pelo
estdgio de linfocitose persistente. Entretanto, a maioria dos animais ndo manifesta
clinicamente a doenca, permanecendo como portadores assintomaticos (EVERMANN, 1992;
MURPHY et al., 1999).

O aumento de volume dos linfonodos é o principal achado clinico, principalmente dos
situados superficialmente (pré-escapulares e subiliacos) e viscerais (mesentéricos) que se
apresentam firmes e indolores (RADOSTITS et al., 2002).

Entre os sinais clinicos da doenca, também podem ser citados perda da condicdo
corpérea, anorexia, diarreia, exoftalmia quando h& infiltragdo neoplasica no tecido
retrobulbar, quadro de insuficiéncia cardiaca com edema subcutdneo na regido ventral,
guando ha envolvimento do coracdo, além de anemia, perdas reprodutivas quando de processo
uterino, e quadro neurologico, quando ha disfuncdo medular, caracterizado por
incoordenacdo, paresia ou paralisia de membros posteriores (RADOSTITS, 2002; RIET-
CORREA, 2007; BOABAID, 2011).

Na maioria dos casos, 0s bovinos acometidos apresentam queda na produgéo
consequéncia de anorexia e diarreia que pode ser vista em forma de melena por
comprometimento abomasal (RADOSTITS et al., 2002; RIET-CORREA, 2007; RAJAO,
2008).

Em animais acometidos com a forma de linfossarcoma, sdo observados nddulos
isolados ou coalescentes de coloracdo amarelo brancacentas infiltrando-se em diversos 6rgéos
(MURPHY et al., 1999; RADOSTITS et al., 2002; BOABAID, 2011).

Fighera e Barros (2004) relataram caso de animal reagente para leucose com massa
arredondada, macia, circunscrita, branco-rosea envolvendo os lobos parietal, temporal e
occipital dos hemisférios cerebrais.

O linfossarcoma dos bovinos pode ser dividido em quatro formas: a do bezerro,
denominada juvenil, a timica, a cutanea e a multicéntrica. As formas juvenil, timica e cutanea
séo classificadas como leucose esporadica dos bovinos e ndo existem dados que comprovem
relagdo com agentes infecciosos (KLINTEVALL et al., 1993; PEIXOTO et al., 2010).
Somente a forma adulta multicéntrica do linfossarcoma pode ser produzida pelo VLB (VAN
DER MAATEN; MILLER, 1990).



A forma enzootica, ou seja, o linfossarcoma multicéntrico ocorre de dois a cinco anos
apos a infeccdo (SILVA et al.,, 2008), sendo maior a ocorréncia entre cinco e oito anos
(BIRGEL, 1982).

Na histologia, nota-se proliferacdo de células linfociticas morfologicamente atipicas
com estroma escasso e infiltradas nos tecidos que podem estar arranjadas em dois padrdes
histolégicos: difuso ou folicular (FRY; MCGAVIN, 2009).

O virus produz regularmente tumores nos ovinos, raramente nos bovinos e
excepcionalmente nos caprinos, ndo sendo verificada em suinos e coelhos (MERZA et al.,
1989).

Em casos subagudos, 0s bovinos possuem boa condic¢do corporal, entretanto morrem
subitamente, o que, segundo Radostits et al. (2002), esta relacionado a Ulceras abomasal ou
ruptura do baco pelo infiltrado tumoral com posterior hemorragia interna.

A doenca pode predispor o animal a outras doengas pela imunodepresséo causada, o
que ndo é observado nos que manifestam a forma aleucémica, pois ndo ha redugdo dos niveis
de anticorpos (OLIVEIRA et al., 2000; GARCIA et al., 2002).

Né&o existe possibilidade de cura para a LEB e seu progndstico é ruim com desfecho
letal (CORREA; CORREA, 1992).

Durante muito tempo, o diagndstico era obtido através das manifestacGes da leucose
persistente observadas pelo aumento cronico de linfécitos circulantes na leucometria
(BIRGEL, 1982; RADOSTITS et al., 2002). Entretanto, como se descobriu que apenas uma
parte dos bovinos infectados apresentam esse quadro, que pode ocorrer em periodo transitorio
e sofrer interferéncia devido a diversas causas, como outras enfermidades e devido ao
surgimento de testes soroldgicos, esta forma de diagnéstico caiu em desuso (EVERMANN,
1992; DEL FAVA et al., 1999; RIET-CORREA, 2007).

Portanto, o diagndstico da LEB é baseado na deteccdo do agente através do isolamento
viral e/ou deteccdo de antigenos virais, ou na demonstracdo da resposta imune ao virus em
testes sorologicos. Por outro lado, a doenca na forma de linfossarcoma também é
diagnosticada através de achados anatomopatoldgicos (RADOSTITS et al., 2002;
RAVAZZOLO; COSTA, 2007).

Entre os testes sorologicos, 0 mais utilizado é o teste de Imunodifuséo em gel de Agar
(IDGA), que por seu baixo custo, especificidade e praticidade, € considerado o teste de
referéncia da Organizacdo Internacional de Epizootias (OIE) além de ser o teste oficial de
muitos governos para fins de certificagdo e controle do trénsito internacional de bovinos
(EVERMANN, 1992; RADOSTITS et al., 2002; OIE, 2012).



Este método pode ser utilizado para amostras individuais de soro ou plasma
sanguineo, entretanto, ndo permite a pesquisa de anticorpos em amostras de leite, devido a
perda de especificidade e sensibilidade (OIE, 2012).

Animais podem apresentar resultados falso-negativos ao teste de IDGA em duas
situagBes: durante o periodo de incubagdo da doenca, quando ainda ndo ha niveis detectaveis
de anticorpos ou no periodo pré e p6s-parto, em que ha mobilizacdo de anticorpos do sangue
para o colostro (JOHNSON; KANEENE, 1992).

Por outro lado, resultados falso-positivos ocorrem em animais com idade inferior a
sete meses devido a imunidade adquirida pela ingestdo do colostro de vacas infectadas. Por
1SS0 o teste de IDGA néo deve ser utilizado em animais com menos de trés meses e em vacas
no periparto (TYLER, 1978; MOLNAR et al., 1998).

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) possui sensibilidade maior que o teste IDGA, ja
que detecta anticorpos em rebanhos com prevaléncia da LEB inferior a 1% e o IDGA permite
identificar a doenca em apenas 50% do rebanho, quando comparado ao ELISA, pode ser
utilizado em amostras de soro e leite, em amostras individuais ou inimeras amostras ao
mesmo tempo (EVERMANN, 1992; GONZALEZ, et al., 1999; MATOS; BIRGEL JUNIOR;
BIRGEL, 2005).

A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), meio diagnéstico para detec¢do do
antigeno, € considerada sensivel, especifica e (til na deteccdo precoce da doenca
(CAMARGOS, 2001; CAMARGOS et al., 2005). Como o diagnostico é baseado na analise
do DNA pré-viral do VLB, essa técnica diferencia bezerros ndo infectados que apresentam
anticorpos colostrais dos bezerros realmente infectados pelo VLB (RADOSTITS et al., 2002).

De acordo com Del fava e Pituco (2004) e Camargos et al. (2005), embora a PCR
apresente custos mais elevados e ndo ter sido desenvolvida para substituir os testes
soroldgicos tradicionais, esta técnica pode ser utilizada de forma complementar a sorologia,
por exemplo para detectar animais infectados precocemente e para confirmar a infeccdo em
amostras de sangue.

O diagnéstico por Radioimunoensaio (RIE) € um dos mais sensiveis testes para a
deteccdo de anticorpos para 0 VLB em amostras de leite e soro de animais expostos até duas
semanas, caso contrario, a sensibilidade n&o é superior a do teste IDGA (EVERMAN, 1992;
JOHNSON; KANEENE, 1992).

Outra técnica pela deteccdo do antigeno é a microscopia eletrénica que pode ser

realizada em particulas do virus obtida por cultivos celulares, entretanto, ndo é considerado



um método de rotina em rebanhos (WERLING; MULLER-DOBLIES; LANGHANS apud
BOABAID, 2011).

A imunoistoquimica também tem sido utilizada (SHINAGAWA et al., 1994; CHIBA
et al., 1995; SIMOES, 2007). A imunofenotipagem pode ser realizada para avaliar que tipo de
linfocito predomina nos tecidos tumorais de animais com leucose (AQUINO et al., 2000;
SIMOES, 2007). Segundo Dequiedt et al. (1995) e Tajima et al. (1998), células infectadas
possuem mutacdes do p53 e alteracBes de bcl2, e como esses gens participam do mecanismo
de apoptose, a imunomarcacdo dessas proteinas também podem ser realizadas para avaliacao

da doenga.
3.2 DIARREIA VIRAL BOVINA

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) pertence a familia Flaviviridae, género
Pestivirus, é considerado um virus pequeno (40-60nm de diametro) com formato esférico a
pleomorfico, possui um nucleocapsideo icosaedrico envolto por um envelope lipoproteico
contendo trés glicoproteinas virais: gp48/E0, gp25/E1 e gp53/E2 (HORZINEK, 1991;
GOENS, 2002; RADOSTITS et al., 2002).

O genoma do BVDV é composto por uma molécula de RNA linear fita simples,
polaridade positiva, de aproximadamente 12,5kb, além de ser formado por proteinas néo-
estruturais (Npro, P7, NS2/3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) que estdo envolvidas no processo
de replicacdo viral e as estruturais (C, Erns, Ele E2 ) que exercem func¢des relacionadas ao
revestimento do RNA viral, além de permitirem a entrada e saida das particulas virais das
celulas infectadas (DONIS, 1995).

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

O BVDV é classificado em dois gendtipos de acordo com a analise filogenética do
genoma viral, ou seja, a partir de variagdes na sequéncia de nucleotideos na regido 5’ ndo
traduzida (5’UTR): BVDV-1 e BVDV-2 (RIDPATH, 2003).

Os virus do gendtipo BVDV-1 sdo responsaveis por infeccdo de carater brando a
moderado além de abrangerem a maioria das cepas usadas na producdo da vacina e das
estirpes de referéncia. Em contrapartida, 0os do genotipo BVDV-2 foram identificados em

surtos da doenga aguda, porém incluem também isolados de viruléncia baixa ou moderada, de



soro fetal bovino e de animais permanentemente infectados nascidos de mées vacinadas
contra 0 BVDV (PELLERIN et al., 1994; RIDPATH et al., 1994; RADOSTITS et al., 2002).

Além disso, tem sido proposta uma subclassificacdo do BVDV-1 em 11 subgendtipos
(VILCEK et al., 2001) e do BVDV-2 em pelo menos dois subgrupos (FLORES et al., 2002).

O BVDV-1.a foi isolado em quadros de infeccédo respiratdria, enquanto o BVDV-1.b é
mais frequente em infeccdes fetais em estagios gestacionais tardios (FLORES et al., 2005;
RADOSTITS et al., 2007).

Uma caracteristica dos Pestivirus é a existéncia dos biotipos, que sdo grupos de virus
com a mesma constituicdo genética, porém possuem diferencas na inducdo de alteracGes
microscopicas visiveis (vacuolizagdo e lise) em cultivos celulares epiteliais in vitro
(DEREGT; LOEWEN, 1995).

Deste modo, sdo classificados em citopéatico (CP) e ndo citopatico (NCP), de acordo
com o efeito da replicacdo do virus em cultivo celular. As cepas NCP representam a maioria
dos isolados de campo, e estdo associadas as diversas manifestacdes clinicas da infeccdo. No
entanto, amostras CP sdo isoladas de animais que desenvolvem a Doenca das Mucosas
(LINDENBACH; RICE, 2001; RADOSTITS et al., 2002).

Um estudo de analise de polipeptideos virais revelou a produgdo da proteina nao-
estrutural NS3/p80 em células infectadas com as amostras CP. Em contraste, ndo se
evidenciou a geracdo desta proteina em células infectadas com as amostras NCP que
produziram apenas o polipeptideo precursor NS23/p125 (BOTTON, 1998). Portanto, a
proteina designada NS/p80 passou a ser considerada como um marcador de citopatogeni-
cidade (BAKER, 1995; DONIS, 1995; RADOSTITS et al. 2007).

A transmissdo horizontal da Diarreia viral bovina (BVD) pode ser direta ou indireta.
Na forma direta 0 BVDV pode ser transmitido pela saliva, secre¢bes nasais, oculares, urina,
fezes, sémen, embrido, placenta, sangue e fomites (HOUE, 1995; VOGEL et al., 2001;
POTGIETER, 2004).

A doenga também pode ser disseminada pelo contato direto com animais mortos,
através de insetos sugadores, assim como, através de agulhas, material cirdrgico contaminado
e luvas de palpacdo (FLORES, 2003).

De acordo com Lindberg e Houe (2005), num rebanho infectado pelo BVDV, existem
duas potenciais fontes de infeccdo: o bovino que estd na fase aguda da enfermidade

denominado transitoriamente infectado (T1) e o bovino persistentemente infectado (P1).



O PI é o animal em que a infeccdo ocorre pos-natal, em bovinos que ndo tiveram
exposicdo prévia ao virus e neste ocorre uma viremia transitoria seguida de produgdo de
anticorpos (HOUE, 1995).

Os fetos que se contaminam no inicio da gestacéo (infeccdo transplacentaria), ou seja,
antes do desenvolvimento da competéncia imunoldgica sdo os considerados persistentemente
infectados (PI). Isto ocorre porque nessa fase da gestacdo, o sistema imunoldgico do feto é
imaturo e as proteinas virais sdo reconhecidas erroneamente como préprias, deste modo, o
animal P1 torna-se imunologicamente tolerante ao BVDV (DEREGT; LOEWEN, 1995).

Segundo Brownlie (1990), a infeccdo de fémeas prenhes entre os dias 40 e 120 de
gestacédo frequentemente resulta na geracdo de animais Pl. Embora a maioria dos bezerros Pl
nascerem fracos, debilitados, com problemas respiratdrios, crescimento retardado,
malformacdes congénitas ou morrerem no primeiro ano de vida, existem relatos de animais
nessa condi¢do que sobreviveram até a idade adulta e foram capazes de se reproduzir, gerando
progénies PI (FRAY; PATON; ALENIUS, 2000; FLORES, 2005).

O animal PI contribui fundamentalmente para a manutencdo do BVDV nos rebanhos,
ja que se tornam uma fonte constante de eliminacéo do virus em altos titulos em secregdes e
excrecOes (DEREGT; LOEWEN, 1995; RADOSTITS et al., 2002; POTGIETER, 2004). Por
outro lado, a eliminacdo do virus pelos animais Tl geralmente dura poucos dias ou
eventualmente semanas (LINDBERG; HOUE, 2005).

O sangue desses animais pode ter alta dose viral, da mesma forma a saliva, secrecdo
nasal, sémen, leite, urina e fezes (HOUE, 1995; POTGIETER, 2004).

A viremia é detectada nas primeiras 24 horas da infec¢do que pode persistir por até 15
dias com um periodo de incubacdo prévio de aproximadamente trés a sete dias (BAKER,
1995; BROWNLIE, 2002; FLORES, 2005).

A infeccdo natural da BVD ocorre em bovinos, ovinos, suinos, caprinos (HOUE,
1995; POTGIETER, 2004). Sdo também susceptiveis coelhos, bufalos, IThamas e alpacas
(BEER, 1999).

A soropositividade para BVD ja foi confirmada em suinos (ROEHE et al., 1998),
caprinos (CASTRO et al., 1994), ovinos (BRUM et al., 2002), bubalinos (PITUCO, 2009) e
javalis cativos (FLORES et al., 2005). A doenca afeta ambos 0s sexos e todas as classes
animais apos o fim da imunidade colostral (BAKER, 1995; RADOSTITS et al., 2007).

Alguns fatores, tais como densidade animal, aptiddao do rebanho (leiteiro ou corte),

sistema de criagdo (sistemas intensivo, semi-intensivo ou extensivo), programa de vacinagéo,



praticas de manejo e medidas de biosseguranca adotadas por cada propriedade s&o
considerados de risco para BVD (PACHECO, 2010).

O agente etiologico da BVD apresenta distribuicdo mundial e ja foi identificado na
maioria dos paises onde ha criacdo de bovinos (FLORES et al., 2005).

No Brasil, Richtzenhain (1997), analisando 2.448 amostras provenientes de 56
propriedades em diversos estados, encontrou pelo menos um animal soropositivo em todas as
propriedades, ademais, o referido autor verificou prevaléncia de 65% em Minas Gerais, 84% no
Mato Grosso do Sul, 67% no Parana, 71% no Rio de Janeiro, 73% no Rio Grande do Sul e 78%
em S&o Paulo.

Um inquérito soroldgico foi realizado no qual 4.065 soros bovinos provenientes de
rebanhos com problemas reprodutivos de varios estados do Brasil foram avaliados, e 47,7%
das amostras foram reagentes pela soroneutralizacdo (PITUCO; DEL FAVA, 1998).

Na regido Sul, Scherer et al. (2002) detectaram, por meio da soroneutralizagéo, 74,7%
de positividade em amostras de soro e leite provenientes do Rio Grande do Sul. A prevaléncia
do BVDV foi estimada no rebanho bovino da regido sul do Estado do Rio Grande do Sul, em
que 1.734 amostras de soro foram submetidas a prova de soroneutralizacdo procedentes de 85
propriedades, destas, 1.150 (66,32%) foram positivas, com a deteccdo de bovinos
sorologicamente positivos em 70 (82,35%) propriedades (QUINCOZES et al., 2007).

Ainda no Rio Grande do Sul, a analise de 1.264 amostras de soro bovino procedentes
de 100 municipios demonstrou prevaléncia de 39,33% (FLORES et al., 2005).

Em Santa Catarina, Fino et al. (2013) obtiveram 58,25% (n=309) de positividade em
fémeas da raga Crioula Langeana.

Na regido Centro-oeste, foram coletadas 207 amostras de soro bovino em Goias,
verificando que 54,11% dos animais apresentaram anticorpos contra o virus da BVD
(GUIMARAES et al., 2001). Em estudos posteriores no mesmo estado, resultados
semelhantes foram encontrados por Brito et al. (2010) em que 64% de 3.533 fémeas bovinas
com idade acima de 24 meses, foram reagentes para virusneutralizacéo.

Em relagdo a regido Sudeste, uma prevaléncia de 61,7% foi encontrada por Figueiredo
et al. (1997) no Estado de Minas Gerais, valor semelhante ao encontrado por Mineo et al.
(2006) de 58,43% em um rebanho bovino de 243 fémeas procedentes da regido do Triangulo
Mineiro.

Em uma pesquisa utilizando o teste de ELISA indireto, analisando amostras de soro e
de leite de 376 vacas lactantes ndo vacinadas, provenientes de 10 propriedades localizadas nas

regides sul do Estado de Minas Gerais e Nordeste do Estado de S&o Paulo, demonstrou a



ocorréncia de anticorpos em 57,56% e 56,49% dos animais de Minas Gerais e S&o Paulo,
respectivamente (DIAS; SAMARA, 2004).

Jungueira et al. (2006) observaram prevaléncia de 98,0% (204/208) bovinos da raca
Nelore proveniente da regido do oeste do Estado de Sdo Paulo reagentes para BVD.

No nordeste, 64,7% de animais foram reagentes em um estudo com amostras de
bovinos coletadas em matadouros do Estado de Sergipe (MELO et al., 1997). Na Paraiba,
Thompson et al. (2006) verificaram 22,2% de soroprevaléncia entre 2.343 amostras de sangue
bovino coletadas em 72 propriedades .Estudo recente realizado no Maranhdo apresentou
61,5% de positividade dentre 400 amostras de soro de fémeas bovinas analisadas pelo método
ELISA (CHAVES et al., 2010).

Na regido Norte do Brasil, em uma pesquisa de anticorpos para BVD, foram testados
1.920 fémeas da raca Nelore procedentes da mesorregido Sudoeste do Para nas cidades de
Maraba e Parauapebas, e a prevaléncia média encontrada foi 40,0% (COSTA et al., 2012).
Outro estudo realizado no Estado do Pard, nos municipios de Castanhal, Sdo Francisco do
Pard, Garrafdo do Norte, Santa Izabel do Para e Capitdo Poco, detectou a presenca de 40,21%
(152/378) de zebuinos da raca Nelore soropositivos para 0 BVDV (KZAM, 2013).

Para Hamers et al. (2001), Flores (2005) e Radostits et al. (2007) a patogenia esta
relacionada com o bi6tipo do virus, ou seja, estirpes NCP apresentam tropismo pelo trato
respiratdrio, leucdécitos, 6rgdos linfoides, sendo esse o bidtipo que atravessa a placenta,
enguanto o alvo das estirpes CP é o trato digestorio.

Quando a infeccdo ocorre pela via oro-nasal, o epitélio do trato respiratorio superior, a
orofaringe e o tecido linfoide regional sdo os sitios primarios de replicacdo viral, além de
tecidos em constante divisdo como as placas de Peyer e o feto (BROWNLIE, 2002; FLORES,
2005).

Apbs introducdo ao hospedeiro, 0 BVDV se replica na mucosa nasal e posteriormente
nas tonsilas, timo e ileo. Em seguida, ele se difunde aos linfonodos regionais e chega a
corrente sanguinea em gque megacariocitos e linfocitos constituem os principais alvos do virus
que induz necrose dessas células e prejudica a fungdo daquelas que sobrevivem a infeccéo
(POTGIETER, 2004). De acordo com Brownlie (2002) e Flores (2005), a viremia ocorre entre
trés e 10 dias pos-infeccéo.

Em vacas imunocompetentes e nas infeccdes fetais, 0 BVDV pode causar significativa
perda reprodutiva inicial, com falha de fertilizacdo, mortalidade embrionaria com reabsorcéo,
abortamento e nascimento de bezerros fracos (RADOSTITS et al., 2002; GROOMS, 2004;
PORTGIETER, 2004; FLORES, 2005). Isso se da pelo fato do virus possuir tropismo pelas



células das linhagens germinativas, infectando o ovario e permanecendo nele por até 60 dias,
ocasionando ovarite e, consequentemente, auséncia de ovulacdo. Além de poder promover
salpingite e endometrite (GROOMS, 2004).

A infeccdo transplacentaria do feto ocorre através da vasculite no lado materno da
placenta causado pelo BVDV, o que permite o acesso a circulacdo fetal (RADOSTITS et al.,
2002; GROOMS, 2004). Somente em animais ndo imunizados, o BVDV ¢é capaz de invadir 0s
placentomas e se replicar no trofoblasto, atingindo assim, o feto (BROWNLIE, 2002;
POTGIETER, 2004).

A acdo teratogénica do BVDV é considerada maior entre os dias 100 e 150 de
gestacdo (SPRECHER et al., 1991; HOUE, 1995; MOENNIG; BROCK, 2004).

Nos machos, segundo Voges et al. (1998), o BVDV pode estabelecer a infeccdo
persistente nos tubulos seminiferos apos a infec¢do aguda durante a puberdade e 0 virus passa
a ser liberado constantemente no sémen. Os efeitos reprodutivos da infeccdo estdo
relacionados a baixa qualidade do sémen por defeitos morfolégicos dos espermatozoides,
diminuicdo da mobilidade e da concentracdo espermética (GROOMS, 2004).

Além dos danos reprodutivos, o BVDV tem a capacidade de causar depressdo do
sistema imune de bovinos provocando a diminuicdo na populacdo das células de defesa
(linfocitos T e B), afeta a funcdo macrofégica e, desta forma, predispGe o organismo do
hospedeiro as infecgBes secundarias (RADOSTITS et al., 2007). Agentes como hespervirus
bovino tipo 1, rotavirus, coronavirus, Pasteurella haemolytica, Histophilus somni,
Mycoplasma bovis e Salmonella spp. sdo frequentemente associados a quadros clinicos de
BVD (BROWNLIE, 2002).

As manifestacGes clinicas ap6s a infeccdo pelo BVDV dependem de muitos fatores
relacionados ao hospedeiro e ao 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 vacinagdo), status gestacional, idade
gestacional do feto no momento da infeccéo, nivel de estresse ambiental no momento da
infeccdo e concorréncia com outros patégenos (RADOSTITS et al., 2002).

A infeccdo pelo BVDV tem sido associada a uma ampla variedade de manifestacoes
clinicas, desde infecgdes inaparentes ou com sinais leves até uma doenca aguda e, por vezes,
fatal (BROWNLIE, 1990). Entretanto, de acordo com Baker (1995), na maioria das vezes
(70% a 90%) as infecgdes por BVDV nos bovinos ocorrem sem sinais clinicos ou de forma

inaparente, podendo ser observado apenas sinais de hipertermia transitdria e leucopenia.



Para Brock (2004), a infeccdo pelo BVDV esta relacionada a um complexo de
sindromes envolvendo os sistemas reprodutivo, respiratorio, digestorio, circulatério,
imunologico, linfatico, musculoesquelético e o sistema nervoso central.

Enfermidade gastroentérica aguda ou cronica, doenca respiratoria em bezerros,
sindrome hemorragica com trombocitopenia, patologias cutaneas e imunossupressao estao
entre as consequéncias mais frequentes da infeccdo pelo virus (BROWNLIE, 1990; BAKER,
1995).

Na forma da doenca aguda, febre transitoria, depressdo, anorexia, descargas oculo-
nasais, salivacdo, fezes aquosa, ocasionalmente, pododermatite e lesdes crostosas no plano
nasal e na regido periocular, erosdes e ulceragGes orais sdo observadas em animais infectados
(POTGIETER, 2004; SANTOS et al., 2011).

E importante destacar as alteracBes clinico-patoldgicas relacionadas ao sistema
reprodutivo como infertilidade temporéria, queda nas taxas de concep¢édo, retorno ao cio,
morte embrionaria ou fetal, abortos ou mumificacdo, natimortalidade, teratogénese ou o
nascimento de bezerros fracos e inviaveis (BROWNLIE, 1990; BAKER, 1995; PASSLER et
al., 2007).

O BVDV foi também associado a alteracdes neurolégicas em um bovino com 15
meses de idade, do sexo feminino, raca Angus, em que se observou meningoencefalite
multifocal aguda, degeneracdo neuronal, necrose e gliose no histopatolégico. O isolamento
viral e a genotipagem classificou o virus como BVDV tipo 2 (BLAS-MACHADO et al.,
2004).

Os achados patoldgicos variam de acordo com o curso e evolucdo da doenca
(RADOSTITS et al., 2002) e a taxa de mortalidade fica em torno de 8%, superada pela taxa
de morbidade que pode chegar a 90% em alguns casos (POTGIETER, 2004).

A necropsia podem ser encontradas alteragdes no trato gastrointestinal, especialmente
nas placas de Peyer que consistem em lesfes necrdticas e hemorragicas e aumento dos
linfonodos mesenteéricos. Adicionalmente, pode ser observada enterite catarral ou hemorragica
com conteldo intestinal de cor escura e consisténcia aquosa (BIELEFELDT-OHMANN,
1995; SCHMITZ, 2007; SANTOS et al., 2011). Ainda pode ser observada esplenomegalia,
hepatomegalia, linfadenopatia (POTGIETER, 2004).

Histologicamente, observa-se infiltrado mononuclear na lamina do intestino delgado e
rarefacdo linféide com infiltrado histiocitario nas regies centro-foliculares de linfonodos e
nas placas de Peyer, além de necrose das placas de Peyer, no miocardio, nos pulmdes, gliose e

neuronofagia no cerebro, além de nefrite e degeneracdo tubular renal (BIELEFELDT-



OHMANN, 1995; SCHMITZ, 2007; SANTOS et al., 2011). Potgieter (2004) ainda reporta
infiltrado mononuclear no miocérdio, baco, linfonodos e na regido periportal do figado.

Devido a diversidade de manifestacdes sintomatoldgicas, o diagnostico definitivo sé
pode ser realizado com o auxilio de testes laboratoriais (FINO et al., 2012).Vérias sdo as
técnicas disponiveis para a deteccdo do BVDV ou de animais expostos ou vacinados ao virus,
cada método possui suas vantagens, desvantagens e aplicabilidade especificas a cada
necessidade (GOYAL apud BAUERMANN, 2013).

A maioria dos testes ndo possui a capacidade de diferenciacdo entre BVDV-1 e BVDV-
2. O isolamento viral em monocamadas de culturas celulares de bovinos € o teste referenciado
como padréo para o diagnostico da BVD, além de ser o0 método recomendado pela OIE em
casos de comércio internacional. Entretanto, por ser uma prova laboriosa, mais demorada,
com custos elevados, ndo é indicada para o processamento de um grande numero de amostras
(RADOSTITS et al., 2007; DUBOVI et al., 2013).

Para isolamento viral, o material de escolha deve ser fragmentos do figado ou bago,
mucosa do intestino delgado, linfonodos, sangue total, soro e sémen (OIE, 2008).

Por outro lado, por serem mais baratos, rapidos e apresentarem boa sensibilidade,
métodos diagndsticos como a imunohistoquimica e ELISA estdo adquirindo importancia
(SALIKI; DUBQOVI, 2004; FLORES, 2005; RADOSTITS et al., 2007).

O teste ELISA é vantajoso, por permitir uma rapida e precisa identificacdo de
anticorpos especificos anti-BVDV em amostras de sangue total, plasma, soro e leite de
animais infectados ou PI, além disso, permite a avaliacdo de uma grande quantidade de
amostras, ndo requer um preparo prévio das mesmas e 0s resultados sdo obtidos em poucas
horas (RADOSTITS et al., 2007). De acordo com Niskanen et al. (1989) a determinacdo da
presenca de anticorpos contra o virus da BVD no soro a partir do ELISA € considerada mais
sensivel e especifica do que no leite.

Por sua vez, a imunohistoquimica (IHQ) possui algumas vantagens frente as demais
técnicas, como a estabilidade das amostras fixadas em formalina em comparagéo ao sangue,
deste modo, evitando falsos negativos por autdlise. Ainda, permite diferenciar bovinos Pl de
bovinos com infec¢do aguda com uma sé amostra e analisar bezerros neonatos ja que 0s
anticorpos colostrais ndo interferem na técnica. A bidpsia de tecido cutaneo da orelha fixada
em formol é considerada de escolha para diagnostico do BVDV pela IHQ (NJAA et al., 2000;
BRODERSEN, 2004).

Antigenos virais ja foram detectados por IHQ, principalmente em queratinécitos da

epiderme, no epitélio de foliculos pilosos e células mononucleares da derme de orelhas e pele,



também em histiocitos e linfocitos dos linfonodos, células foliculares da tireoide, no
citoplasma de neurénios e, em menor escala, em células da microglia no cortex cerebral e no
hipocampo (SANTOS et al., 2011).

O principio de todos esses testes imunoenzimaticos é similar, em que séo utilizados
anticorpos especificos para a detec¢do do antigeno viral, e a revelacdo do resultado ocorre por
meio de uma reacdo enzimatica, sobre substratos especificos ou ainda por meio de anticorpos
marcados com fluorocromos (GOYAL apud BAUERMANN, 2013).

Outro teste utilizado rotineiramente para o diagnéstico de BVD ¢ a soroneutralizacao
viral (SN), sendo considerado como teste padréo para a titulacéo de anticorpos (OIE, 2008).

Também chamada de virusneutralizacdo (VN), o teste consiste em incubar o soro
animal com o virus para possibilitar o bloqueio de estruturas virais por meio de anticorpos
especificos, impedindo a interacdo virus-receptor celular, resultando na inibicdo de efeito
citopatico padrdo (ECP). Desta forma, se 0 soro contiver anticorpos especificos contra o virus
utilizado, este serd neutralizado e as células permanecerdo intactas. Consequentemente, 0 ECP
ndo sera observado (FULTON et al., 2006).

Métodos moleculares como RT- PCR sdo extremamente utilizados para deteccdo de
RNA viral para fins de diagndstico (GILBERT et al., 1999; KIM; DOBOVI, 2003). Uma das
vantagens desses métodos é que sdo capazes de detectar infimas quantidades de &cidos
nucleicos virais em amostras de sangue e tecidos. A alta sensibilidade do teste permite
detectar RNA viral em células somaticas presentes em amostras de leite e deste modo,
identificar rebanhos leiteiros positivos através da analise de amostras coletadas em tanques de
leite (OIE, 2008).

Baron et al. (1994) referem-se ainda a outras provas sorolégicas, como fixacdo de

complemento, imunofluorescéncia indireta e imunofluorescéncia anticomplemento.

3.3 RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA

A rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) é causada pelo herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1) pertencente a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género
Varicellorirus, podendo ser classificado ainda em subtipos BoHV-1.1 e BoHV-1.2
(ROIZMANN et al., 1992; PELLETT apud THIRY et al., 2006).

A particula viral tem entre 70 e 110 nm de didmetro, é constituido por uma molécula de
DNA fita dupla com cerca de 140 Kb que codifica aproximadamente 75 proteinas, (destas 33

estruturais e mais de 15 ndo estruturais). O nucleocapsideo icosaédrico é envolto por camada



protéica e pelo envelope lipoproteico composto por dez glicoproteinas, denominadas gB, gC,
gD, gE, gl, gH, gL, gG, gK e gM (ROIZMAN et al., 1992; SCHWYZER; ACKERMANN,
1996; D’ARCE, 2002; FENNER; GIBBS; MURPHY, 2010).

As proteinas gB, gC e gD sdo as mais abundantes e consideradas essenciais para a
replicacdo viral, jA que suas quantidades interferem na penetracdo, reconhecimento do
hospedeiro, adsorcdo, fusdo celular do virus, além de inducdo de anticorpos neutralizantes
(BABIUK; DRUNEN; TIKOO,1996; SCHWYZER.; ACKERMANN,1996).

Para Engels e Ackermann (1996), os herpesvirus contém, pelo menos, dois conjuntos de
genes: um envolvido na expressdo dos genes e replicagdo viral e um segundo responsavel por
funcdes relacionadas a patogénese, a laténcia e interacdo virus / hospedeiro.

O BoHV-1 apresenta os subtipos 1.1, 1.2a e 1.2b. Este tltimo tem sido indicado como
subtipo com menor ocorréncia, ndo sendo associado ao aborto, enquanto os subtipos BoHV-
1.1 e BoHV-1.2a tém sido isolados em fetos bovinos abortados (ROCHA; GOUVEIA;
LEITE, 1999).

A transmissdo de BoHV-1 pode ocorrer por meio do contato direto entre secrecdes
nasais, oculares e genitais, anexos fetais de animais infectados, ou ainda atraves da inalacdo
de aerossdis contaminados. A transmissdo vertical ja foi relatada, sendo condicionada ao
estado imunoldgico da fémea no momento da infecgdo (RADOSTITS et al., 2007).

Os bovinos sdo os principais reservatorios do BoHV-1 (KAHRS, 2001), entretanto a
doenca ja foi diagnosticada em ovinos (TRUEBLOOD; SWIFT; MCHOLLAND-
RAYMOND, 1978), caprinos (CHENIER; MONTPETIT; HELIE, 2004), bubalinos
(SCICLUNA et al., 2010), suinos (SAXEGAARD; ONSTAD apud VARADY; TUBOLY;
DERBYSHIRE, 1994).

Por terem maior tempo de contato com o virus, animais mais velhos tém maior
probabilidade de ser infectados; machos sdo frequentemente mais acometidos que as fémeas
(BARBOSA; BRITO; ALFAIA, 2005; BOALAERT et al., 2005).

De acordo com estudos realizados por Boelaert et al. (2005), Dias et al. (2008),
Woodbine et al. (2009), Bezerra et al. (2012) e Souza et al. (2013), os fatores de risco para a
ocorréncia da enfermidade sdo: a constante aquisicdo de animais de diferentes origens, a
presenca de bovinos mais velhos, a aptid&o leiteira e 0 maior nimero de cabecas por rebanho.
Embora para Van Schaik et al. (2002), Barbosa, Brito e Alfaia (2005) e Solis-Calderon et al.
(2005), o mais importante é a introdugdo no rebanho de animais em periodo de incubagdo, em

fase aguda ou latentemente infectados pelo virus.



Podem ainda ser citadas como criagdes mais predispostas, as que estdo sempre em
contato com outros rebanhos, inclusive outras espécies, que recebem visitas técnicas sem
roupas de protecdo para manusear 0 gado, e as que possuem alta densidade animal (VAN
SCHAIK et al., 2001, VAN SCHAIK et al., 2002).

O BHV-1 tem distribuicdo mundial e sua prevaléncia em rebanhos bovinos atinge
coeficientes variados em diferentes regides (STRAUB, 2001). A doenca foi erradicada da
Austria, Dinamarca, Finlandia, Suécia, Italia (Provincia de Bolzano), Suica, Noruega e partes
da Alemanha (OIE, 2010).

No Brasil, inquéritos soroldgicos, revelam a expressiva disseminacdo do virus em
rebanhos de corte e leite. Estima-se que 40% a 60% dos bovinos entraram em contato com o
virus e possuem anticorpos para 0 BoHV-1, embora a maioria ndo tenha apresentado sinal
clinico evidente (PITUCO, 2009). Corroborando com essa informacdo, anticorpos anti-
BoHV-1 foram pesquisados em 21.062 amostras de soros de fémeas bovinas de 1.992
rebanhos ndo vacinados contra IBR e com historico de problemas reprodutivos, procedentes
de 21 estados brasileiros. Destas, 13.541 (64,3%) amostras foram reagentes no ELISA
(RICHTZENHAIN et al., 1999).

Na regido Nordeste foram relatadas prevaléncias de anticorpos que variam entre 56% e
96%, dependendo do tipo de criacdo analisada e do método diagnostico utilizado (FINO et al.,
2012). No Estado de Pernambuco, 282 amostras de 18 rebanhos foram testadas pelo teste de
soroneutralizacdo e 69,5% dos animais foram positivos (SILVA et al., 1995). Cerqueira et al.
(2000) submeteram 558 amostras de soro referentes a propriedades da Bahia, demonstrando
que 56% (314/558) foram positivas para ELISA e 52% (289/558) para soroneutralizacao.

Foram analisados 160 soros para 0 BoHV-1 oriundos de fémeas bovinas do Estado do
Maranhdo, pelo teste de Elisa indireto e destes, 67,50% (108/160) foram positivos (SOUSA et
al., 2013).

Na regido Centro-oeste, Vieira et al. (2003) encontraram uma soroposividade de 83%
nos rebanhos de Goias, em que foram pesquisados 790 soros de bovinos, através do ensaio
imunoenzimatico. As amostras eram, em sua maioria (75,3%), provenientes de propriedades
(n=90) com problemas reprodutivos, incluindo rebanhos de leite, corte e misto, distribuidas
em 40 municipios do estado.

Amostras soroldgicas de 6.932 animais procedentes de 892 propriedades localizadas
no mesmo estado foram testadas para BHV-1 pelo teste de soroneutralizacdo. A
soroprevaléncia encontrada foi de 51,9% (BARBOSA; BRITO; ALFAIA, 2005).



No sudeste do pais, a ocorréncia de anticorpos contra BoHV-1 variou de 14,2 a 87,3%
em rebanhos de Minas Gerais (MELO et al., 2002). A deteccdo de anticorpos foi feita
utilizando o teste ELISA. Alexadrino et al. (2011) encontraram, no mesmo estado, a
prevaléncia de 66,1,% (68/118) e 52,5% (84/160) de prevaléncia no Estado de S&o Paulo,
utilizando a virusneutralizagdo, em fazendas leiteiras e mistas.

Na regido Sul, foram encontradas variagdes entre 18,8 e 64,41% de animais reagentes
para BoHV-1 (MEDICI et al., 2000). Lovato et al. (1995) analisaram pela técnica de soro-
neutralizacdo,7956 soros bovinos leiteiros no Rio Grande do sul e encontraram 18,8% de
soropositividade para o BoHV-1.

No Parand, Dias et al. (2008) avaliaram 1930 soros de bovinos fémeas por ELISA e
registraram prevaléncia de 64,41%.

Por dltimo, na regido Norte, Cavalcante (1997) verificou pela virusneutralizagdo uma
prevaléncia de 44,73% no Estado do Acre e 86,2% (1715/1988) em Rondonia (OKUDA et al.,
2006). No Pard, Costa et al. (2012) obtiveram 33,5% de prevaléncia a partir da analise de
1920 soros de fémeas da raca Nelore procedentes dos municipios de Maraba e Parauapebas,
localizados na mesorregido Sudoeste do estado.

Dois mecanismos pelos quais 0 BoHV-1 infecta a célula sdo conhecidos: a penetracdo
do virus na célula, através da ligacdo aos receptores celulares por meio de glicoproteinas
especificas do envelope, ou ainda a transferéncia de particulas virais para uma célula vizinha,
evitando a acdo dos anticorpos neutralizantes (MUY LKENS et al., 2007).

A replicacdo do BoHV-1 in vivo ocorre ha mucosa do trato respiratério ou na mucosa
genital, de acordo com a via de infecgédo, causando necrose e apoptose (MUYLKENS et al.,
2007).

O virus pode penetrar nas terminacGes nervosas periféricas e migrar, via axénio, para 0s
neurdnios dos ganglios nervosos regionais, onde estabelece infec¢des latentes, ou seja, forma-
se genoma viral no interior dos neurdnios ganglionares, sem produgdo de progénie viral e,
somente sao reativados, quando 0s animais sdo expostos a fatores estressantes, que diminuem
a resisténcia imunoldgica como parto, tratamento por corticdide, transporte, mudangas na
dieta, desnutricdo, desmame, superlotacdio (ACKERMANN; PETERHANS; WYLER, 1982;
ENGELS; ACKERMANN, 1996; WINKLER; DOSTER; JONES, 2000).

De acordo com Schwyzer e Ackermann (1996), a timidina kinase é uma proteina
constituinte do virus responsavel pelo processo de reativacdo do BoHV-1 em estado de

laténcia.


http://www.researchgate.net/researcher/2028888764_M_Ackermann/
http://www.researchgate.net/researcher/61871234_E_Peterhans/
http://www.researchgate.net/researcher/67088267_R_Wyler/

O BoHV -1 induz resposta humoral e imunitaria celular dentro de 7-14 dias, que
persiste ao longo da vida, embora possa diminuir a ponto de ndo ser detectado por alguns
testes. Adicionalmente, os anticorpos maternos sao transferidos via colostro, tendo semi-vida
bioldgica de cerca de 3 semanas, entretanto pode ser detectado, ocasionalmente, em animais
com até nove meses de idade, e raramente em animais a partir dessa idade (OIE, 2010).

A gravidade da doenca pode ser determinada por véarios fatores como a viruléncia da
estirpe BoHV-1, fatores de resisténcia do hospedeiro, especialmente a idade, e o potencial de
infeccdo bacteriana secundaria (KAASHOEK et al. apud MUYLKENS et al., 2006).

De acordo com Fenner, Gibbs e Murphy (2010), a maioria das infecgdes apresentam um
curso leve ou subclinico. Quadros clinicos discretos em paises onde o BoHV- 1 é endémico,
podem ser explicado pela infeccdo priméaria de bezerros passivamente imunes (MECHOR et
al., 1987; LEMAIRE et al., 2000).

Ap6s um periodo de incubacdo de dois a quatro dias, a manifestacdo clinica da doenca
caracteriza-se pela ocorréncia de febre, anorexia, apatia, descargas mucopurulentas nasais e
oculares, conjuntivite unilateral ou bilateral, erosdes, hiperemia na mucosa nasal com areas de
necrose focal que pode transformar-se em pustulas e Ulceras, dispnéia, tosse, estridor traqueal
e aumentos dos linfonodos locais. O curso da doenga em casos ndo graves pode durar de cinco
a dez dias (SPILKI et al., 2004; PITUCO, 2009).

Caso o sistema respiratério seja o sitio de infeccdo, geralmente ocorre uma infecgdo
respiratoria subclinica, podendo ser observado uma doenca grave com bronquite, entretanto,
na maioria dos casos patologia pulmonar ndo tem sido observada, embora broncopneumonia
bacteriana secundaria possa ocorrer (RADOSTITS et al., 2000; RIET CORREA, 2007).

Orgéos digestivos ndo sdo alvos comuns para BoHV-1, todavia muitas lesdes podem ser
observadas como glossite, esofagite e rumenites necrosante aguda, enterites de aspecto
necrosante e ulcerativo, sendo o desfecho fatal dentro de quatro a cinco dias (METLER et al.
apud MUYLKENS et al., 2007). Segundo Pituco (2009), esporadicamente, 0 BoHV-1 pode
comprometer o sistema nervoso central, causando quadro grave de meningoencefalite.

Na infeccdo pelo BoHV-1, enquanto a taxa de mortalidade é considerada baixa (10%), a
morbidade pode alcancar 100%, complicagdes por infec¢bes bacterianas secundarias ou por
outras infeccgdes virais superpostas podem ocorrer (RADOSTITS et al., 2000; KAHRS, 2001).

A queda na producdo de leite pode ser observada (HAGE et al., 1998; VAN SCHAIK,
1999). Animais reagentes para BHV- 1 apresentam historico de aborto, retencdo de placenta,
metrite, anestro e repeticdo de cio (RAJESH et al., 2003; ROLA, 2003).
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Infertilidade ou nascimento de bezerros débeis ou natimortos sdo frequentes na
infeccdo. Além disso, em vacas prenhes, a viremia pode causar abortos, geralmente
observados entre quatro e oito meses de gestacdo embora, experimentalmente, a inoculagéo
parenteral do virus em novilhas induziram a morte embrionaria antes dos trés meses de
gestacdo (CHOW; MOLELLO; OWEN, 1964; DEL FAVA, 1996).

O diagndstico da infeccdo pelo BHV-1 pode ser através do diagndstico etiologico ou
soroldgico. As técnicas soroldgicas mais utilizadas sdo a soroneutralizacéo e o ELISA, e estes
testes tém sido utilizados em inquéritos epidemiologicos, certificacdo de rebanhos e triagem
de reprodutores destinados a coleta e comercializacdo de sémen (TAKIUCHI; ALFIERI;
ALFIERI, 2001).

A técnica de SN é fundamental na realizacdo de testes pareados, para a identificacdo
das diferentes fases da infeccdo e a circulacao viral no rebanho (BASHIR et al., 2011). A SN
possui menor sensibilidade que o ELISA (KRAMPS et al., 1994).

O ELISA para o diagnostico do BHV-1 apresenta alta especificidade, entretanto baixa
sensibilidade, e os anticorpos podem ser detectados no soro ou plasma, e com uma
sensibilidade mais baixa no leite (OIE, 2010).

A deteccdo de animais portadores do virus em laténcia também é de extrema
importancia nos programas de controle e erradicagdo da doenca e, como 0s animais podem
apresentar baixo titulo de anticorpos para o BHV-1, pode ndo ser possivel realizar testes
sorolégicos, bem como, diferenciar animais com anticorpos induzidos por virus vacinal
daqueles oriundos da exposicdo natural ao virus (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001;
OIE, 2010).

O diagnostico por isolamento pode ser realizado a partir de swabs de secre¢des nasais,
oculares e genitais, além de sémen, tecidos de fetos abortados e anexos fetais. Apesar de ser
considerado o teste padrdo para a identificacdo do BoHV-1, é uma técnica laboriosa, de custo
elevado e o tempo exigido para a obtencdo de resultados é elevada (TAKIUCHI; ALFIERI,
ALFIERI, 2001).

As técnicas de imunoperoxidase e imunofluorescéncia sdo alternativas mais rapidas
para o diagnostico viroldgico. O material para andlise inclui cortes ou impressées de tecido,
esfregaco de secrecdes e de sémen. Em tecidos autolisados ou com contaminacgdo bacteriana,
podem ocorrer reacdes inespecificas que interferem na leitura final dos testes (OIE, 2010).

A PCR pode ser utilizada na identificacdo de animais positivos durante a forma latente
da infeccdo (DEKA et al., 2005; SCHMITT; HENDERSON, 2005). Masri et al. (1996)

detectaram o BHV-1 precocemente, a partir do quarto dia pds-infeccao.



4. MATERIAL E METODOS

No presente estudo foram avaliados 350 bubalinos (Bubalus bubalis) procedentes de
12 propriedades agropecudrias localizadas nas Mesorregifes: metropolitana de Belém, do
Marajé e do Nordeste Paraense.

Amostras de 126 animais procedentes de cinco propriedades localizadas na
Microrregido do Arari no Marajo (Soure, Cachoeira do Arari, Chaves, Santa Cruz do Arari e
Ponta de Pedras) foram obtidas em matadouro oficial localizado em Belém, sob inspecéo
estadual. As outras 224 amostras foram provenientes de sete propriedades localizadas nos
Municipios de Belém, Santa Barbara, Castanhal, Santo Antonio do Taua, Marapanim,
Abaetetuba e Nova Timboteua (Tabela 1).

Tabela 1 — Numero de amostras de bubalinos de acordo com a procedéncia.

Mesorregido Municipio N° de amostras
Belém 32
Santa Barbara 32
Castanhal 25
Nordeste Paraense Santo Antonio do Taua 25
Marapanin 30
Abaetetuba 36
Nova Timboteua 44
Soure 25
Cachoeira do Arari 48
Marajo Chaves 30
Santa Cruz do Arari 13
Ponta de Pedras 10
Total 350

4.1 COLHEITA DE AMOSTRAS

Amostras de sangue de cada animal, sem predilecdo por raca ou sexo, foram colhidas
no Matadouro de Inspecdo estadual no momento da sangria na regido dos grandes vasos do

pescogo utilizando tubos de 10 mL esterilizados e sem anticoagulante.



Nas propriedades, o sangue foi coletado dos bubalinos através da venopuncdo da
jugular utilizando tubos a vacuo de 10 mL sem anticoagulante. Animais com menos de sete
meses e no periparto foram excluidos da coleta, a fim de evitar falsos resultados.

E importante ressaltar que as propriedades escolhidas para o estudo nio adotam
vacinacao contra BVD e IBR.

As amostras de sangue coletadas foram transportadas resfriadas em caixas de polimero
expandido até o laboratorio de Patologia Animal da Universidade Federal Rural da Amazénia
(LABOPAT).

Os procedimentos de colheita foram auxiliados por fichas (apéndice 1) contendo:
identificacdo, procedéncia e idade dos animais. Além disso, foi aplicado a proprietarios e/ou
tratadores, questionario contendo variaveis que pudessem ser fatores de risco para BVD e
IBR.

4.2 PROCESSAMENTO

As amostras de sangue sem anticoagulante coletadas (matadouro e propriedades)
foram centrifugadas para obtencdo dos soros, transferidos para microtibulos devidamente
identificados e congelados a temperatura de -20°C até a realizagdo das provas soroldgicas.

Os soros de cada animal foram submetidos as técnicas de sorologia (imunodifusdo
para leucose e soroneutralizacdo para rinotraqueite infecciosa bovina e diarreia viral bovina)

no Laboratorio de viroses de bovideos do Instituto Bioldgico de Séo Paulo.

4.2.1 Imunodifusdo em gel de Agar

A deteccdo de anticorpos séricos anti-virus da leucose foi realizada através da prova de
imunodifusio radial dupla de Ouchterlony em gel de Agar, utilizando o conjunto de reativos
elaborado pelo Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR): substrato gelatinoso, o antigeno
glicoproteico (gp51) da capsula viral, segundo metodologia padronizada por Birgel (1982) e
modificada por D’ Angelino (1991).

Preparou-se o gel de Agar diluindo 0,9 g de Agar Noble em 100 mL de solugéo
tampéo feita a partir da mistura de NaCl, KCI, Na,HPO,4, KH,PO,4, EDTA dissodico, NaN3 e
NaOH. Posteriormente, a solugdo foi fervida em banho-maria até que o Agar se dissolvesse

por completo.



Foi adicionado 5 mL de Agar a 0,9% em placas de Petri armazenadas em camara
Umida a 4°C. Apo6s 24 horas foi realizada a perfuracdo dos pogos com um cortador padréo
com 7 furadores (sendo um central e seis periféricos) de aco inoxidavel do tipo “roseta”. Em
seguida, os cilindros de Agar foram removidos por succdo com auxilio de uma ponteira
conectada a uma bomba a vacuo.

25 pL dos soros de referéncia e das amostras-teste foram dispostos em pogos
periféricos de forma alternada, bem como o antigeno no central (Figura 1a). As placas foram
incubadas dentro de uma camara umida, em temperatura ambiente (20°C a 25°C) durante 3
dias (Figura 1b) e, posteriormente, a leitura foi realizada em ambiente escuro, com o auxilio
de um foco de luz forte em feixe estreito, a fim de se verificar a presenca de linhas de

precipitacdo entre os pocos periféricos e o0 poco central (Figura 1c).

Figura 1-Imunodifusio em gel de Agar. a:Placa com soros de referéncia, soros testes e antigeno dispostas em
pocos. b: Placas incubadas dentro de camara Umida, em temperatura ambiente (20°C a 25°C). c: Leitura.
1ydedu 101 Cldssiicdud eI neygduvd, 1deainente pusiuvd ou posiuvd.



4.2.2 Soroneutralizacao

As amostras de soro sanguineo foram submetidas ao teste de soroneutralizacdo para
IBR e BVD utilizando-se a técnica descrita pelo Manual for Standards for Diagnostic Tests
and Vaccines (OIE, 2008; OIE, 2010).

A amplificacdo viral foi realizada em células de linhagem de rim bovino (MDBK -
Madin Darby Bovine Kidney) livres de contaminacdes. As células utilizadas foram cultivadas
em meio essencial minimo (MEM), contendo penicilina (1,6 mgL-1), estreptomicina (0,4
mgL-1) e nistatina (0,02 mgL-1), suplementado com 10% de soro equino.

Primordialmente, as aliquotas de soro (controle e teste) foram inativadas em banho-
maria a 56 °C durante 30 minutos. Apos serem identificadas, placas de poliestireno para
microneutralizacdo de 96 cavidades de fundo plano (Figura 2a) foram utilizadas.

Os soros foram testados em triplicata na dilui¢do final de 1:2 (ap6s adicdo do virus)
em que se adicionou, com auxilio de pipetas e ponteiras estéreis, meio Eagle MEM (controle
de células) na coluna 1 das placas, soros teste na linha A das cavidades 2 a 12 (total de 11
amostras) e na linha E das cavidades 2 a 12 (total de 11 amostras).

Objetivando o controle de toxicidade do soro, adicionou-se 50 uL meio Eagle MEM
nas linhas A e E das cavidades 2 a 12.

Em seguida, a solucdo de trabalho dos virus foram preparadas da seguinte forma: Em
10 tubos, realizou-se dilui¢Bes seriadas em base 2, a partir da solucdo de trabalho do virus até
1,95 TCIDso/mL.

Posteriormente, nas placas para sorologia de IBR, adicionou-se solucdo de trabalho do
virus BoHV-1 (200 DICTsg/cavidade) nos pocos, exceto no controle de toxicidade de soros
(linha A, linha E) e controle de células (coluna 1). Do mesmo modo, nas placas de
soroneutralizacdo para BVD, adicionou-se a solucdo de trabalho da cepa do BVDV (100
DICTsp/cavidade).

As placas de retitulacdo dos virus foram preparadas da seguinte forma: retitulou-se os
virus em duplicata em diluigdes seriadas na base 10, separando 14 tubos de 10 mL, com
diluicdes em dois grupos com oito tubos cada.

Nas placas para IBR, foi adicionado 100 uL da suspensdo de células MDBK na
concentracdo de 300.000 células/mL em todas as placas que foram incubadas por 96 horas em
estufa a 37°C com 5% de CO, (Figura 2b).



De modo semelhante, as placas para BVD, foram incubadas por uma hora na mesma
estufa, e apds esse periodo, receberam 50ul de suspensdo de células MDBK na mesma
concentracdo em cada cavidade.

Adicionalmente, o teste foi validado através do controle de células, do controle de

soros, do controle de doses, resultado dos soros controle e da retitulacdo.

Figura 2 - a: Placas para microneutralizacdo de 96 cavidades. b: Estufa a 37°C com 5% de CO,,

Foi realizada leitura das placas em microscopio invertido apos 4 dias de incubagéo,
iniciando pelas placas controles para validacéo da prova.

Em relacdo as placas testes, quando ocorreu soroneutralizagdo viral (Efeito Citopatico
ausente) (Figura 3A) em duas ou mais cavidades, o soro foi considerado reagente; caso
contrério (Efeito citopético positivo)(Figura 3B), o soro foi considerado néo reagente.



Figura 3- A:Efeito citopatico ausente. Ba: Efeito citopatico pelo BoHV-1 presente. Bb: Efeito citopatico pelo
VBVD presente

4.3 ANALISE DOS DADOS

Os dados foram tabulados e avaliados atraves de software estatistico Statistical
Analysis System (SAS, 2001), utilizando-se o teste estatistico qui-quadrado (%) com nivel de
significancia de 5%. Foram comparadas as frequéncias das variaveis positivo e negativo para
leucose bovina, rinotraqueite infecciosa bovina e diarreia viral bovina, de acordo com o sexo,
idade e procedéncia.

Para determinar os fatores de risco, os resultados dos questionarios epidemioldgicos
foram tabulados e o teste odds ratios utilizado para cada variavel investigada, calculadas
considerando como varidvel dependente o status sorologico do animal (positivo ou negativo)

para a diarreia viral bovina.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia de anticorpos contra o virus da leucose bovina, diarreia viral bovina e
rinotraqueite infecciosa bovina da populacdo estudada foi, respectivamente: 0% (0/350),
53,71% (188/350) e 91,71% (321/350), como verificado na Tabela 2, sendo observada

diferenca estatistica para todas as doencas.

Tabela 2 - Frequéncia (%) de anticorpos contra virus da leucose, virus da diarreia viral e virus
da rinotraqueite infecciosa em bubalinos criados no Estado do Para.

Resultado Doenca
Leucose IBR BVD
Reagente 0% (0/350) 91,71% (321/350)°  53,71% (188/350)°
N&o reagente 100% (350/350) 8,29% (29/350) 46,29% (162/350)

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)

5.1 LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA

No presente estudo, o teste de imunodifusdo em gel de agar ndo apresentou animais
reagentes ao virus da leucose. Resultado semelhante ao encontrado por Romero et al. (1981)
em que 234 amostras de soro bubalino coletadas em propriedades dos Estados do Amapa,
Pard e Rio de janeiro foram negativas para LEB através do mesmo teste; bem como aos
estabelecidos por Del Fava et al. (1997), entre 470 bufalas criadas em 15 rebanhos do Vale do
Ribeira, em S&o Paulo que também ndo verificou positividade. Os ultimos autores atribuiram
este fato a predominancia do manejo extensivo de bufalos e seu pouco ou nenhum contato
com o0s bovinos, a principal fonte de infeccdo da doenca. Contudo, os bubalinos da presente
pesquisa mantinham contato com bovinos em 6 propriedades avaliadas.

Rajéo et al. (2010) também néo registraram bubalinos sororeagentes ao teste IDGA em
uma analise de 670 bufalas criadas em sistema semi — intensivo, mantidas em conjunto com
bovinos sorologicamente positivos para leucose em propriedades localizadas em Minas
Gerais.

Em pesquisas realizadas fora do Brasil, resultados negativos na espécie bubalina
tambem foram referidos na Tanzénia por Hafez et al. (1980), no Egito por Hamblin et al.
(1990), em Taiwan por Wang (1991) e na Turquia por Akca et al. (2004).



Os poucos dados relevantes disponiveis na literatura indicam que a espécie bubalina é
menos suscetivel a leucose enzodtica bovina. Nesse sentido, um estudo de prevaléncia da
leucose em rebanhos bubalinos criados extensivamente na baixada maranhense foi realizado,
sendo analisados soros de 232 animais pela técnica de imunodifusao dupla em gel de agarose
(IDGA) e, destes, somente 4,21% (10/232) dos animais foram reagentes (CHAVES et al.,
2012a).

A baixa ocorréncia da doenca na espécie bubalina também foi demonstrada em estudo
no Paquistdo com 370 bufalos, em que apenas 0,8% dos animais reagiram ao teste de IDGA
(MEAS et al., 2000). Entretanto, Molnar et al. (2000) avaliaram 568 amostras de soro
bubalino e encontraram 24,6% dos animais reagentes para 0 mesmo teste.

Na espécie bovina, sdo verificados valores maiores que a bubalina para ocorréncia da
LEB. Cerca de 27,6% dos bovinos criados em diversas regides do Brasil estdo afetados pela
doenca (BIRGEL JUNIOR et al.,, 2006). Fato também verificado no Pard, em que a
prevaléncia da doenca em bovinos, encontrada por Mdlnar et al. (1999) foi de 26,0%
(174/668) pela IDGA.

De acordo com Nascimento e Carvalho (1993), o bufalo tem como caracteristica a
maior resisténcia as enfermidades, o que pode explicar a baixa ocorréncia da leucose nessa
espécie se comparada com a bovina. Para Molnar et al. (2000), essa diferenca na
soropositividade da LEB pode se justificar pelas provaveis diferencas entre bovinos e
bubalinos na sintese, quantidade e persisténcia de imunoglobulinas.

Embora a ocorréncia de infeccdo natural em bufalos esteja constatada (MARIN et al.,
1978; MOLNAR et al., 2000; CHAVES et al., 2012a), poucos estudos tém sido publicados
sobre a susceptibilidade dos bdfalos a leucose bovina.

Romero et al. (1981) estudaram a infeccdo experimental da LEB em 14 bufalos e
destes, quatro animais apresentaram anticorpos especificos para a glicoproteina gp55 do VLB,
detectados atraves da imunodifusdo entre trés a oito meses ap6s inoculagdo. Neste mesmo
estudo foi possivel observar particulas virais nos vacuolos citoplasmaticos de leucdcitos pela
microscopia eletrénica em todos 0s animais soropositivos apos oito meses da inoculagao.

Os mesmos autores sugerem a menor susceptibilidade dos bufalos a infeccdo pelo
VLB em relacdo aos bovinos, j& que ambas espécies foram desafiadas a infeccéo através de
inoculo de virus em cultura de células e sangue de bovinos infectados, e somente 0s bovinos
se infectaram em ambas as situacoes.

Em outro estudo experimental, Persechino e D’Amore (1984) verificaram que a

soroconversao ao virus da LEB ocorreu aos 19 meses pds-inoculagéo, no entanto, ndo foram



demonstradas alteragbes no ndmero de linfdcitos ou linfadenopatia que pudesse sugerir
linfocitose persistente ou linfossarcoma.

Del Fava et al. (1999) observaram reacao soroldgica fracamente positiva a IDGA de
uma bufala 24 semanas pos-inoculacdo e esta se manteve durante o periodo de 52 semanas,
n&o ocorrendo linfocitose persistente e linfossarcoma.

De acordo com Molnar et al. (2000), vérias questdes referente a leucose precisam ser
elucidadas: se as cepas de virus que circulam nos bufalos sdo totalmente idénticas as de

bovinos. Se a infec¢do se manifesta por alteracGes clinicas e patoldgicas na espécie.

5.2 DIARREIA VIRAL BOVINA

No presente estudo 53,71% dos bubalinos foram reagentes para o virus da Diarreia
viral bovina, resultado semelhante ao obtido por Lage et al. (1996) em inquérito soroldgico
realizado em Minas Gerais, que obteve 52,7% de bubalinos com anticorpos contra 0 mesmo
virus utilizando o teste de soro-neutralizagéo.

Os resultados da presente pesquisa também se aproximam dos verificados em estudo
feito no Egito em vérias espécies em que a prevaléncia de anticorpos neutralizantes para o
virus da BVD em bufalos foi de 52% (ZAGHAWA, 1998). Entretanto, no presente estudo, 0
resultado foi superior ao encontrado por Pituco, Del Fava e Okuda (1997) em rebanhos
bubalinos com problemas reprodutivos no Estado de SP no Vale do Ribeira (16,2%), além de
uma pesquisa no Ird em que 33,9% dos bufalos foram reagentes para BVDV na SN (HAJI
HAJIKOLAEI; SEYFIABAD SHPOURI; LOFTI, 2010).

O valor obtido neste estudo para doenca (53,71%) em bubalinos para o BVD ¢é
superior a ocorréncia nacional para bovinos (47,7%) (PITUCO; DEL FAVA, 1998), assim
como ao valor verificado em 378 zebuinos da raca Nelore no Estado do Para que detectou
anticorpos anti-BVD em 40,21% dos animais (KZAM, 2013).

A maior incidéncia da doenca em bubalinos também foi verificada na India por
Sudharshana, Suresh e Rajasekha (1999) em que a prevaléncia média de anticorpos contra o
BVDV em bovinos foi 15,29% (50/ 327) enquanto em bufalos 23,21%.

Apenas uma propriedade ndo apresentou animais reagente para o virus da Diarreia
viral bovina, demonstrando a elevada ocorréncia do virus nas propriedades avaliadas.

De acordo com Radostits et al. (2002), a prevaléncia da infec¢do nos animais acima de
um ano € alta, deste modo, 60 a 80% de animais nessa idade possuem anticorpos

neutralizantes séricos para 0 BVDV, fato que corrobora com este estudo em que se notou um



aumento da ocorréncia de anticorpos neutralizantes com o avancar da idade (Tabela 3). Até
um ano de idade, menos da metade dos animais, ou seja, 40,32% (25/62) foram reagentes para
BVD, enquanto que 78,79% (26/33) dos animais acima de oito anos foram reagentes

(p<0,05).

Tabela 3 - Frequéncia (%) de animais reagentes e nao reagentes para diarreia viral bovina de
acordo com a faixa etaria em bubalinos criados no Estado do Para.

Resultado Faixa etaria

Até 1 ano 2-3 anos 4-7 anos A partir de 8 anos

Reagente  40,32% (25/62)° 50% (54/108)*°  56,46% (83/147)"°  78,79% (26/33)°

N&o reagente  59,68% (37/62)  50% (54/108) 43,54% (64/147) 21,21%(7/33)

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p<0,05)

%°=13,8628; p= 0,0031

O crescimento nos indices de soropositividade de acordo com a idade podem ser
explicados pelo fato de animais na idade adulta serem expostos a fatores estressantes, como
transporte, o pico de atividade produtiva e reprodutiva, tornando-os susceptiveis a
enfermidades de etiologias diversas, além disso, quanto maior a idade do animal, maiores sdo
as chances de exposicao ao agente (CHAVES et al., 2010, CHAVES et al, 2012b).

Em relagéo ao sexo, percebeu-se uma positividade para BVD maior em machos como

demonstrado na Tabela 4, havendo diferenca estatistica para a doenga em relagéo ao sexo.

Tabela 4 - Frequéncia (%) de animais reagentes e ndo reagentes para diarreia viral bovina de
acordo com o sexo em bubalinos criados no Estado do Para.

Resultado Bubalinos
Macho Fémea
Reagente 72,61% (114/157) 38,54% (74/192)
Néo reagente 27,39% (43/157) 61,46% (118/192)

"~ %°=40,34; p=0,0001



Em um estudo no Ird com 310 bufalos, 105 (33,9%) foram reagentes no teste de
soroneutralizacdo e, destes, a maioria eram fémeas (39,5%) e 27,78 % machos (HAJI
HAJIKOLAEI; SEYFIABAD SHPOURI; LOFTI, 2010), discordando dos resultados
encontrados no presente estudo.

Observou-se que a maioria dos animais procedentes do municipios do Marajé
(90,48%) foram reagentes para BVD (Tabela 5), o que pode ser explicado pelo tipo de
criacdo, ja que a maioria dos rebanhos analisados no Marajé eram criados de forma extensiva,
que para Quincozes et al., (2007) esse tipo de criacdo apresenta 2,77 vezes mais chances de
apresentarem soropositividade para o0 BVDV em relacdo a rebanhos com criagdo semi-

extensiva.

Tabela 5 - Frequéncia (%) de bubalinos reagentes e ndo reagentes para diarreia viral bovina de
acordo com a procedéncia.

Resultado Bubalinos
Marajo Belém e Nordeste paraense
Reagente 90,48% (114/126) 33,04% (74/224)
N&o reagente 9,52% (12/126) 66,96% (150/224)

%% =107,01; p = 0,001

E possivel que a maior prevaléncia observada nas propriedades de criagdo extensiva
deva-se a inexisténcia ou a realizacdo de um numero muito reduzido de medidas direcionadas
para o controle de problemas sanitarios.

Dentre os fatores de risco investigados para associacdo com a ocorréncia de anticorpos
anti-VBVD nos bubalinos pertencentes aos rebanhos de Belém e Nordeste Paraense, somente
o tipo de ordenha foi estatisticamente significativo (p<0,05), cujo Odds Ratio (OR = 0,0427)
(Tabela 6).



Tabela 6 - Fatores de risco associados a soropositividade para BVD nas propriedades
localizadas em Belém e Nordeste Paraense.

Fator de risco P-valor OR ARR NNT
Sistema de Producéo 0,6082 0,8049 4,46% 23
Ordenha 0,0001 0,0427 49,99% 3
Forma de reproducéo 0,8529 1,1170 2,27% 45
Presenca de bovinos 0,8529 1,1170 2,27% 45

Em que OR=, valor de Odds Ratio; ARR=,Risco absoluto; NNT= nlmero necessario para

Isto significa que a probabilidade para ocorréncia de BVD na propriedade com
ordenha manual é cerca de 0,04 vezes superior a propriedade com ordenha mecanica,fato
verificado por Chaves et al. (2012b) que constataram frequéncias mais elevadas nas
propriedades que realizavam ordenha manual (67%).

Samara et al. (2004), concluiram que as maiores ocorréncias de animais reagentes ao
BVDV séo encontradas em propriedades menos tecnificadas, corroborando com os resultados
desse estudo. Entretanto, estudo sobre a ocorréncia da BVD em bovinos do Rio Grande do
Sul discordou da presente pesquisa, pois 0 uso de ordenha mecanica resultou em um risco
2,34 vezes maior de o rebanho apresentar a infec¢do, comparado ao uso de ordenha manual
(QUINCOZES et al., 2007).

De acordo com Quincozes et al. (2007), embora ndo existam relatos da utilizacdo de
ordenha como sendo fator de risco para a infeccdo por BVDV, esta variavel pode ser
considerada, ja que esta associada a aglomeracdo de animais e, desse modo, pode aumentar a
probabilidade de transmisséo do virus.

A partir do valor encontrado de NNT (3), pode-se afirmar que seriam necessarios trés
individuos expostos ao fator de risco (ordenha) para num periodo de dez anos surgir um novo
caso da doenca.

Apesar de ndo ter sido estatisticamente significativo neste estudo, o sistema de
producéo tem sido considerado fator de risco para BVD, em que propriedades com maior
densidade de animais (sistema intensivo) tem maior predisposicdo para a infecgéo (SAA et al.,

2012). Entretanto, em estudo realizado por Quincozes et al. (2007), as propriedades do tipo



extensivo apresentaram 2,77 vezes mais chances de haver sorologia positiva para 0 BVD em
relacdo a rebanhos com criagéo semi-confinada.

Por outro lado, de acordo com Talafha et al. (2009), rebanhos de médio porte e grande
porte apresentam risco maior para disseminacéo da infeccdo do que rebanhos menores.

No estudo feito por Quincozes et al. (2007), levando em conta o tipo de exploracéo, a
exploracdo mista (corte e leite) apresentou prevaléncia de 77,24% e 1,73 e 2,98 vezes mais
chance de apresentarem animais positivos para BVD do que propriedades com exploragédo
exclusiva de corte ou de leite, respectivamente; o tipo de exploracdo ndo pode ser avaliado no
presente estudo, j& que todas as propriedades em que foi realizado o questionario eram de
carater misto.

Segundo estudo feito por Chaves et al. (2012b), propriedades que utilizam monta
natural (MN) como forma de reproducdo tem risco aumentado para BVD, ao comparar com
propriedades que utilizam somente inseminacdo artificial, isto porque a utilizacdo da técnica
com sémen previamente testado e sabidamente livre de virus pode ser considerada um fator de
controle desta infeccdo. Para Quincozes et al. (2007), propriedades que utilizam como forma
de reproducdo somente touro, representou chance 1,90 vezes maior de presenca da infecgéo,
enquanto que o uso de inseminagdo e touro representou chance 2,08 maior. Na presente
pesquisa, esse fator também ndo foi significativo.

O contato com outras espécies susceptiveis a BVD é considerado fator associado a
ocorréncia da infeccdo. Propriedades que criam bovinos concomitantemente com ovinos
tiveram chances 1,48 vezes maior de apresentarem a infeccdo do que propriedades que nédo
criam ovinos (QUINCOZES et al., 2007). Entretanto, no estudo de Chaves et al. (2012b) esse
fator ndo foi considerado significativo, corroborando com o presente estudo.

Outro fator de risco para BVD é a auséncia de assisténcia veterinaria na propriedade
(QUINCOZES et al.,, 2007; CHAVES et al.,, 2012b). Na presente pesquisa, todas as

propriedades recebiam assisténcia veterinaria de acordo com os proprietarios.

5.3 RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA

A frequéncia de sororeagentes contra o virus da IBR (91,71%) foi semelhante a
encontrada por Ferreira et al. (2010), de 82,4% (155/188) em touros bubalinos criados em
sistema extensivo no Estado do Amapéa e llha de Marajo no Estado do Para através da

soroneutralizacdo e superior aos resultados de Moura et al. (2005) em rebanhos bubalinos



localizados nos Municipios de Cachoeira do Arari, Soure, Nova Timboteua, Ipixuna e Moju,
localizados no Estado do Pard, que verificaram positividade em 76,48% pelo teste ELISA.

Uma incidéncia de 57,82% também em bubalinos no Municipio de Soure, na llha de
Marajo, Para foi encontrada por Reis (2008), resultado inferior ao da presente pesquisa.

Os resultados verificados no presente estudo foram muito superiores ao inquérito
soroldgico realizado em Minas Gerais que detectou 14,7% dos bubalinos com anticorpos
contra herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) por soro-neutralizacdo (LAGE et al., 1996). Essa
diferenca pode estar relacionada ao tipo de populacdo utilizada, ao uso de diferentes técnicas
de amostragem, a origem e ao manejo dos animais testados e por diferengas regionais
(LOVATO et al., 1995; GUIMARAES et al., 2000).

A alta ocorréncia observada para a infeccdo pelo BoHV-1€é preocupante, pois as
propriedades estudadas ndo adotam a vacinacdo em seu manejo sanitario e, portanto, os
anticorpos encontrados, ndo séo de origem vacinal. Entretanto, apesar da alta taxa de animais
reagentes, evidéncias clinicas de infeccdo ndo foram detectadas nas propriedades.

Estudos feitos por Scicluna et al. (2010), relatam que o bufalo, apesar de ndo
apresentar a sintomatologia de IBR, desempenha importante papel epidemiol6gico, pois € um
potencial hospedeiro heterolégico dos virus para bovinos em regides onde ha criacdo de
ambas as espécies.

O valor verificado na presente pesquisa para a ocorréncia de IBR em bubalinos
(91,71%) é bem superior ao verificado por Richtzenhain et al. (1999) em que 64,3% das
amostras de bovinos procedentes de 21 estados brasileiros foram reagentes no ELISA. O
resultado também é maior que valores encontrados na espécie bovina no Estado do Para, de
33,5% (COSTA et al., 2012) e 79,72% (SOUZA, 2014).

No presente estudo foi observada a presenca de animais sororeagentes em todas as 15
propriedades estudadas e, portanto, em todos 0s municipios estudados, o que para Sousa et al.
(2013) indica que a infeccdo esta amplamente distribuida na regido estudada.

A auséncia de vacinacdo, a compra de animais sem a realizacdo de testes soroldgicos
prévios, a ndo realizacdo de testes sorologicos regulares no rebanho, a compra de sémen de
centrais de touros néo testados para IBR e a presenca de touros e vacas com idade elevada sdo
alguns dos fatores que, provavelmente contribuiram para os altos indices da doenca na regido
estudada.

Em relagdo a faixa etéria verificou-se que 93,94% dosanimais com idade superior a
oito anos foram reagentes para IBR como pode ser observado na Tabela 7. Entretanto, ndo

houve diferenca significativa (p=0,4049).



Tabela 7 - Frequéncia (%) de animais reagentes e nao reagentes para rinotraqueite infecciosa
bovina de acordo com a faixa etaria em bubalinos criados no Estado do Para.

Faixa etaria

A partir de 8

anos

Até 1 ano 2-3 anos 4-7 anos

Reagente  93,55% (58/62)  87,97% (95/108) 93,20 % (137/147)  93,94% (31/33)

N&o reagente  6,45% (4/62)  12.04 % (13/108)  6,80% (10/147) 6,06%(2/33)

x°=2.9149; p=0,4049

Os resultados deste estudo corroboram com Sarumathi, Reddy e Sreedevi (2002) que
relataram em bubalinos da india incidéncia bastante elevada nos animais a partir de seis anos.
Entretanto, discorda do estudo feito por Singh et al. (2006) em 472 amostras, cujo bubalinos
jovens, com menos de trés anos de idade foram mais susceptiveis a infec¢do pelo HBV-1 do
que as outras faixas de idade.

Ferreira et al. (2010) verificou que bubalinos pertencentes a faixa etaria de até dois
anos de idade apresentaram as menores prevaléncias para IBR e os touros com idade superior
a trés anos demonstraram positividade maior na sorologia para a IBR.

Deste modo, é importante ressaltar que animais mais velhos tém maior probabilidade
de ser infectado pelo pico das atividades produtivas e maior tempo de exposi¢cdo ao virus
(BARBOSA; BRITO; ALFAIA, 2005; BOALAERT et al., 2005).

Em relacdo ao sexo, embora os resultados ndo tenham sido estatisticamente
significativos, observou uma positividade para IBR de 89,81 nas fémeas e 93,75% nos
machos como verificado na Tabela 8. No estudo de Barbosa, Brito e Alfaia (2005) e Boalaert

et al. (2005), os machos foram mais frequentemente infectados que as fémeas.



Tabela 8- Frequéncia (%) de animais reagentes e ndo reagentes para o virus da rinotraqueite
infecciosa bovina de acordo com o sexo em bubalinos criados no Estado do Para.

Resultado Bubalinos
Macho Fémea
Reagente 89,81% (141/157) 93,75% (180/192)
Né&o reagente 10,19% (16/157) 6,25% (12/192)

4*=1,818; p=0,1776

Ao comparar a ocorréncia da IBR com a procedéncia dos bubalinos, verificou-se uma
soropositividade maior nos animais procedentes de propriedades de Belém e Nordeste

paraense (95,98%) do que do Maraj6 (84,13%), como verificado na Tabela 9.

Tabela 9 - Frequéncia (%) de bubalinos reagentes e ndo reagentes para rinotraqueite
infecciosa bovina de acordo com a procedéncia.

Resultado Bubalinos
Marajo Belém e Nordeste paraense
Reagente 84,13% (106/126) 95,98% (215/224)
Né&o reagente 15,87% (20/126) 4,02% (9/224)

%’=14,91; p = 0,001

Pesquisas demonstram que quanto mais denso o rebanho maior a disseminacdo da
rinotraqueite infecciosa bovina na propriedade (BARBOSA; BRITO; ALFAIA, 2005;
BOALAERT et al., 2005; DIAS et al., 2008), o que pode justificar a maioria de animais
sororeagentes para a infec¢do serem procedentes de propriedades localizadas em Belém e no
Nordeste paraense, visto que estas propriedades sao na maioria de carater semi-intensivo.

Dentre os fatores de risco investigados para associacdo com a ocorréncia de anticorpos
anti-BoHV-1 nos bubalinos pertencentes aos rebanhos de Belém e Nordeste Paraense,
somente o tipo de sistema de producédo foi estatisticamente significativo (p<0,05), cujo Odds
Ratio (OR =0,1068) (Tabela 10).



Tabela 10 - Fatores de risco associados a soropositividade para IBR nas propriedades
localizadas em Belém e Nordeste Paraense.

Fator de risco P-valor OR ARR NNT
Sistema de Producéo 0,0331 0,1068 6,88% 15
Ordenha 0,3502 2,8105 3,74% 27
Forma de reproducéo 0,1231 6,1429 5,52% 19
Presenca de bovinos 0,1231 6,1429 5,52% 19

Em que OR=, valor de Odds Ratio; ARR=,Risco absoluto; NNT= nlmero necessario para

De acordo com os resultados encontrados, a probabilidade para ocorréncia de IBR em
propriedades com sistema de producdo semi intensivo é cerca de 0,1068 vezes superior as
propriedades com sistema de producdo extensivo, fato verificado por Chaves et al. (2012b)
que constataram frequéncias mais elevadas nas propriedades com esse tipo de sistema (67%).
Resultado semelhante também ao encontrado por Solis-Calderon et al., (2003) em que
rebanhos com altas densidades obtiveram maiores chances de soropositividade para IBR.

Apesar das varidveis ordenha, forma de reproducdo e presenca de outras espécies
terem sido citadas como fator de risco para a doenca por diferentes autores (BOELAERT et
al., 2000; VAN SCHAIK et al., 2001), neste estudo, nao foi verificado significancia estatistica
para esses fatores.

Em relacdo ao tipo de ordenha, embora ndo tenha sido significativo na presente
pesquisa, esta variavel pode ser considerada fator de risco para a infec¢do, visto que propicia a
aglomeracdo de animais e, consequentemente, uma maior probabilidade de transmissdo do
virus.

Segundo Dias et al. (2008), a utilizacdo da monta natural como método de reproducao
envolveria maior probabilidade de infeccdo comparada a inseminagdo artificial, j& que nas
centrais de inseminacéo artificial, normas de controle sanitéario sdo exigidas com o objetivo de
garantir a auséncia de microrganismos patogénicos no sémen, entretanto, nesta pesquisa o tipo
de reproducdo ndo mostrou ser um fator de risco para a infeccdo do BoHV-1, corroborando
com Van Schaik et al. (1998).

De acordo com Van Schaik et al. (1998), o contato com outras espécies animais

podem atuar como transmissores mecanicos do virus quando se deslocam de um local a outro



dentro e entre propriedades, entretanto, esta varidvel ndo foi considerada significativa no
presente estudo.

A ndo associacdo da infeccdo com os fatores estudados pode ter ocorrido pelo fato de
que a maioria das propriedades, independente de utilizar a inseminacéo artificial ou monta
natural na reproducdo, de ordenhar ou ndo os animais, de criar concomitantemente outras
espécies ou ndo, demonstrou coeficientes bastante elevados de positividade.

Ressalta-se, ainda, que 48,28% (169/350) dos animais apresentaram-se sororeagentes
para as duas doencas (IBR e BVD), deste modo, o forte grau de associacdo positivo
encontrado entre as duas viroses pode ser explicado pelo efeito imunodepressor do BVDV
propiciando a ocorréncia de infeccGes pelo BoHV-1 ou desencadeando ativagdo do virus da
IBR em animais com infeccdo latente (BIUK -RUDAN et al., 1999; SOUSA et al., 2013).

Potgieter (1995) demonstrou evidéncias experimentais da interacdo do BVDV com
outros patdgenos, principalmente o virus da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), estudando
a permanéncia do virus HVB-1 ap6s inoculacdo em tecidos do trato respiratorio de bezerros

sadios e bezerros infectados com o BVDV.



. CONCLUSOES

A presenca de anticorpos contra VBLV néo foi verificada na populagéo estudada.

A presenga de anticorpos contra VBVD e BoHV-1 foi constatada na populacéo estudada,

sendo significativamente elevada para BoHV-1;

Bubalinos machos e animais com idade mais avancada apresentam maior soropositividade
para BVD.

A frequéncia de bubalinos sororreagentes para BVD é maior na Mesorregido do Marajo,

em relacdo as Mesorregides Nordeste Paraense e Metropolitana de Belém;

A frequéncia de bubalinos sororreagentes para IBR é maior na Mesorregido Nordeste

Paraense e Metropolitana de Belém em relacdo a Mesorregido do Marajo.

Dentre as variaveis investigadas, o tipo de ordenha foi o unico identificado como fator de
risco para a ocorréncia da BVD em bubalinos criados nas Mesorregides Nordeste Paraense

e Metropolitana de Belém.
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