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RESUMO

Amostras sanguineas de 188 touros bubalinos, criados em sistema extensivo em areas
de varzea, sem controle sanitario e reprodutivo eficiente, com idade de dois a 15 anos,
das racas Murrah, Mediterraneo e seus mesticos, foram coletadas em tubos vacutainer
esterilizados de 5 mL e avaliadas quanto a presenca de anticorpos para HBV-1, através
do teste de soroneutrlizagdo. Dos 188 touros examinados, somente de 51 foi possivel
obter amostras de sémen, as quais foram submetidas a analise de RT-PCR. Informagdes
acerca da idade, raca e escore de condi¢do corporal (ECC) dos animais foram
observadas. A estatistica descritiva foi aplicada através da distribuicdo proporcional e
determinag@o dos quadris e medianas de variaveis categoricas. O estudo foi realizado
em animais de oito propriedades, localizadas nos estados do Pard e Amap4, regido Norte
do Brasil, encontrando-se distribuidos da seguinte forma: nos municipios de Itaubal do
Piriri (N=59), Cutias do Araguari (N=33), Tartarugalzinho (N=14) e Bailique, distrito
de Macapa (N=21), totalizando 127 animais no Amapa. Os 73 restantes localizavam-se
no estado do Pard nos municipios de Soure (N=38) e Muana (N=23), [lha do Marajo. A
analise estatistica constou da aplicacdo do teste Binomial para comparar a prevaléncia
do HBV-1 nas propriedades examinadas nos municipios, € comparar a prevaléncia entre
as classes de racga, escore corporal e idade. Para avaliar a distribui¢do da titulagdo de
anticorpos para HBV-1, entre Amapa e Marajo, foi utilizado o teste estatistico de Mann-
Whitney. Todos os procedimentos foram executados pelo programa BioEstat 5, com
nivel de significincia a=0.05. Em todas as propriedades estudadas havia animais
positivos, e 82,4% das 188 amostras foram sorologicamente positivas. Entre as ragas
mediterraneo e Murrah e seus mesticos, houve diferenca real de prevaléncia somente
entre as racas Mediterrdineo ¢ Murrah (p=0,0004). Houve influéncia do ECC na
prevaléncia de touros sorologicamente positivos, sendo que os de ECC=3 apresentaram
maior prevaléncia que os de ECC < 3 (p=0.009). A prevaléncia conforme a idade
mostrou que existe uma diferenga significativa (p<0.0001) entre os animais com dois
anos e os touros com mais de dois anos de idade, havendo um incremento gradativo das
taxas de infeccdo com o avancar da idade. A prevaléncia no estado do Amapa foi
significativamente maior que no Para. As propriedades localizadas nos municipios de
Cutias do Araguari, Tartarugalzinho e Bailique (Macapd), apresentram 100% de
prevaléncia. Foi observado que a titulagdo minima ocorreu na maioria dos animais no
Marajo, entretanto em somente em 4.8% do rebanho procedente do Amapa teve baixas
titulagdes. Todas as 51 amostras de s€émen apresentaram-se negativas no teste da RT-
PCR. Concluimos assim que a prevaléncia da IBR ¢ altissima em touros bubalinos
criados extensivamente no estado do Amapa e Para, Brasil.

Palavra-chave: Rinotraqueite Infecciosa Bovina. Reprodutores. Bufalo. Amapa. Para.

Brasil.



ABSTRACT

Blood samples of 188 buffalo bulls, reared in extensive systems in pasture of lowland,
without effective control and reproductive and health, with two to 15 years old, Murrah,
Mediterranean breeds and crossbreeds, were collected in sterile Vacutainer tubes, 5 mL
and analyzed for the presence of antibodies to HBV-1, through the test virus
neutralization. Of the 188 bulls examined, only 51 were obtained from semen of
samples, which were submitted to analysis RT-PCR. Information about age, race and
body condition score (BCS) of the animals were observed. The descriptive statistics was
applied through the proportional distribution and determination of the hips and medians
for categorical variables. The study was conducted on eight properties, located in the
states of Para and Amapa, northern Brazil, were distributed as follows: 127 animals in
the municipalities Itaubal of Piriri (N = 59), Agouti Araguari (N = 33), Tartarugalzinho
(N = 14) and Bailique, district of Macapa (N = 21) located in the state of Amapa. The
remaining 73 located in the state of Para in the municipalities of Soure (N = 38) and
Muana (N = 23), Marajo of Island. Statistical analysis consisted of applying the
Binomial test to compare the prevalence of HBV-1 in the properties examined in the
cities, and compare the prevalence between the classes of race, age and body score. To
assess the distribution of titers of antibodies to HBV-1, between Amapa and Marajo, we
used the statistical test of Mann-Whitney. All procedures were performed by the
program BioEstat 5, with significance level o= 0.05. All studied properties had
seropositive animals, and 82.4% of 188 samples were serologically positive. Between
the Mediterranean and Murrah breeds and crossbreeds, there was only real difference in
prevalence between the Mediterranean and Murrah breeds (p = 0.0004). There was
influence of BCS in the serologically positive bulls prevalence. The BCS = 3 had the
highest prevalence of ECC <3 (p = 0.009). The prevalence according to age showed a
significant difference (p <0.0001) between animals with two years and the bulls with
more than two years of age, with a gradual increase in rates of infection with age. The
prevalence in the state of Amapa was significantly higher than in Para. The properties
located in the municipalities of the Cutias do Araguari, Tartarugalzinho and Bailique
(Macapa), had a 100% prevalence. It was observed that the titration was minimal in
most animals in Marajo, but only 4.8% of the Amapa’s herds was founded low titers.
All 51 samples of semen, were negative in the RT-PCR test. We conclude that the
prevalence of IBR is high in buffalo bulls bred extensively in the state of Para and
Amapa, Brazil.

Keyword: Infectious Bovine Rhinotracheitis. Breeding. Buffalo. Amapa. Para. Brazil.
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial de bufalos ¢ constituida de aproximadamente 173 milhdes
(FAO, 2005) de animais, e o rebanho brasileiro representa apenas pequena parcela desse
total, com cerca de um milhdo e duzentas mil cabegas de bufalos segundo dados do
IBGE (2009).

O estado do Para abriga 50% do rebanho bubalino nacional, motivo pelo qual
uma parcela significativa da economia ¢ movimentada em fun¢@o da cadeia de producao
de bufalos no estado (BARBOSA, 2005). O rebanho bubalino estadual aproxima-se das
500 mil cabegas, com crescimento de 1,5% registrado entre 2006 e 2007, sendo os
municipios da [lha de Marajo a area de maior concentragdo destes animais. O Amapa ¢
o segundo maior estado criador de bubalinos, albergando um efetivo de
aproximadamente 200 mil cabegas, havendo um crescimento anual em torno dos 0,9%.
Neste estado a maior parte da carne consumida advém do abate de bubalinos (IBGE,
2009).

A bubalinocultura ¢ uma atividade de importancia no Brasil a qual atrai adeptos,
devido ao excepcional desempenho zootécnico destes animais. O bufalo tem como
caracteristica a rusticidade e maior resisténcia as enfermidades e parasitoses
(NASCIMENTO; CARVALHO, 1993), ¢ extremamente versatil, produz carne, leite ¢
trabalho, em todas as latitudes e longitudes, nas mais varidveis condi¢des climaticas
(SILVA etal., 2003).

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 informacdes basicas necessarias para a aplicagdo de sistemas produtivos
eficazes.

Neste contexto, a saude reprodutiva dos machos e fémeas constitui um fator
decisivo para o sucesso do desempenho produtivo desta espécie.

Os problemas sanitarios de ordem infecciosa que determinam falhas na
reproducdo sdo multietiologicos ¢ podem comprometer simultaneamente muitos
animais de diferentes categorias, acarretando em sinais clinicos variados como repeticdo
de cio, abortamento, natimortalidade, nascimento de animais fracos ¢ infertilidade, o

que resulta em grandes prejuizos econdmicos. Desta forma, a busca do diagndstico de
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patologias deve ser realizada, a fim de se determinar medidas estratégicas de controle
(JUNQUEIRA; ALFIERE, 2006).

O herpesvirus bovino do tipo 1 (HBV-1) ¢ um importantes patéogeno na
bubalinocultura, causador de significantes perdas na industria pecuaria, através da falha
na reproducdo ¢ do aumento da mortalidade no gado (CORTEZ et al., 2001). Essa
patologia tem distribuicdo mundial e tende a ser endémica na maioria das populag¢des
(KAMPA et al., 2004).

A infeccdo pelo HBV-1 ¢ responsavel pela manifestagdo de um complexo de
doengas, dentre estas a rinotraqueite infecciosa bovina (infectious bovine rhinotracheitis
— IBR, denominac¢do hoje utilizada ndo s6 para a manifestacao respiratoria da doenga,
como também para todo complexo de caracteristicas clinicas causadas pelo agente
viral), a vulvaginite pustular infecciosa (conhecida pela sigla VPI, manifestagao venérea
da doenga) e a balanopostite pustular infecciosa (BPI, manifestacdo venérea da IBR no
macho), sdo as de maior importancia. Outras conseqiiéncias ocasionadas por este
patogeno sdo: reabsor¢cdo embriondaria
, aborto, infertilidade temporaria, nascimento de animais fracos e mortalidade de
neonatos (VIEIRA et al., 2003). Outros tipos de HBV, como o0 4 ¢ 5 sdo encontrados em
animais apresentando endometrites (FRAZIER et al., 2001) ou meningoencefalite
(RIET-CORREA et al., 1996).

A ocorréncia deste agente foi relatada em btifalos, os quais sdo, assim como os
bovinos, suscetiveis a esta doenga (PITUCO et al., 1997; DE CARLOS et al., 2004).
Todavia a prevaléncia, assim como o comportamento epidemiologico da IBR nos
bubalinos criados na Amazoénia sdo pouco conhecidos.

Apesar da possivel participagdo destas doencas nos prejuizos da cadeia
produtiva bubalina, estudos acerca da prevaléncia da IBR na regido Norte do Brasil sdo
raros, principalmente no rebanho bubalino. A presente dissertacdo teve como objetivo
estimar a prevaléncia da IBR em reprodutores bubalinos criados no sistema de producdo
extensiva em oito propriedades localizadas no estado do Amapa e Para, e relacionar a

prevaléncia e titulacdo soroldgica com a elimina¢do do virus no sémen.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTORICO

Em 1954, os pesquisadores Schroeder ¢ Moys registraram o primeiro caso de
IBR, na California, Estados Unidos, em 1953, e descrevendo-a como uma nova doenga
do aparelho respiratorio superior, incidente em gado leiteiro, a qual aparece
repentinamente, causando febre alta, agalactia e sinais respiratérios. Naquele momento
a causa era desconhecida, porém, era possivel determinar que sua transmissdo ocorre
através de tecidos e exsudados advindos de animais contaminados (SCHROEDER;
MOYS, 1954).

A partir da primeira notificacdo, esta doenca foi descrita em bovinos leiteiros e
de corte, de todas as idades, principalmente nos animais criados em sistema intensivo, ¢
ocasionalmente nos submetidos ao sistema extensivo. A Rinotraqueite Infecciosa
Bovina comegou a ser denominada como a “Red nose”, “dust pneumonia” e, em 1955,
foi chamada de Infectious Bovine Rhinotracheitis, sendo hoje muito conhecida pela
sigla IBR (MCKERCHER et al., 1955).

Anos mais tarde, apos a descoberta do virus, Saxegaard (1970) verificou que o
mesmo agente causador da IBR, também ¢ responsavel pela manifestacdo de doengas
venéreas, como a vulvovaginite pustular (VPI) em vacas. Outros estudos determinaram
ainda que o virus possa ter chegado & América do Norte através de animais com
infecc@o sub-clinica vindos da Alemanha, por volta de 1930. O HBV-1 provavelmente
s6 havia se manifestado como uma doenca venérea até ocorrer a intensificacdo das
criagdes, nas quais os animais comegaram a ser mantidos aglomerados, favorecendo a
modificacdo da viruléncia do agente, que neste momento, comecou a se manifestar na
sua forma respirtoria (YATES, 1982).

Posteriormente, a IBR foi largamente notificada em varias partes do mundo,
ocorrendo em varias espécies de bovideos, prevalecendo principalmente nos bovinos e
bubalinos (MWEENE et al., 2003; PHARANDE; DESHMUKH; GUJAR, 2004;
PACELLI et al., 2005; GUARINO et al.,2008).
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2.2 ETIOLOGIA

2.2.1 Classificacao

O HBV-1, pertencente a familia Herpeviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae, é
responsavel por desenvolver distirbios respiratorios e reprodutivos, como a VPl e a
BPI, abortos, reabsor¢do embrionaria e infertilidade temporaria (CERQUEIRA et al.,
2000).

Segundo Rocha, Gouveia e Leite (1999), subtipos do HBV-1 foram
determinados baseados na analise das diferengcas no DNA viral detectados por restri¢do
enzimatica ou reagdo em cadeia de polimerase ( PCR), encontrando-se os subtipos 1.1,
1.2a e 1.2b. A importancia biologica desta classificagdo ndo estd bem definida, porém
uma menor viruléncia tem sido indicada para o subtipo 2b, o qual ndo parece causar
aborto, enquanto os subtipos HBV-1.1 e HBV-1.2a t€ém sido isolados em fetos bovinos
abortados. No entanto, Lata Jain, (2006) reportou que a subtipagem ndo mostra uma

correlacdo rigorosa entre a clinica e o subtipo molecular isolado.

2.2.2 Estrutura viral

O HBV-1 mede entre 70 a 110 um (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERE, 2001) e
possuem um nucleocapsideo icosaédrico, constituido de 162 capsémeros, rodeado por

um tegumento e pelo envelope viral, composto de glicoproteinas na sua superficie

(LATA JAIN, 2006).
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2.2.3 Genoma

Seu genoma consiste de uma fita dupla de DNA de aproximadamente 137-139
kpb. Algumas glicoproteinas também tém propriedades imunogénicas, as quais sdo

usadas como agentes de vacinas ou de testes diagnosticos (LATA JAIN, 2006).

2.2.4 Glicoproteinas de envelope viral

O genoma do BHV-1 contém pelo menos 10 genes com potencial para codificar
as glicoproteinas gB, gC, gD, gE, gl, GH, gL, gG, GK ¢ GM (SCHWYZER;
ACKERMANN, 1996). Devido a sua localizagdo no envelope viral e na superficie de
células infectadas, estas glicoproteinas sdo importantes sinais para a resposta imune do
hospedeiro. Além disso, para Lata Jain (2006), elas desempenham um papel importante
na patogenicidade mediada pela entrada do virus na célula hospedeira, na fusdo celular e

na propagacao viral célula a célula.

2.2.5 Laténcia

A ocorréncia da laténcia existente nas infecgdes por BHV-1 tem papel
importante na patogenia e nas medidas de controle deste virus, pois uma vez infectado,
o animal torna-se portador para o resto da vida (PASTORET; THIRY, 1985; VAN
OIRSCHOT et al., 1993). De acordo com Pidone, Galosi e Etcheverrigaray (1999), apos
o virus penetrar no hospedeiro, e se ligar as células epiteliais do sitio de inoculagdo e se

replicar, o BHV-1 se dissemina através de feixes nervosos, alcancando principalmente
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os ganglios trigeminais e sacral, onde permanece em estado latente, podendo ser
reativado em condi¢des de estresse, ou baixa da imunidade. Aoki (2006) descreve que
durante a reativagdo viral, o HBV-1 torna-se passivel de ser excretado novamente,
podendo contaminar outros animais susceptiveis, e ressalta ainda que nos animais

latentes, os sinais clinicos geralmente ndo estdo presentes durante a reativagao viral.

2.3 PREVALENCIA

A presenca do HBV-1 ja foi relatada em varias partes do mundo, prevalecendo
principalmente em bovinos (SHOPER JUNIOR, 1970) e bubalinos (DE CARLOS et al.,
2004). Sua ocorréncia foi notificada ainda em suinos, elefantes asiaticos, antilopes,
javalis e furdes (SETIEN, 1987), ovinos e caprinos (BANKS, 1999).

A prevaléncia do HBV-1 em paises da Europa, Asia, Oceania, América do Norte

e Sul, ¢ apresentada na Tabela 1.
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Tabela 1. Prevaléncia da IBR em paises da Europa, Asia, Oceania, América do Norte e Sul, considerando-
se a procedéncia, técnica de diagndstico e a referéncia.

Procedéncia (%) Técnica Referéncia
AFRICA
4 , . ELISA’
Zambia SS* de rebanhos bovinos 48,28 P Mweene et al. (2003)
ASIA
, ) 5 Pharande, Deshmukh ¢
India SS* de rebanho bubalino 6,45 ELISA )
Gujar (2004)
5 ] Renukaradhya,
. SS° de rebanho bubalino e 52,5 5 )
India ELISA Rajasekhar ¢ Raghavan
Bovino 50,9
(1996)
SS* de rebanhos bovinos s
Tailandia o 18 ELISA Kampa et al. (2004)
leiteiros
EUROPA
) SS* de rebanho bovino s )
Italia o 26,3 ELISA Cuteri et al. (2006)
leiteiro
Italia Fetos abortados de bufalos 37,2 IF'/PCR® Pacelli et al. (2005)
) P Janzen, Smart e
Finlandia SS~ de touros em Central 40 SNY/IV
Nicholson (1980)
OCEANIA
) SS* de rebanhos bovinos Sed )
Nova Zelandia ) 57 ELISA’SN"  Durham e Sillars (1986)
leite/corte
AMERICA
DO NORTE
) Urbina, Riveira e
Meéxico SS” em rebanhos leiteiros 22 -
Correa (2005)
USA SS? de rebanhos bovinos 20,4 - Waldner (2005)
AMERICA
DO SUL
Uruguai SS? de rebanho bovino 37% ELISA’ Guarino et al. (2008)
Venezuela SS? de rebanho de corte 51 ELISA® Obando et al. (2004)
"' Imunofluorescéncia
2 _ Soro Sangiiineo
? _ Isolamento Viral
*_ Soronetralizago
3 _ Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
6

—Reacdo em Cadeia de Polimerse

No Brasil, como citado por Okuda et al. (2006 apud GALVAO, DOLIA ¢
ALICE, 1963) a IBR foi registrada pela primeira vez em 1962 na Bahia, em
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levantamento soroldgico da doenga através de anticorpos neutralizantes. A prevaléncia

do HBV-1 em varios estados brasileiros esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2. Prevaléncia da IBR nos estados brasileiros, considerando-se a procedéncia, técnica de

diagnostico e a referéncia.

BRASIL
Estado Procedéncia (%) Técnica Referéncia
MG SS' de bovinos 51 - Castro et al. (1992)
SP Sémen de touros em central de IA 56 SN* e IV?  Passos et al. (1992)
X 3 Rocha, Gouveia ¢ Leite,
MG SS" de touros em Central 62,5 SN
(1995)
MS SS! de rebanhos bovinos 17 - Pellegrin et al. (1997)
SP SS' de bezerros bovinos 86,8 SN? Moreira et al, (2001)
MG SS! de rebanhos bovinos 58,2 ELISA*  Rocha et al. (2001)
PA SS' de rebanho bubalino 62,9 - Molnar et al. (2001)
GO SS' de touros em Central 69,4 SN* Faria et al. (2003)
SS' de rebanhos bovinos . o
GO o ) 83 ELISA Vieira et al. (2003)
leiteiros/corte/ mistos
SP SS' em touros de uma central de IA 80,3 SN? Okuda et al. (2004)
PA SS' de rebanho bubalino 76,48 ELISA* Moura et al. (2005)
. 3 Barbosa, De Brito e Alfaia,
GO SS" de rebanhos bovinos 51,9 SN
(2005)
SP SS' de rebanho bovino de corte 68,3 SN* Junqueira et al. (2006)
PA SS' de rebanho bubalino 57,82 SN°* Reis, (2008)

T
2
3
4

— Soro Sangiiineo
— Isolamento Viral
— Soronetraliza¢ao

— Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

O HBV-1 ocorre em todo Brasil, devendo-se salientar, que o nimero de

rebanhos infectados com a doenga ¢ elevado. Vieira et al. (2003) ao estudar a

prevaléncia do HBV-1 em 90 fazendas, verificou sua ocorréncia em 96,7% das

propriedades. Okuda et al. (2006) reportou que 100% das 85 propriedades examinadas

em seu trabalho havia a presenca de animais positivos.
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2.4 EPIDEMIOLOGIA

A IBR ¢ uma doenga cosmopolita, facilmente transmitida através de secregdes
respiratdrias, oculares e reprodutivas, sendo a ultima, a via de entrada mais comum em
rebanhos (URBINA; RIVEIRA; CORREA, 2005).

Touros utilizados para producdo de s€émen que possuem o virus em estado de
laténcia apresentam-se como um problema especial, uma vez que o sémen pode sofre
contaminagdo com grandes quantidades de HBV-1 nos episddios de reativagdo viral.
Animais clinicamente saudaveis nos quais a reativacdo do virus esta se processando,
podem apresentar infecgoes leves ou sub-clinicas. O reconhecimento de sinais clinicos
serd, portanto, de pouco valor na prevencdo da transmissdo pelo coito (ROCHA;
GOUVEIA; LEITE, 1995).

Os touros comecam a eliminar o HBV-1 na mucosa prepulcial por volta de dois
a sete dias apos a infeccdo pelo coito. Este primeiro periodo de eliminagdo viral pode
levar algumas semanas, e apés esta primeira fase de infeccdo o virus entra entdo em
laténcia (HUCK et al., 1971).

Portanto, o sémen contaminado pelo HBV-1 desempenha um papel fundamental
na cadeia epidemiologica, podendo transmitir o agente pela monta natural e
inseminacgdo artificial (IA) (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERE, 2001). O HBV-1
presente no sémen permanece viavel quando preservado a 4°C por sete dias e em
temperatura ambiente por cinco dias (OIE, 2008).

O processo de congelacdo do sémen ndo desativa o virus, permanecendo este
com seu potencial infectivo ativo, e o uso dos antimicrobianos neste processo nao afeta
em nada o este patdogeno. Assim a A ¢ uma forma potencial de transmiss@o do virus nas
populacdes. Devido a este motivo, touros utilizados para a [A devem ser submetidos a
exames sorologicos para a doenca periodicamente (LATA JAIN, 2006).

Outro fator importante ligado aos touros na epidemiologia da IBR ¢ a ndo
existéncia de uma correlagdo obrigatoria entre a detecgdo de anticorpos especificos
circulantes e a eliminacdo do virus pelo sémen uma vez que tem sido relatada a
detec¢do do HBV-1 em amostras obtidas de animais soronegativos, e vice-versa

(FARIA et al., 2003).



18

Segundo Urbina, Riveira e Correa (2005), vacas acima de quatro anos tém 2,36
vezes maior risco de contrair IBR do que as de menor faixa etdria. Todas as idades e
racas sdo suscetiveis a infeccdo, porém muitos trabalhos reportam maior ocorréncia da
doenca em animais acima dos seis meses, observando-se elevadas taxas de prevaléncia
nas idades mais avancadas (KAMPA et al, 2004, BARBOSA et al, 2005;
JUNQUEIRA et al., 20006).

Quanto ao tipo de exploracdo, segundo Vieira et al. (2003), animais leiteiros
possuem maiores porcentagens de animais positivos, quando comparados aos de corte.
Isso talvez possa ser explicado pela maior aglomeracdo que animais de exploragdo
leiteira sdo submetidos.

O sexo nao parece ser um fator determinante da IBR, porém, Del Fava (2001)
encontrou prevaléncia significativamente mais alta em touros, resultado contrario ao
relatado por Vieira et al. (2003) que apontaram maiores indices em fémeas. Ja o escore
corporal e a raga ndo influenciam na ocorréncia desta doenca (DEL FAVA, 2001).

Quincozes (2005) ao realizar o levantamento dos fatores de risco associados a
ocorréncia da IBR em rebanhos do Rio Grande do Sul verificou maior porcentagem de
animais positivos nos rebanhos de aptiddo mista (77,24% de animais soropositivos), em
sistemas de criagdo extensivos (66,34% contra 23,08% nos sistemas semi-intensivos), e
com utiliza¢cdo de monta natural ¢ IA no manejo reprodutivo (70,26%, contra 64,29%
nas propriedades onde utilizou-se somente touros, € 48,94% nas de IA). No mesmo
estudou verificou-se ainda que nas fazendas com a presenga de ovinos e caprinos, houve

maiores indices de prevaléncia.

2.5 PATOGENIA

O crescimento dos herpesvirus causa disturbios na arquitetura celular, com o
aparecimento de inclusdes intra-nucleares, marginagdo da cromatina e destruicdo dos
nucléolos. Uma massa basofilica desenvolve-se centralmente no nticleo, e corresponde
ao acumulo de DNA recentemente sintetizado. Os virus adquirem o envelope quando

brota através da membrana nuclear, causando a morte celular (FENNER et al., 1993).
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No momento da replicagdo viral nas mucosas, o virus penetra nas terminagdes
nervosas periféricas locais, onde por via axonal retrograda, atinge os sitios de laténcia,
neurdnios dos ganglios trigémeo e sacral, onde o nucleocapsidio penetra no nucleo,
permanecendo na forma latente ndo infecciosa, podendo ser reativado quando os
animais sdo expostos a fatores predisponentes, que diminuem a resisténcia imunologica
(TIKOO; CAMPOS; BABIUK, 1995).

A transmissao do HBV-1 ¢ feita por via direta pelo contato nasal. No caso da
infeccdo pelo trato genital, a transmissao ocorre pelo coito ou por fomites. Transmissoes
cruzadas entre a forma respiratoria e genital podem ocorrer (LEITE, 1996).

A laténcia viral ¢ caracterizada pela presenca do genoma, auséncia de expressao
génica consideravel e producdo de gene viral. Ndo havendo a apresentacdo de antigeno
as células do hospedeiro, os animais infectados tornam-se portadores vitalicios
(ENGELS; ACKERMANN, 1996).

Nos orgaos reprodutivos das fémeas, Riet-Correa et al. (1996), verificaram que o
virus causa severa lesdo necrosante nos ovarios, principalmente se a infec¢do ocorre na
época da ovulagdo. O desenvolvimento do corpo liteo pode ser prejudicado,
interrompendo os ciclos estrais subseqiientes, que voltam ao normal em torno de dois
meses apos a infecgdo. Este processo tem uma evolugdo de quatro a sete dias.

O HBV-1 pode comprometer tanto o desenvolvimento do embrido como do feto,
embora seja observado abortamento com maior freqiiéncia, em condi¢des de campo, no
segundo e terceiro trimestre de gestacdo (ROEHE; WEIBLEN, 2000).

Aly, Shehab e Abd El-Rahim (2003) relatam que os aspectos mais proeminentes
nos exames post-mortem de animais infectados pelo HBV-1 sdo congestdo e hemorragia
do mesenquima bronquial, linfonodos bronquiais € bago, enquanto os rins, estavam
palidos. Microscopicamente observaram degeneracdo da mucosa epitelial e submucosa
da traquéia e dos bronquios, assim como a presenca de vacuolos nas células do epitélio
bronquiolar e alveolar. Inclusdes citoplasmaticas foram detectadas nas células
alveolares, assim como neutrofilos, macréfagos e linfocitos, havendo vasculite e

trombose nos vasos sangiiineos pulmonares. Exames nos rins revelaram nefrite.
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2.6 RESPOSTA IMUNOLOGICA

A resposta imune a infecg¢do pelos herpesvirus ¢ acionada quando este inicia sua
replicagdo (BABIUK; VAN DRUNEN; TIKOO, 1996). A resposta imune humoral e
celular ocorre apos sete dias da infeccdo (ENGELS; ACKERMANN, 1996).

Anticorpos sdo produzidos contra as glicoproteinas virais gB, gC, gD, os quais
induzem a protegdo imunolégica dos animais, prevenindo a viremia (CANDIDO et al.,
2003). Estes contribuem ainda na resposta celular anticorpo-dependente, a qual também
¢ refor¢ada pelo complemento (AUSTRALIA, 2005).

Os anticorpos persistem em niveis detectaveis por trés anos apds a vacinagdo
(HAGE et al., 1998). Para Fulton et al. (2004), os anticorpos maternos persistem
durante 123 dias apds o desmame embora estes ndo protejam completamente os vitelos,
que podem ter infecgdes latentes com o BoHV-1 nos primeiros anos de vida
(AUSTRALIA, 2005). De acordo com ultimo autor a resposta imune mediada por
células ao HBV-1 inclui a ag¢do de macrofagos, a produgdo de interleucina-2 e
interferon-y e ativacao dos linfocitos natural-killer.

O HVB-1 provoca uma ampla imunossupressao em bovinos infectados, o que
muitas vezes leva a infeccdes bacterianas e virais secundarias. Imunossupressdo ¢
causada por deficiéncia de macréfagos, polimorfonucleares, neutrdfilos e fungdo
linfocitaria (TIKOO; CAMPOS; BABIUK, 1995), e pela diminui¢cdo da expressdo do
receptor de interleucina-2, diminuindo o estimulo mitogénico das células
mononucleares no sangue periférico e reduzindo o nimero de linfécitos T circulantes,

através da apoptose destes (WINKLER; DOSTER; JONES, 1999).

2.7 EFEITOS NA EFICIENCIA REPRODUTIVA

A introducdo do HBV-1 em rebanhos causa importantes prejuizos na eficiéncia

reprodutiva dos animais. Este virus causa o comprometimento nos indicativos da
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eficiéncia reprodutiva, tais como o intervalo entre partos, nimero de doses de sémen
utilizadas na inseminagdo artificial; nimero de servi¢os por concepgdo; taxa de
concepgdo; taxa de mortalidade embrionaria precoce ou tardia; porcentagem de abortos,
natimortos e mortalidade neonatal; peso ao nascer; freqiiéncia de endometrites; entre
outros (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERE, 2001).

Nos machos, a replicacdo viral durante a reativagdo ocorre sem sintomas clinicos
da doencga, porém, os touros podem estar eliminando grandes quantidades de virus no
sémen (VAN ENGELENBURG et al., 1995). Van Oirschot (1995) relata que animais
que apresentam a balanopostite pustular, possuem reducdo da motilidade espermatica, e
ha o aumento das anormalidades morfologicas dos espermatozodides. O agente causador
da IBR ¢ considerado o patéogeno viral mais comumente encontrado no sémen de
bovinos (LATA JAIN et al.,2008).

Varios autores relatam que a maioria dos touros soropositivos, ¢ mesmo aqueles
em plena eliminacdo do virus, ndo apresentam sinais clinicos da infec¢@o, transmitindo
o agente através do coito ou sémen (IA) (PASSOS et al., 1992; ROCHA; GOUVEIA;
LEITE, 1995; OKUDA et al., 2004).

Levantamentos bibliograficos reportam baixos indices de gestagdo em vacas
inseminadas com sémen de touros infectados com o HBV-1. Além de baixos indices de
concepgdo, a ocorréncia de endometrites, lesdes no oviduto, altas taxas de retorno ao
cio, encurtamento do ciclo estral, vulvovaginites, necrose focal do corpo lateo, foram
registradas (ROCHA; GOUVEIA; LEITE, 1999). Segundo os autores este fato deve-se
a transmissdo amplamente favorecida pelo desenvolvimento da biotécnica de
criopreservacdo do sémen, uma vez que as condicoes de processamento e
armazenamento do s€émen sdo ideais para a preservacao do HBV-1.

O aborto ¢ uma das conseqiiéncias mais preocupantes da infec¢do pelo HBV-1.
Reed et al. (1971) investigaram 150 casos de abortamentos utilizando o teste de
imunofluorescéncia, o exame histologico e o isolamento viral. O virus da IBR foi
detectado em 31 do total de casos analisados. Em 28 (90%) dos 31 casos, os autores
encontram na placenta e feto, lesdes histologicas tipicas do virus, as quais induziram o
aborto. O virus foi isolado em 15 (48%) amostras que apresentaram positivos no teste
de imunofluorescéncia.

Em levantamento das causas de aborto realizado por Kirkbride (1985), em 953
casos entre 1982-1983 nos Estados Unidos, 6% eram causados pela IBR. Anos mais

tarde, Kirkbride (1992) publicou um estudo de dez anos sobre os agentes causadores de
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abortos em bovinos, no qual apontou o HBV-1 como principal causador do distarbio,
sendo isolado em 5,41% dos fetos abortados (n = 8962).

Espi et al. (2000), em trabalho semelhante, ndo isolaram este agente nos 261
casos de aborto pesquisados, apesar de 12% das amostras de soro maternos
apresentarem-se positivas para esta doenga.

Ja Konrad et al. (2003) acharam correlagdo positiva entre o aparecimento de
animais soropositivos para IBR no rebanho e a ocorréncia de abortos, porém este
resultado ndo se repete para as repeti¢des de cio, as quais ndo apresentaram correlagdo.
Os autores justificam este resultado sugerindo que as causas de infertilidade sdo
multiplas, sendo que as provocadas pelo HBV-1 participam, porém ndo sdo as
principais responsaveis por perdas reprodutivas.

Cuteri et al. (2006), em trabalho acerca da ocorréncia concomitante da IBR ¢ da
diarréia bovina viral, relacionando com dados reprodutivos, verificaram que a maior
freqiiéncia de disturbios reprodutivos estava presente no grupo de animais
sorologicamente positivos para as duas doengas, sugerindo que a associagdo entre o
HBV-1 e o virus da diarréia bovina viral, pode aumentar o aparecimento de problemas
reprodutivos.

No entanto, outros trabalhos tém demonstrado a auséncia de relagdo significativa
entre o desempenho reprodutivo de fémeas e a infecgdo pelo HBV-1. Obando et al.
(2004) estudaram o efeito da infec¢do pelo HBV-1 sobre a reprodugdo de bovinos nao
vacinados, e verificaram que o desempenho reprodutivo ndo variou entre os grupos
estudados, tendo estes resultados semelhantes entre animais sadios e portadores de IBR.

Junqueira et al. (2006), realizaram trabalho semelhante, utilizando a inseminagdo
artificial, porém, encontraram relacao negativa entre a presenca do HBV-1 e eficiéncia
reprodutiva, demonstrando uma influéncia desta doenga na reproducdo. Porém estes
autores ressalvam que ndo foram avaliadas neste experimento outras causas infecciosas
e ndo infecciosas de problemas reprodutivos.

Matrizes criadas sob condi¢des adequadas de manejo zootécnico extensivo e
nutricional apresentaram bons indices de gestagdo, paricdo e natalidade, independente
da presenga de animais soropositivos para esta doenca (DEL FAVA; PITUCO;
GENOVEZ, 2007).



23

2.8 SINTOMATOLOGIA CLINICA

A forma genital ocasionada pelo BHV-1 manifesta-se pela IPV e IPB. Nos
machos, a balanopostite pustular infecciosa (IPB) ocorre de forma clinica ou subclinica.
Apds um periodo de incubagdo de um a trés dias, a mucosa do pénis e preptcio tornam-
se hiperémicas. (VAN OIRSCHOT, 1995). De acordo com o autor, surgem pontos
escuros-avermelhados que tendem a formar nddulos, vesiculas e pustulas. O autor
reporta que estas lesdes podem formar placas, ulceras e infecgdes bacterianas
secundarias, resultando em uma descarga prepucial purulenta. A IPB pode ser
acompanhada por febre, depressao e perda de apetite.

Em bezerros infectados no final da gestacdo, durante ou logo apods o parto,
podem apresentar a forma sistémica da doenga (ROCHA, 1999). Os animais infectados
desenvolvem lesdes necrdticas no sistema digestivo e respiratorio, principalmente no
figado e também linfonodos, nascendo mortos ou debilitados.

Nas fémeas ha o aparecimento de pequenas vesiculas, que evoluem para pustulas
e erosdes localizadas na vulva e vagina. O epitélio vulvar encontra-se edemaciado,
hiperémico e com secre¢do que podem tornar-se mucopurulenta devido a contaminagéo
bacteriana secundaria (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERE, 2001).

Aly, Shehab e Abd El-Rahim (2003), reportaram severas manifestacdes oculares
e respiratorias, como aumento da freqiiéncia respiratoria, descarga nasal serosa e
mucosa, dispnéia respiratoria, tosse. Abortos, malformagdes congénitas (cegueira,
deformidades musculo esqueléticas), nascimento de animais fracos também foram

notificados neste trabalho.

2.9 DIAGNOSTICO

A IBR confunde-se com outras doencas, devendo-se realizar o diagnostico

diferencial entre: vulvovaginite pustular infecciosa e infec¢des por Micoplasma
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bovinogenitalium, e Ureaplasma diversum agentes causadores de vulvovaginites;
infec¢do respiratoria pelo HBV-1 e outros patdogenos agrupados no Complexo
Respiratorio Bovino, como o virus respiratorio sincicial bovino (BRSV), virus
parainfluenza tipo 3 (PI-3) e bactérias do género Pasteurella; e distarbios reprodutivos
ocasionados pelo HBV-1 e brucelose, leptospirose, campilobacteriose, neosporose,
tricomonose, BVD e micoplasmose, além de descartar também, as causas ndo
infecciosas, relacionadas ao manejo (nutrigdo, estresse térmico), corticoides exdgenos,
endotoxinas, desordens genéticas, etc. (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

Assim, ampla variedade de manifestacdes clinicas semelhantes a outras doencas
infectoparasitarias e nao infecciosas dificulta o diagnostico clinico definitivo do
complexo de doengas IBR/IPV/IPB (TAKIUCHI et al., 2003).

O histoérico sanitario do rebanho, relacionado com as taxas de produtividade,
programas de vacinagdo e manejo alimentar, sdo fundamentais importancia na
elaboracdo do diagndstico. Porém, somente com o apoio de técnicas laboratoriais o

diagnostico do HBV-1 ¢ conclusivo (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

2.9.1 Provas sorologicas

Os testes sorologicos podem ser utilizados para varios fins, sendo muito pratico
para deteccdo de infeccdes agudas e convalescentes nos animais. Os testes de
virusneutralizagcdo e os varios testes de ELISA sdo geralmente usados para detectar
anticorpos para HBV-1 no soro sangiiineo. Por causa da laténcia, a identificacdo
sorologica de anticorpos fornece uma util e confiavel indicacdo do estado da infecgdo
no rebanho. Qualquer animal com anticorpos para o virus ¢ considerado um
transportador e potencial excretor intermitente do virus, com exce¢ao dos animais muito
novos (com anticorpos colostrais) e vacinados (OIE, 2008).

Em geral, os testes soroldgicos podem ser divididos em testes convencionais e
com marcadores. O Unico teste sorologico disponivel que utiliza marcadores até o

momento ¢ o teste de ELISA bloqueador de anti-corpos gE HBV-1 (VAN OIRSCHOT
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et al., 1997). Os testes sorologicos convencionais sdo a virusneutralizacdo, ELISA

direto ¢ ELISA indireto (OIE, 2008).

2.9.1.1 Soroneutralizagdo

O teste de soro-neutralizacdo, também chamado de soro-virus-neutralizacdo ¢é
utilizado para detectar anticorpos que possuem capacidade de neutralizar a infectividade
do virus (anticorpos neutralizantes) (SCHIEFER et al., 2006). Esta prova apresenta uma
sensibilidade de 89.2% e especificidade proxima a 100%. Porém, pela dependéncia da
manuten¢do de linhagens celulares, ¢ muito onerosa, além de apresentar menor
sensibilidade quando comparada ao teste de ELISA (CARDENAS et al., 2006). No
Brasil a maioria dos estudos para deteccdo do BHV-1 utiliza a soronetralizagdo como
teste soroldgico padrao (ROCHA et al., 2001; BARBOSA; DE BRITO; ALFAIA, 2005;
QUINCOZES, 2005; JUNQUEIRA et al., 20006).

Entretanto, Kunrath et al. (2004) defende que embora mais trabalhosa e
demorada que o ELISA, a técnica de soroneutralizagdo possui um custo menor do que
os kits importados e pode encontrar aplicagdes em laboratorios que nao dispde de
equipamentos para o teste imunoenzimatico. Além disso, a soroneutralizagdo pode ter
aplicagdo importante na realizagdo de testes sorologicos pareados, nos quais ¢€
necessario quantificar-se e comparar os titulos de anticorpos da fase aguda e
convalescente, o que ndo ¢ viavel se fazer com os testes ELISA comerciais.

Os testes de virusneutralizacdo pode ser realizado de varias maneiras. Os testes
diferem no que diz respeito a estirpe viral utilizada no protocolo, a origem/da partida da
dilui¢do do soro, ao periodo de incubacdo virus/soro (1-24 horas), ao tipo de células
utilizadas, ao dia da leitura final, e ao ponto de leitura final (PERRIN et al., 1993).

De todas estas variaveis, o tempo de incubagdo virus/soro ¢ o que apresenta
maior efeito sobre a titulagcdo do anticorpo. Um periodo de incubacao de 24 horas pode
pontuar 16 vezes mais titulos de anticorpos do que um periodo de 1 hora. Diversas
células ou linhagens de células bovinas sdo adequadas para o uso no teste de

virusneutralizagdo, dentre estas estdo incluidas: células secundarias de testiculo bovino,
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células do rim, células pulmonares e da traquéia ou a linhagem Madin-Darby, células da

linhagem renal bovina, ja estabelecidas (OIE, 2008).

2.9.1.2 ELISA

Como método de escolha nos diagnodsticos de rotina o ELISA ¢ o mais utilizado
na determinacdo de animais sorologicamente positivos. Os anticorpos para HBV-1
podem ser detectados no sangue dos animais soropositivos em aproximadamente sete
dias pos-infeccdo, através da detecg@o de anticorpos especificos para a glicoproteina gB
(KRAMPS et al., 1994).

Varios tipos de teses de ELISA para HBV-1 s3o comercialmente disponiveis e
sdo adequados para a deteccdo de anticorpos no leite. O teste em granel de leite ¢
utilizado como teste de triagem em rebanhos leiteiros, em programas de controle da
IBR. No entanto, ¢ somente a partir de dados individuais do soro de varios grupos de
animais, que sera possivel obter mais precisamente a prevaléncia do HBV-1 nos
rebanhos (OIE, 2008).

Cortez et al. (2001) analisaram o desempenho de um kit comercial de ELISA
desenvolvido para detectar anticorpos bovinos contra o HBV-1, na deteccio de
anticorpos contra o mesmo virus em amostras de soros de bufalos, comparando-o ao
teste de soronetralizagdo. Estes autores verificaram que o teste de ELISA indireto
apresentou sensibilidade e especificidade relativa de 97,14 e 46,03%, respectivamente.
A baixa especificidade do ELISA em relagdo a soroneutralizagdo poderia ser atribuida
ao fato de que esta ultima detecta apenas anticorpos relacionados ao fenomeno de
neutralizacdo. Em contrapartida, a técnica de ELISA indireta detecta qualquer anticorpo
direcionado contra proteinas estruturais e ndo-estruturais do HBV-1. A capacidade do
ELISA indireto gerar sinal a partir de quantidades muito pequenas de anticorpos
também poderia explicar a sua aparente perda de especificidade em relagdo a
soroneutralizacao.

Cortez et al. (2001) reportaram ainda que outras causas da perda de

especificidade poderiam estar associadas a eventual ocorréncia de interagcdes ndo
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imunologicas ou de reagdes cruzadas com anticorpos produzidos apds a infeccdo dos
bufalos com outro virus antigenicamente relacionado ao HBV-1. Assim os autores
concluiram que as respostas imunitarias induzidas pelo HBV-1 subtipo 1 (HBV-1.1)
ndo sdo distinguiveis daquelas induzidas pelo HBV-1 subtipo 2 (HBV-1.2) através de
métodos soroldgicos convencionais.

Devido as falhas na especificidade nos método convencionais de ELISA,
pesquisas com anticorpos monoclonais para o HBV-1 foram desenvolvidas (SHEN et
al., 1991). Spilki et al. (2005) descreveram um ensaio imunoenzimatico que permitiu a
discriminagdo entre respostas imunitarias em bovinos imunizados com qualquer subtipo
de HBV-1, baseado em um anticorpo monoclonal que reconhece especificamente a
regido amino-terminal da glicoproteina C (gC) das estirpes HBV-1.1, deste modo, ndo
reagindo com a estirpe HBV-1.2a. De acordo com os autores este teste apresentou uma
sensibilidade de 92%, especificidade de 90% e uma boa correlagdo com o teste de
seroneutralizagdo em amostras de bezerros imunizados com a estipe HBV-1.1. Os
autores concluiram que este teste pode ser tutil para fornecer novas alternativas para o
diagnéstico, sendo possivel distinguir o papel desempenhado por cada um dos subtipos

virais do HBV na epidemiologia das infeccdes.

2.9.2 Identificacdo do agente viral no sémen

2.9.2.1 Isolamento Viral

O isolamento viral em cultura celular tem como desvantagem a exigéncia da
viabilidade da particula viral na amostra, ¢ conseqiientemente a permanéncia de sua
infecciosidade, além de ter uma metodologia laboriosa e de alto custo (TAKIUCHI et
al., 2003).

Para isolamento do virus, varias culturas celulares podem ser utilizadas: células

primarias ou secundarias de rim, pulmdo ou testiculos de bovinos; linhagens celulares
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derivadas de pulmao fetal bovino, traquéia e cornetos; a linhagem celular de rim bovino
Mardin-Darby. As culturas celulares podem ser cultivadas em tubos de vidro ou
plastico. As culturas celulares sdo observadas diariamente para a avaliacdo do efeito
citopatico, que geralmente aparece dentro de trés dias apos a inoculagdo do HBV-1. O
efeito citopatico € caracterizado por células redondas, semelhantes a cachos de uvas, as
quais aparecem em torno de buracos na monocamada de células. Quando ndo hd o
aparecimento do efeito citopatico apos sete dias de cultura, uma nova passagem deve ser
realizada (BRUNNER et al., 1988).

Para identificar o virus que produz o efeito citopatico como o HBV-1, o
sobrenadante da cultura deve ser neutralizado com uma monocultura de antisoro para
HBV-1 ou o anticorpo monoclonal (OIE, 2008). Um método alternativo de identificacdo
do virus pode ser realizado pela demonstragcdo direta do antigeno para HBV-1 em
células em torno dos pontos de efeito citopatico, através de imunofluorescéncia ou do
teste de imunoperoxidase com anti-soro conjugado monoespecifico ou anticorpos

monoclonais (KAASHOEK et al., 1994).

2.9.2.2 Detecgdo do antigeno viral

A vantagem da técnica de deteccdo de antigeno ¢ sua rapidez, ja que o
diagnostico pode ser obtido no mesmo dia. No entanto, a sensibilidade desta técnica ¢
menor que a do isolamento viral (EDWARDS et al., 1983).

A partir de amostras de swabs nazal, ocular podem ser utilizados para detectar a
presenga do antigeno viral, através do teste de imunofluorescéncia direta e indireta. Na
imunofluorescéncia direta a monocultura ¢ testada com o antisoro conjugado com
isotiocianato de fluoresceina. Para obter os melhores resultados, sdo necessarias amostra
de varios animais que tenham febre e uma ligeira descarga nasal serosa. As amostras
colhidas de bovinos com descarga nasal purulenta ou hemorragica sdo muitas vezes
negativas (OIE, 2008). Outra possibilidade para a rapida deteccdo direta de antigeno
viral ¢ a utilizacdo do teste de ELISA para detectar antigenos, através de anticorpos

monoclonais.
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2.9.2.3 Deteccao do DNA viral através da Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A técnica de detecgdo do acido nucléico viral através da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) foi desenvolvida em 1985 por Kerry Mullis. O método ¢ rapido, in
vitro, capaz de amplificacdo enzimatica de um segmento especifico de DNA até 6 kb
em centenas de milhares e milhdes de vezes (VOET; VOET, 2004).

Durante a ultima década, a técnica de PCR vem cada vez mais sendo utilizado na
rotina diagnostica para detectar o HBV-1 (MOORE; GUNN; WALLS, 2000).
Comparado com o isolamento viral, a PCR ¢ mais sensivel e mais rapida, podendo ser
realizada em um a dois dias. Tem como desvantagem a maior facilidade de ocorrer
contaminagdes e, portanto, medidas preventivas devem ser adotadas nos laboratorios de
execucdo para assim evitar resultados de falso-positivos. O risco de contaminagdo ¢
acentuadamente reduzido nas novas técnicas de PCR, como a PCR em tempo real, ou a
PCR quantitativa (ABRIL et al., 2004).

Estudos mostram que o sémen bovino contém componentes que inibem a PCR
nas técnicas convencionais, assim novas técnicas foram desenvolvidos a fim de purificar
o DNA do HBV-1 presente no sémen (VAN ENGELENBURG et al., 1993). Vérios
protocolos para a deteccdo do BHV-1, em amostras de sémen bovino, foram
desenvolvidos utilizando diversos tipos de preparo da amostra, técnicas de extragdo do
DNA viral e primers direcionados para diferentes regides alvo, apresentando praticidade
e desempenho bastante variados (MEYER et al., 2003).

Dentre as seqiiéncias especificas de primers estdo os genes decodificados da
proteina timidina quinase (XIA; YASON; KIBENGE, 1995), da glicoproteina C (VAN
ENGELENBURG et al.,1995), da glicoproteina D (GEE; WAGTER; HAGE, 1996), e
da glicoproteina B (MEYER et al., 2003).

Atualmente, os laboratorios especializados no diagnostico do HBV-1, chegaram
a um consenso quanto & padronizacao da metodologia utilizada (SMITS et al., 2000). A
técnica de PCR em tempo real foi entdo desenvolvida para detectar o HBV-1 no s€émen
bovino destinado ao comércio ou experimentacdo (OIE, 2008).

A PCR em tempo real difere do padrdo da PCR convencional, sendo que na
primeira os produtos amplificados sdo diretamente detectados durante o ciclo de

hibrida¢do da amplificagdo do DNA, o que reforca a especificidade da técnica. A PCR
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em tempo real tem varias vantagens, ja que neste ensaio utiliza-se apenas um par de
primers para fornecer sensibilidade proxima ou igual aos métodos da PCR
convencional. A amplificagdo e deteccdo do alvo sdo realizadas simultaneamente, ndo
havendo a manipulacdo das amostras pos-amplificagdo, ha significativa redug¢do no
risco de contaminacdo da amostra (OIE, 2008).

Quanto aos cuidados para conservagdo das amostras, para manter a viabilidade
do HBV-1 para realizagdo da PCR, as amostras de s€émen sdo tipicamente armazenadas
em nitrogénio liquido. Para o transporte do sémen para o laboratorio pode ser utilizado
o nitrogénio liquido, ou conservacdo em caixa isotérmica com gelo a 4°C. As amostras
podem ainda ser armazenadas por curtos periodos a 4°C (até sete dias), sem afetar o
resultado do teste de PCR (OIE, 2008). Lata Jain (2006) relata ainda que o HBV-1

sobrevive bem no s€émen em temperatura ambiente por até cinco dias.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DO EXPERIMENTO

A colheita do material foi realizada em oito fazendas, localizadas nos estados do

Amapa e Para cujo sistema de manejo € o extensivo.

3.1.1 Amapa

O estado do Amapa possui dois tipos climaticos segundo a classificagdo de
Koppen, Afi, que se caracteriza por apresentar chuvas abundantes durante o ano, onde os
totais pluviométricos mensais sdo iguais ou superiores a 60 mm, ocorrendo na porgdo
central do Amapa, e Ami de regime pluviométrico elevado, mas com uma estacdo
relativamente seca, predominando na maior parte do Estado (CAVALCANTE, 1996).

Os rios do Amapa estdo sujeitos a um periodo de enchente, durante o qual, a
agua transborda dos seus leitos e invade as areas marginais, inundando-as em diferentes
graus de intensidade (LIMA; TOURINHO, 1994; TOURINHO, 1996).

As propriedades estudadas no Amapa localizam-se em municipios ao longo dos
rios Araguari, no arquipélago do Bailique e no Rio Piririm. Os municipios estudados
foram: Itaubal do Piririm, Cutias do Araguari, Tartarugalzinho e Bailique distrito de
Macapa. O acesso as fazendas de Cutias do Araguari, Tartarugalzinho e Bailique, foi de
transporte fluvial.

O controle sanitario, zootécnico e reprodutivo ndo ¢ efetivamente realizado nas
fazendas, havendo na maioria delas poucas informagdes sobre data do parto e morte de
animais, assim como a vacinagdo contra Aftosa e raiva, e exames periddicos por

amostragens de brucelose ¢ tuberculose. Somente em uma fazenda obtivemos
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informagdes sobre intervalo entre partos, periodo de servico, taxa de concepcao,

porcentagem de mortalidade embriondria, abortos, natimortos ¢ mortalidade neonatal.

3.1.2 Para

O clima predominante no nordeste Paraense, segundo a classificacdo de Koppen,
¢ quente e umido, dividido em duas estacdes: uma mais chuvosa, entre os meses de
dezembro e maio, e outra menos chuvosa, entre os meses de junho e novembro. A
precipitacdo pluviométrica média estd em torno de 2.200 mm anuais. A temperatura
maxima varia entre 29° C e 31°C, sendo que a temperatura média fica em torno de 26°
C. A umidade relativa do ar se apresenta entre 78% e 93% (SEPOF, 2008).

Na ilha de Marajo, arquipélago situado na regido nordeste do Para, apresenta
periodo de enchente e seca assim como ocorre no Amapa,

Foram estudadas duas propriedades na da Ilha de Marajo, as quais utilizam o
sistema extensivo como forma de manejo, ndo havendo o minimo controle sanitario
(somente a vacinagdo contra aftosa), nutricional ou reprodutivo.

O nuimero de animais estudados de acordo com a propriedade e local de coleta

esta ilustrado na Tabela 3.
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Tabela 3. Distribui¢do do nimero total de touros examinados, de acordo com a localizagéo das
propriedades estudadas, no Amapa e Para, Brasil, 2008.

Estado Municipio Propriedade = Numero de Touros
Amapa Itaubal do Piririm A 59
Amapa Cutias do Araguari B 17
Amapa Cutias do Araguari C 5
Amapa Cutias do Araguari D 11
Amapa Tartarugalzinho E 14
Amapa Bailique (Macapa) F 20
Para Soure G 38
Para Muana H 24
Total 188
3.2 ANIMAIS

Nas oito propriedades estudadas, 188 reprodutores bubalinos foram utilizados.
Os animais sdo criados em sistema extensivo, a idade variou de dois a 15 anos. Os
animais eram identificados por meio de brincos, ferra a fogo no couro na anca ou no
chifre. Os dados como idade, raca e escore de condi¢do corporal (ECC) foram

registrados em fichas especificas individuais.

3.3 EXAME CLINICO DOS TOUROS

Os touros foram submetidos a exame clinico androlégico, segundo a técnica
descrita pelo Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 1998). Onde foram
analisados, escore corporal, bolsa escrotal, testiculos, epididimo, preptcio e pénis e

glandulas genitais acessorias por palpagao retal e analise do sémen.
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3.4 AMOSTRAS DO SORO

A coleta de sangue foi realizada através da pun¢@o da veia jugular externa ou
veia sacral média, utilizando-se agulhas para vacutainer descartaveis 25 x 0,8 mm e
tubos vacutainer de 5.0 mL esterilizados, devidamente identificados com o nimero do
animal, para a obtenc¢do do soro. Apods a separacdo do soro, este foi transferido para
frascos eppendorf de 1.0mL, e estes foram refrigerados a uma temperatura aproxima a 4
°C, ficando netas condicdes, até a realizagdo do congelamento em freezeres de
temperatura controlada. As amostras foram reunidas e enviadas para o Instituto
Biologico no estado de Sao Paulo, Brasil, para realizagdo do teste de soroneutralizagdo

para deteccao de anti-corpos virais para o HBV-1.

3.5 AMOSTRAS DE SEMEN

Dos 188 touros examinados, somente de 51 foi possivel obter amostras de sémen
em boas condi¢cdes para andlise. A coleta foi realizada através da massagem das
ampolas, e o sémen coletado em tubos de ensaio plasticos individuais, devidamente
esterilizados e identificados, utilizando funis plasticos, também estéreis para auxiliar na
coleta. A quantidade de amostras de sémen de acordo com o local de coleta esta

1lustrada na Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuigdo do numero total de touros examinados, de acordo com a localizagdo das
propriedades estudadas.

Estado Municipio Propriedade Nimero de Touros
Amapa Itaubal do Piriri A 11
Amapa Cutias do Araguari B 05
Amapa Cutias do Araguari C 00
Amapa Cutias do Araguari D 04
Amapa Tartarugalzinho E 05
Amapa Bailique (Macapa) F 09
Para Soure G 11
Para Muana H 06
Total 51

O sémen foi separado em aliquotas, e acondicionado em frascos ependorf, e
posteriormente refrigerados a uma temperatura aproximada a 4 °C. As amostras de
Itaubau do Piririm, Cutias do Araguari, Tartarugalzinho e Macapa (Bailique) foram
acondicionadas em recipientes plasticos, colocados em caixas de isopor, com gelo em
temperaturas acima de 4°C por até mais de cinco dias (tempo da viagem).

Na propriedade localizada em Soure, as amostras foram congeladas em freezeres
domésticos a uma temperatura média de -20 °C logo apds o final das coletas.

O transporte das amostras das propriedades até o laboratorio da Universidade
Federal Rural da Amazonia (UFRA) foi realizado em caixas de isopor isotérmicas,
acondicionadas em recipientes plasticos, envoltos de gelo comum. Apds a chegada das
amostras ao laboratorio estas foram congeladas a -20°C em freezeres, até o envio ao
laboratorio.

Para o envio do material ao laboratorio do Instituto Bioldgico no estado de Sao
Paulo, as aliquotas de sémen foram acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclavel, para realizagdo da identificacdo viral através da PCR. O tempo entre o envio

e a chegada ao laboratorio foi aproximadamente de 12 horas.
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3.6 TESTES DIAGNOSTICOS

3.6.1 Soroneutralizacao

As amostras de soro sanguineo foram submetidas ao teste de soroneutralizacao,
utilizando-se a técnica descrita pelo Manual for Standards for Diagnostic Tests and
Vaccines (OIE, 2008).

No primeiro passo, as aliquotas de soro foram inativadas em banho-maria a 56
°C por 30 minutos. Utilizou placas para microneutralizacdo de 96 pocos de fundo plano,
com cultivo celular, na qual se reservou as quatro primeiras colunas (uma a quatro) para
controle do virus e de célula.

Nas placas, adicionou-se 50 pl dos soros para teste nas linhas A e B. Os pogos
das colunas onze e doze foram reservados para controle positivo e negativo,
respectivamente.

Com auxilio de uma pipeta multicanal as amostras foram diluidas. Iniciou-se na
linha B, transferindo-se 50 pl da linha B para a linha C, e assim por diante até a linha G.
A cada diluig@o as ponteiras foram substituidas.

No passo seguinte, realizou-se a diluicdo do virus BHV-1 Cooper em meio de
cultivo. Baseado no titulo do virus foi preparado uma dilui¢do com 100TCIDs(/50pul ou
entdo 2000TCIDsy/pl. Foram adicionados 50 pl do virus em todos os pogos da coluna
cinco a doze. A diluicdo final do soro na linha A foi 1:2, na linha B 1:4, assim
sucessivamente até a linha G onde a dilui¢do 1:256. As placas foram incubadas em
estufa de CO, a 37 °C por 1,5 horas.

Foram adicionados 100 ul em cada pogo (linhas B até H e nas colunas de cinco a
12), de uma suspensdo de células da linhagem de rim bovino (CRIB), na razdo de 3 x
10* células por pogo. As placas foram incubadas novamente na estufa com 5 % de CO,
durante 96 horas. A leitura foi realizada apos 72 horas, iniciando pelo soro controle e
depois pela diluicdo do virus.

O cultivo foi monitorado diariamente (durante 3 a 5 dias) para ver se houve a

produgdo de efeito citopatico (CP). No soro onde estavam presentes anticorpos (positivo
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para IBR), o virus foi neutralizado e ndo produziu efeito citopatico nas células. Ja no
soro no qual ndo houvesse a presenga anticorpos (negativo para IBR), o virus
permaneceu viavel e causou citopatologia nas células do cultivo.

Nas amostras de soro que obtiveram titulacdo 256 foram testadas para diluigdo
1.024.

3.6.2 Identificacao viral através da reacio em cadeia de polimerase (PCR)

As amostras de sémen foram submetidas ao teste de reacdo em cadeia de
polimerase, utilizando-se a técnica descrita pelo Manual for Standards for Diagnostic

Tests and Vaccines (OIE, 2008).

3.6.2.1 Extracdo do DNA viral

O DNA viral foi extraido a partir do s€émen, utilizando-se uma solu¢do tampao
de lise, Chelex-100 quelatante resina, juntamente com proteinase K e DL-ditiotreitol
(TDT), conforme descrito a seguir:

- Em um tubo eppendorf de 1,5 mL adicionou-se 100 pl de Chelex 100 sodium (solugao
tampao a 10 % em agua destilada da marca Sigma), 11.5 pl de Proteinase K (10 mg/mL,
Sigma), 7,5 pl de TDT (1 M, Sigma), 90 pl agua livre de nuclease e 10 pl da amostra de
sémen, utilizando a pipeta para homogeneizar. Seguiu-se a incubacgdo a 56 ° C durante
30 minutos e depois a passagem no vortex em alta velocidade por 10 segundos. Os
tubos foram entdo incubados em um banho de 4gua fervente por 8 minutos ¢ em seguida
em alta velocidade para vortexed 10 segundos. Os tubos foram entdo centrifugados a
10.000 g por 3 minutos. O sobrenadante foi transferido para um microtubo novo, para

ser utilizado na PCR.
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3.6.2.2 Procedimento para preparagdo da PCR em tempo real

Foram utilizados os primes descritos por Abril et al. (2004).Foram reservados
um microtubo controle (apenas com os reagentes), um microtubo com controle negativo
(amostra negativa) e dois tubos de controle positivo (amostras fracamente e fortemente
positivas). Cada amostra de controle também foi duplicada.

Os reagentes para a PCR foram misturados em uma sala limpa (sem a presenga
de outras culturas virais, estratos de DNA ou sub-produtos de amplificacdes), especifica
esta fase da reacao.

Em um eppendorf adiciou-se 12.5 pl de 2 x Platinum Quantitative PCR
SuperMix-UDG, 0,5 pl do corante de referéncia ROX, 1 pl do prime apresentador (gB-
F, 4.5 uM), 1 pl do prime reverso (gB-R, 4.5 uM), ¢ 1 pul do Probe (3 uM, peso
molecular viral). Em outra sala, 5 pl do DNA teste (que foi amplificado) foram entio

adicionados a mistura para de reagentes para a PCR totalizando um volume final de 25

ul.

3.6.2.3 Reagdo em cadeia de polimerase

Ap0s a preparacao dos reagentes e adicdo do DNA teste, os eppendorfs foram
colocados no termociclador, para a reagdo. As misturas foram submetidas a ciclos
subseqiientes de desnaturacdo, anelamento e extengdo, descritos abaixo:

- Um ciclo de 50 °C por 2 minutos;
- Um ciclo de 95 °C por 2 minutes;
- 45 ciclos: de 95 °C por 15 segundos;
de 60 °C por 45 segundos.
Todos os produtos da RT-PCR foram conservados a 4 °C e, em seguida,

aplicados em gel de agarose a 1,5 % em tampao tris-borato-EDTA (TEB) adicionado de
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brometo de etidio. Apos eletroforese de aproximadamente uma hora a 90 Volts, pode-se
visualizar e fotografar o DNA testado.

Os resultados foram interpretados com base na analise do peso molecular, da
seguinte maneira: Resultado positivo: Qualquer amostra que teve um cycle threshold
(Ct, marca do peso molecular correspondente ao DNA do virus no gel) com valor igual
ou inferior a 45 foi considerada positiva. O controlo positivo teve um valor de Ct dentro
de uma faixa aceitavel (valores de + 3 Ct). Resultado negativo: Qualquer amostra que
ndo apresenta valor Ct foi considerada negativa. Controle negativo e a amostra controle

ndo tiveram valores de Ct.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica teve a finalidade de avaliar ¢ comparar a prevaléncia do
HBV-1 no estado do Amapa e Ilha de Maraj6 no estado do Pard. Para realizar estes
objetivos foram aplicados métodos estatisticos descritivos e inferenciais. A estatistica
descritiva foi aplicada através da distribui¢do proporcional e determinacdo dos quadris e
medianas de variaveis categoricas. A parte inferencial constou da aplicagdo do teste
Binomial (AYRES, 2007) para: comparar a prevaléncia do HBV-1 nas propriedades
examinadas nos municipios de Itaubal do Piririm, Cutias do Araguari, Tartarugalzinho e
Macapa (Bailique), comparar a prevaléncia do HBV-1 nas propriedades examinadas nos
municipios de Muand e Soure na Ilha de Marajo, comparar a prevaléncia entre as
classes de raca, escore corporal e idade. Para avaliar a distribuicdo da titulacdo de
anticorpos para HBV-1, entre Amapa e Marajo, foi utilizado o teste estatistico de Mann-
Whitney o qual compara amostras independentes em escores ordinais. Todos os
procedimentos foram executados sob o suporte computacional do pacote BioEstat 5. Em
todas as inferéncias foi adotado o nivel de significancia a=0.05 para rejei¢do da

hipotese de nulidade.
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4 RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DA SOROLOGIA

Os resultados das analises de soroneutralizagdo dos touros estudados encontram-

se sumarizados na Tabela 5.

Tabela 5. Numero total de touros bubalinos examinados e nimero total de touros sorologicamente
positivos para o IBR, de acordo com a localiza¢do das propriedades e municipios no estado do Amapa e
IlTha de Marajo no Pard, no ano de 2008.

Estado Municipio Propriedade Touros Positivos
Amapa Itaubal do Piririm A 59 53
Amapa Cutias do Araguari B 17 17
Amapa Cutias do Araguari C 05 05
Amapa Cutias do Araguari D 11 11
Amapa Tartarugalzinho E 14 14
Amapa Bailique F 20 20
Para Soure G 38 15
Para Muana H 24 20

Total 188 155

Como ilustrado no grafico da Figura 1, foi observada sorologia positiva em
82,4% (n=188) dos touros examinados, sendo que em todas as oito propriedades

estudadas encontram-se animais sorologicamente positivos para IBR.
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Prevaléncia

= Numero de animais positivos B Numero de animais negativos

Figura 1. Prevaléncia da IBR em touros bubalinos em propriedades localizadas no Amapa e Ilha de
Marajo, Para, no ano de 2008.

A prevaléncia da IBR entre as ragas Mediterraneo, Murrah e seus mesticos €

descrita na Tabela 6.

Tabela 6. Prevaléncia da IBR entre as ragas Mediterraneo, Mesti¢o ¢ Murrah do total de touros estudados
no Amapa e Marajo no Para, no ano de 2008.

Raca N Positivos Negativos Prevaléncia IC 95%

Murrah 92 79 8 85,8% 85% a 97%
Mestigo 65 52 13 80,0% 70% a 90%
Mediterraneo 31 21 12 67, 7% 47% a 80%

p-valor (Mediterraneo vs. Mesti¢o) = 0.0791, Teste Binomial
p-valor (Mediterraneo vs. Murrah) = 0.0004*, Teste Binomial
p-valor (Mesti¢o vs. Murrah) = 0.0562, Teste Binomial

Como observado na Tabela 6, entre as racas ha diferenca real de prevaléncia
somente entre as racas Mediterrdneo (67.7%) e Murrah (85.8%). Nao existe real
diferenga nas comparagdes entre Mediterraneo e Mestico, ¢ Mestico ¢ Murrah.

A Tabela 7.mostra as prevaléncias da IBR entre as classes de ECC nos touros.

Tabela 7. Prevaléncia da IBR entre as classes de Escore de Condigdo Corporal do total de touros
estudados no Amapa e Marajo no Para, no ano de 2008.

ECC N Positivo Negativo Prevaléncia IC 95%

<3 77 55 22 71.4% 61.3% a 81.5%
=3 104 94 10 90.4% 84.7% a 96.1%
>3 7 7 0 100.0% na

na: Nao foi possivel calcular o IC 95%. (limitagdo do método estatistico, npq <5)

p-valor (Menor que 3 vs. Igual a 3) = 0.009*, Teste Binomial

p-valor (Menor que 3 vs. Maior que 3) = Nao pode comparar porque a prevaléncia em “Maior que 3” ¢é
100%

p-valor (Igual a 3 vs. Maior que 3) = Nao pode comparar porque a prevaléncia em “Maior que 3” ¢ 100%
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Como demonstrado na Tabela 7 a prevaléncia nos animais com ECC < 3
(71,4%) ¢ significativamente menor que nos animais com ECC =3 (90,4%), visto que o

p-valor = 0.009* ¢ altamente significante.

Tabela 8. Prevaléncia da IBR entre as faixas etarias no total de touros estudados no Amapa e Marajo no
Par4, no ano de 2008.

Idade (anos) N Positivo Negativo Prevaléncia 1C 95%

2% 64 39 25 60.9% 49.0% a 2.9%
3 —4%* 75 72 3 90.6% 84.0% a 79.0%
5—6%* 31 31 0 100% na

6 — 15%* 18 18 0 100% na

na: Nao foi possivel calcular o IC 95%. (limitacdo do método estatistico, npq <5)
p-valor (2 anos vs. 3 a 4 anos) <0.0001%*, teste Binomial

p-valor (2 anos vs. Animais com 3 anos ou mais) <0.0001%, teste Binomial

* Anos Completos

**Anos Incompletos

O resultado da comparacao da prevaléncia conforme a idade mostrou que existe
uma diferenca significativa (p<<0.0001%*) entre os animais com dois anos e 0s touros com
mais de dois anos de idade. Os animais pertencentes a faixa etaria de até dois anos de
idade apresentaram as menores prevaléncias para IBR. Todos os touros com mais de
cinco anos apresentaram-se positivos na sorologia para a IBR.

A prevaléncia do HBV-1 no Amapa e na Ilha de Marajé no Para ¢ descrita na
Tabela 9.

Tabela 9. Prevaléncia do HBV-1 em touros estudados no Amapa e Ilha de Maraj6 no Pard, no ano de
2008.

Touros Amapa Marajé
(n=126) (n=62)

Positivos 120 36

Negativos 6 26

Prevaléncia 95,2% 58,1%

IC 95% 91,5% a 99,0% 45,8% a 70,3%

p-valor =<0.0001%*, teste Binomial

As prevaléncias sdo significativamente diferentes (p < 0.0001*), sendo que a
porcentagem no Amapa (92,5%) supera a do Marajo (58,1%), como ilustra o grafico da

Figura 2.
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Figura 2. Prevaléncia da IBR em touros bubalinos localizados no estado do Amapa e Ilha de Marajo,
Para, no ano de 2008.

A analise das porcentagens de animais positivos e negativos de acordo com as

ragas Mediterraneo, Mesti¢co ¢ Murrah encontram-se descrita na Tabela 10.

Tabela 10. Prevaléncia da IBR entre as ragas Mediterraneo, Mestigo ¢ Murrah em touros estudados no
Amapa e Marajo no Para, no ano de 2008.

Raca Amapa Marajo (PA) Amapa x Marajo
POS NEG Prevaléncia POS NEG Prevaléncia  p-valor
Murrah 63 1 98.4% 21 7 75.0% 0.0002*
Mediterraneo 15 3 83.3% 4 9 30.8% 0.0098*
Mestigo 42 2 97.7% 11 10 52.4% <0.0001*

p-valor (Amapa)

p = 0.0086* (Mediterraneo x Murrah)
p=0.1116 (Mediterraneo x Mestico)
p=0.3540 (Murrah x Mestico)
p-valor (Marajo)

p = 0.0236* (Mediterraneo x Murrah)
p= 03855 (Mediterraneo x Mestigo)

p = 0.997 (Murrah x Mesti¢o)

Avaliando a prevaléncia em cada uma das ragas e seus mesti¢os, observa-se que
o Amapa apresentou indices superiores aos encontrados no Marajo. Na raga Murrah, o
Amapa (98.4%) superou a prevaléncia do Marajo (75%) e o p-0.0002* ¢ altamente
significativo indicando a ocorréncia de animais positivos para o HBV-1 no Amapa ¢
significativamente mais prevalente. O mesmo ocorre na raca Mediterrdneo, (Amapa
83.3%; Marajo 30.8%; p-0.0098* ¢ altamente significante) e Mestico (Amapa 97.7%;
Marajo6 52.4%; p <0.0001* ¢ altamente significante).
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O menor nimero de animais contaminados foi observado na raga Mediterraneo,
no Amapa (83.3%) e no Marajé (30.8%). No Amapa a raca Mediterraneo (83.3%)
apresenta prevaléncia significativamente (p=0.0086*) menor que a raca Murrah
(98.4%). No Maraj6 a raca Mediterraneo (30.8%) apresenta prevaléncia
significativamente (p =0.0236*) menor que a raca Murrah (70%).

Quanto a distribui¢do da prevaléncia do HBV-1 no Amapa e Ilha de Marajé de

acordo com a idade, a Tabela 11 descreve a seguir.

Tabela 11. Prevaléncia da IBR entre as idades em touros estudados no Amapa e Marajé no Pard, no ano
de 2008.

Idade Amapa Marajo Amapa x Marajo
POS NEG Prevaléncia POS NEG Prevaléncia p-valor
2|-3 53 6 89.8% 28 24 53.8% <0.0001*
3|-5 38 0 100.0% 2 2 50.0% <0.0001*
5]-15 29 0 100.0% 6 0 100.0% 1

p-valor( até 3 anos) = 0.0067* Amapa
p-valor( até 3 anos) = 0.1248 Marajo

Como foi possivel observar, o Amapa possui prevaléncia maior em todas as
faixas etarias de animais, quando se compara com a Marajé. Na faixa de 2 a 3 anos o
Amapa ( 89.8%) superou consideravelmente a prevaléncia de Marajo (53.8%), e o p-
valor <0.0001* ¢ altamente significante indicando a prevaléncia no Amapa ¢
comprovadamente de maior. O mesmo ocorre na faixa etarias de 3 a 5 anos, (Amapa
100%; Marajo 50%; p-valor <0.0001* ¢ altamente significante) . Na faixa de 5 a 15
anos, no Amapa (100%), no Marajo (100%) as prevaléncias sdo iguais.

A menor prevaléncia foi observadas na faixa de 3 a 5 anos na Ilha de Marajo
(50%).

No Amapé, nos animais com até trés anos de idade a prevaléncia ¢
significativamente menor (p-valor =0.0067*). No Maraj6 a prevaléncia do HBV-1 nao
sofre variacdo conforme a idade do animal.

A Tabela 12 sumariza a prevaléncia da IBR no estado do Amapa e Ilha de

Maraj6 de acordo com o ECC.
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Tabela 12. Prevaléncia da IBR entre fixas de ECC em touros estudados no Amapa e Marajo no Pard, no
ano de 2008.

Amapa Marajo Amapa x Marajé
ECC POS NEG Prevaléncia POS NEG Prevaléncia p-valor
<3 33 0 100.0% 22 22 50.0% <0.0001*
= 81 6 93.1% 13 4 76.5% 0.0334*
>3 6 0 100.0% 1 0 100.0% na
p-valor (<3 vs >3) =0.1349, Amapa

=0.0012*, Marajo
na: Nao foi possivel calcular o IC 95%. (limitagdo do método estatistico, npq <5)

Avaliando a prevaléncia em cada uma das trés faixas de ECC, pode—se ver que
os touros criados nos municipios do estado do Amapa a prevaléncia supera os animais
da Ilha de Maraj6. Na faixa de ECC menor que 3, os animais do estado do Amapa
(100%) apresentaram maior prevaléncia que os da Ilha de Marajé (50%) ¢ o p-valor
<0.0001* ¢ altamente significante indicando no estado Amapa uma prevaléncia
estatisticamente maior. O mesmo ocorre com a faixa de ECC igual a 3 (Amapa 93.1%;
Marajo 76.5%; p-valor 0.0334* ¢ altamente significante). Na faixa de ECC maior que 3,
as prevaléncias foram similares.

A menor prevaléncia foi observada no ECC menor que 3 nos reprodutores
criados na Ilha de Marajo (50%). J4 no Amapa a prevaléncia do HBV-1 ndo variou
conforme o valor do ECC (p-valor =0.1349). Nos animais da Ilha de Maraj6o a
prevaléncia do HBV-1 aumenta nos touros com ECC > 3, o (p-valor = 0.0012%) é um
indicador altamente significante dessa variacdo da prevaléncia em relacdo ao valor do
ECC.

As prevaléncias da IBR nos municipios de Itaubal do Piririm, Cutias do
Araguari, Tartarugalzinho e Bailique no estado Amapa e Soure e Muana, na Ilha de

Marajo no estado Para, encontram-se descritas na Tabela 13.
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Tabela 13. Prevaléncias da IBR em touros estudados nos municipios de Itaubal do Piriri, Cutias do
Araguari, Tartarugalzinho e Macap4 (Bailique). Soure e Muan4, no ano de 2008.

Itaubal Cutias Tartarugalzinho Bailique  Soure Muana

n 59 33 14 20 38 24

Positivos 55 33 14 20 15 20

Negativos 6 0 0 0 23 4
Prevaléncia  93,2% 100,0% 100,0% 100,0% 39,5% 83,3%

IC 95% na Na na na 23.9a55% na
p-valor (I Piriri) 0.1269 0.3163 0.2321 <0.001*  0.1664
p-valor (C Araguari) 1.0 1.0 <0.001*  0.0150%*

p-valor

(Tartarugalzinho) 1.0 <0.001* 0.1063
p-valor (Bailique) <0.001* 0.0555
p-valor (Soure) 0.0007*

* Teste Binomial
na: Nao foi possivel calcular o IC 95%. (limitagdo do método estatistico, npq <5)

Como se observa na Tabela 13, as prevaléncias sdo significativamente mais altas
nos municipios de Itaubal do Piririm (93.2%), Cutias do Araguari (100%),
Tartarugalzinho (100%), Bailique, no municipio de Macapa (100%) e Mauna (83.3%),

quando comparamos com o resultado encontrado em Soure (39,5%).

A prevaléncia da IBR nos municipios estudados ¢ ilustrada na Figura 3.

Prevaléncia
120,0%
100,00% 100,00% 100,00%
100,0%
80,0%
60,0%
40,0%
20,0%
0,0%
Itaubal do Cutias do  Tartarugalzinho Bailique Soure Muana
Piririm Araguari
Municipios

Figura 3. Prevaléncia do HBV-1 em touros nos municipios de Itaubal do Piririm, Cutias do Araguari,
Tartarugalzinho e Macapa (Bailique), Soure e Muana, em 2008.
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Observa-se que o municipio de Soure teve menor prevaléncia que os outros. Nos
municipios de Cutias do Araguari, Tartarugalzinho e Bailique, todos os animais
examinados apresentaram-se sorologicamente positivos para a doenca.

Na Tabela 14 encontram-se descritas as distribui¢gdes dos resultados da titulagdo
de anticorpos anti-HBV-1 de todos os touros examinados neste experimento. Sao
considerados animais reagentes a prova de soroneutralizagdo os que obtiveram titulo

superior a “2”.

Tabela 14. Distribui¢do da titulagdo de anticorpos para HBV-1 em touros bubalinos no estado do Amapa
(n=126) e na Ilha de Maraj6 (n=62) no Para, em 2008.

Titulaciao Amapa Marajo
N Percentual n Percentual

0 6 4.8% 26 41.9%
2 0 0.0% 2 3.2%
4 1 0.8% 3 4.8%
8 1 0.8% 1 1.6%
16 2 1.6% 4 6.5%
32 4 3.2% 3 4.8%
64 16 12.7% 7 11.3%
128 54 42.9% 13 21.0%
256 33 26.2% 3 4.8%
512 7 5.6% 0 0.0%
1024 2 1.6% 0 0.0%
Total 126 100,0% 62 100,0%

Fonte: Protocolo da pesquisa.
p-valor <0.0001, Teste U de Mann-Whitney

A Tabela 15 descreve a distribuigdo da titulagdo em quadrantes segundo a

estatistica descritiva do HBV-1 nos animais estudados.

Tabela 15. Estatistica descritiva da titulacdo de anticorpos para HBV-1 no total de touros bubalinos no
Amapa (n=126) e no Marajo (n=62) no Para, no ano de 2008.

Amapa Marajé

(n=126) (n=62)
Minimo 0 0
Primeiro Quartil 128 0
Mediana 128 8
Terceiro Quartil 256 128
Maximo 1.024 256

Fonte: protocolo da pesquisa.
Comparado pelo teste U de Man-Whitney

O p-valor <0.0001* ¢ altamente significante indicando que os niveis de titulo no

soro sanguineo dos animais nao sdo semelhantes entre os dois grupos. as prevaléncias
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sdo significativamente mais altas nos municipios de Itaubal do Piririm (93.2%), Cutias
do Araguari (100%), Tartarugalzinho (100%), Bailique, no municipio de Macapa
(100%) e Mauna (83.3%), quando comparamos com o resultado encontrado em Soure
(39,5%).0bservou-se que a resposta imunoldgica dos animais estudados no Amapa
também foi maior que no Marajo, como se observa no grafico da Figura 4. O nivel
esperado de titulagdo no Amapa (128) supera o Marajo (8), esta ¢ uma das observagdes

verificadas a partir da estatistica descritiva.

Frequéncia Relativa da Titulagao
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® Amapd ™ Marajo

Figura 4. Distribuigdo da titulagdo de anticorpos para HBV-1 em touros bubalinos no estado do Amapa
(n=126) e na Ilha de Maraj6 (n=62) no Para, em 2008.

4.2 RESULTADOS DA PCR

Todas as 51 amostras analisadas pela técnica de PCR apresentaram-se negativas

para a presenca do agente HBV-1 no s€émen, como demonstra a Tabela 16.
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Tabela 16. Numero total de touros bubalinos examinados e niimero total de touros positivos no teste de
Reagdo em Cadeia de Polimerase, para o HBV-1, de acordo com a localizagdo das propriedades e

municipios no estado do Amapa e Ilha de Marajo no Pard, no ano de 2008.

Estado Municipio Propriedade Nimero de Touros Positivos
Amapa Itaubal do Piriri A 11 0
Amapa Cutias do Araguari B 05 0
Amapa Cutias do Araguari C 00 0
Amapa Cutias do Araguari D 04 0
Amapa Tartarugalzinho E 05 0
Amapa Bailique (Macapa) F 09 0
Para Soure G 11 0
Para Muana H 06 0

Total 51 0

A distribuic@o da titulacdo de anticorpos para HBV-1 nos touros e nimero de

animais positivos para IBR na analise do sémen pela PCR, encontra-se descrita na

Tabela 17.

Tabela 17. Distribuic@o da titulagdo de anticorpos para HBV-1 em touros bubalinos e niimero de animais
positivos para IBR na analise do s€émen pela PCR, no estado do Amapa e na Ilha de Maraj6 no Para, em

2008.
Titulacio N Positivos

0 7 0
2 1 0
4 ) 0
8 0 0
16 0 0
32 2 0
64 9 0
128 18 0
252 11 0
512 1 0
1024 0 0

Total 51 0
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5. DISCUSSAO

A prevaléncia observada nos 188 touros bubalinos criados em sistema de
producdo extensiva no estado do Amapa e Ilha de Marajé no estado do Pard, foi de
82,44%, indice muito superior aos encontrados nos rebanhos bovinos, em varios paises.
Janzen, Smart e Nicholson (1980) na Finlandia (40%), Durham e Sillars (1986) na Nova
Zelandia (57%), Renukaradhya, Rajasekhar e Raghavan (1996) na india (50,9%),
Mweene et al. (2003) na Zambia (48,28%), Kampa et al. (2004) na Tailandia (18%),
Obando et al. (2004) na Venezuela (51%), Urbina, Riveira e Correa (2005) no México
(22%), Waldner (2005) nos Estados Unidos (20,4%), Cuteri et al. (2006) na Italia
(26,3%) e aos resultados de Guarino et al., (2008) no Uruguai (37%,).

Quando compara-se a prevaléncia observada nas criagdes extensivas examinadas
na Amazbénia com a de outras pesquisas em rebanhos de outras regides brasileiras
(prevaléncias em torno dos 50%), verifica-se também um maior indice de contaminagdo
pelo HBV-1 na populacdo estudada (CASTRO et al., 1992; PASSOS et al., 1992;
ROCHA; GOUVEIA; LEITE, 1995; MOREIRA et al, 2001; ROCHA et al, 2001;
FARIA et al., 2003; BARBOSA; DE BRITO; ALFAIA, 2005; JUNQUEIRA et al.,
2006). Entretanto, nos resultados de Moreira et al. (2001) em bezerros em Sao Paulo e
de Vieira et al. (2003) em Goias, esses autores relataram uma prevaléncia (86,8%) e
(83%) respectivamente, similares aos resultados desse experimento.

A prevaléncia de 82,44% supera os resultados encontrados por Moura et al.
(2005) de 76,48% em rebanhos bubalino localizados nos municipios de Cachoeira do
Arari, Soure, Nova Timboteua, Ipixuna e Moju, no estado Para, e ¢ consideravelmente
maiores, quando comparados ao resultado relatado por Reis (2008), o qual descreveu
uma incidéncia de 57,82% também em bubalinos no municipio de Soure, na Ilha de
Marajo, Para.

Quando a prevaléncia da IBR ¢ avaliada de acordo com a localizagdo das
propriedades, as fazendas do estado do Amapa apresentaram altos indices de
contaminagdo em relagcdo ao encontrado nas duas propriedades dos municipios na Ilha
de Marajo6 no estado Para. Entretanto, ndo foi possivel realizar uma comparagado da real
situagdo epidemioldgica entre os estados, devido a quantidade desproporcionalmente

menor de animais e propriedades examinados no Para.
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Os municipios de Cutias do Araguari, Tartarugalzinho e Bailique no estado do
Amapa, apresentaram sorologia positiva em 100% dos seus reprodutores. Estes indices
superam os verificados dentro de uma unica propriedade, em muitos trabalhos ja citados
(PASSOS et al., 1994; KONRAD et al., 2003; OKUDA et al., 2004; JUNQUEIRA et
al., 2006; REIS, 2008).

Observou-se que o municipio de Soure no estado do Para, foi o local que
apresentou a menor prevaléncia . Este resultado deve-se a grande quantidade de animais
jovens (a maioria na faixa etaria dos dois anos) na populagdo estudada neste local,
sendo que muitos animais ainda ndo haviam entrado na maturidade sexual, estando estes
menos expostos ao risco de contaminag@o com o virus da IBR.

No municipio de Itaubal do Piririm, onde uma parcela dos animais recebe um
razoavel manejo reprodutivo, inclusive com uso de inseminacgdo artificial, a prevaléncia
de touros positivos foi alta. Nesta propriedade as novilhas ficam com os reprodutores,
antes da primeira Inseminacdo artificial, deixando-as expostas a infeccdo pelo HBV-1.
Analisando os dados da eficiéncia reprodutiva verificou-se que as taxas de prenhez pela
IA sdo baixos (por volta dos 30-35%) apesar do controle e vacinagdo para brucelose
realizado nesta fazenda. A alta incidéncia de animais contaminados com o HBV-1
ocorrendo nos reprodutores desta propriedade mostra-se como uma possivel causa da
baixa eficiéncia reprodutiva do rebanho. Entretanto, varios outros fatores podem ser
responsaveis per estes baixos indices. Investigacdes mais especificas com a utilizacdo
do isolamento viral ¢ PCR e¢ uma analise da sorologia das fémeas seriam necessarias
para verificar a participacdo da IBR nos baixos indices reprodutivos observados.

Todas as propriedades apresentaram touros sorologicamente positivos, resultado
semelhante ao observado por Okuda et al. (2006) os quais verificaram a presenca de
bovinos contaminados em todas as 85 propriedades examinadas em Rondonia, porém
superiores aos encontrados por Quincozes (2005) a qual verificou que em 84,70% das
fazendas pesquisadas no Rio Grande do Sul havia pelo menos um animal positivo e de
Vieira et al. (2003) que encontram animais positivos em 96,7% de 90 propriedades
estudadas em Goids, dados que apontam para uma dissemina¢do da IBR em varios
rebanhos em todo o territério brasileiro. Estes resultados comprovam uma alta
prevaléncia da IBR em reprodutores no baixo Amazonas, Brasil, demonstrando que esta
doenca ¢ facilmente transmitida entre as populacdes nesta regido.

Ressalta-se ainda a importancia dos reprodutores na epidemiologia da IBR, ja

que esta tem o coito como o principal mecanismo de transmissdo. O elevado numero de
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touros soropositivos nas propriedades sugere uma alta contaminagao desses rebanhos,
sendo que provavelmente vem ocorrendo ampla disseminagdo da infec¢do pelo HBV-1
nas regides estudadas, visto que a utilizagdo de vacinas contra a IBR nunca foi
realizada.

Analisando conjuntamente os resultados obtidos neste trabalho com os dados
descritos em bovinos e bubalinos relatados na literatura nacional, verifica-se que a IBR
estd disseminada em muitos rebanhos em varias regides do Brasil. Para Del Fava (2001)
a obten¢do de dados clinicos e zootécnicos a campo ¢ indispenséavel para a interpretacdo
do impacto da IBR nos rebanhos endemicamentes infectados, pois uma elevada taxa de
infeccdo pode caracterizar uma situacao de imunidade naturalmente adquirida.

A analise das prevaléncias entre as ragas demonstrou uma significativa diferenca
entre as racas Mediterraneo ¢ Murrah. A maior ocorréncia da IBR na raca Murrah
também foi observada de acordo com a localidade das fazendas. Estes resultados
sugerem que os touros da raga Murrah apresentaram-se mais susceptiveis em relacdo
aos da raca Mediterraneo. Estudos sobre suscetibilidade racial em bubalinos ndao foram
encontrados, entretanto Del Fava (2001) ao realizar levantamentos sorologicos em
bovinos das ragas Gir, Guzera, Nelore e Caracu ndo encontrou diferengas nas
prevaléncias entre ragas.

Os resultados referentes a faixa etaria demonstraram que os animais pertencentes
a faixa etaria de até dois anos de idade apresentaram as menores prevaléncias para IBR
e que todos os touros com mais de cinco anos apresentaram-se positivos na sorologia
para a IBR. No Maraj6 a prevaléncia do HBV-1 ndo sofreu variagdo conforme a idade
do animal, entretanto no Amapa ocorreu menor indice nos animais de até trés anos de
idade (p-valor =0.0067%*), havendo um incremento nas taxas de infeccdo com o avangar
da idade.

Estes resultados corroboram com Sarumathi, Reddy e Sreedevi (2002) que
relataram em bubalinos da india incidéncia bastante elevada nos animais entre trés a
seis anos, ¢ com Viera et al. (2003), os quais concluiram que o indice de positividade
para o HBV-1 sdo diretamente proporcionais a idade dos animais, em estudo com
bovinos. Faria et al. (2003) também obtiveram dados de prevaléncia proporcionais a
faixa etaria, observando ainda que a infec¢@o ocorre com maior freqii€ncia em animais
com mais de dois anos de idade. Signh et al. (2006) afirmam porém que bubalinos
jovens, com idade menor que trés anos mostraram-se mais susceptiveis a infec¢do pelo

HBV-1 que as outras faixas de idade (estudo com 472 amostras).
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A menor prevaléncia de animais positivos na populacdo de animais mais jovens
demonstra que a idade ¢ um fator que influencia na infec¢do pelo HBV-1. Aos 24 meses
de idade os animais entram na puberdade, iniciando a vida reprodutiva, ficando estes
mais facilmente expostos a contaminagdo pelo agente. Leite et al. (2003) realizaram
pesquisa de anti-corpos em bovinos com idade de zero a 30 meses, e verificaram menor
prevaléncia dos seis aos 18 meses, demonstrando que durante este periodo os animais
ainda encontram-se protegidos pelos anti-corpos maternais, entretanto ha uma janela de
susceptibilidade ocorrendo nesta faixa etéria, sugerindo-se entdo este o melhor periodo
para se realizar a vacinag@o contra a IBR.

Os resultados acerca das prevaléncias nas classes de ECC demonstraram que a
prevaléncia nos animais com ECC “Menor que 3” (71,4%) ¢ menor que nos animais
com ECC “Igual a 3”. No Amapa este indice ndo variou, entretanto na Ilha de Marajo
houve um aumento na incidéncia nas classes de ECC mais elevadas. Outros estudos que
avaliam a influéncia da condi¢@o corporal dos individuos na prevaléncia ndo foram
encontrados.

As Diferencas entre os indices de prevaléncia com relagdo ao ECC,
provavelmente poderdo estar relacionadas ao fato de que os animais com maiores
escores, possuem uma melhor resposta imune em relagdo aos outros de menor escore,
que provavelmente sofrem de caréncias nutricionais. Entretanto estes indices podem
ainda variar conforme a metodologia empregada, ao tipo de populagio estudada, ao uso
de diferentes técnicas de amostragem, a origem e ao manejo dos animais testados e por
diferencas regionais (PITUCO; DEL FAVA, 1998; GUIMARAES et al., 2000).

Ao realizar-se a analise da distribuicdo dos titulos de anticorpos neutralizantes
para a IBR, observou-se maior freqiiéncia de titulos baixos ocorrendo no Marajo,
resultado inverso ao visto nos animais pertencentes ao Amapa. Os titulos dos anticorpos
na maioria dos individuos estudados superam os encontrados por Quincozes (2005),
Cerqueira et al. (2000) e Calderon et al. (2003).Van Reenen et al. (2000), relatam que os
bovinos com menos de dois anos de idade com titulos de anticorpos de 128 poderiam
estar recuperando-se da doenca pouco antes da coleta da amostra, ou haver sofrido uma
reativacdo sub-clinica recente.

Pariente, Ccama e Rivera (2006) afirmam que os titulos de anticorpos
encontrados em animais reagentes sdo usualmente observados em infecgdes por
herpesvirus que ndo se encontram associadas a infec¢des agudas. Assim, como foi

possivel observar também neste trabalho, a alta resposta imunologica sugere estar
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havendo a multiplicagdo viral nos individuos com altos titulos de anticorpos anti-HBV-
1, havendo assim a presenca de um grande numero de animais que provavelmente estao
eliminando o virus, sem, entretanto demonstrar sintomas clinicos da doenca.

Nao se determinou, entretanto, que os touros com maiores titulagdes estavam
realmente eliminando o HBV-1 no sémen, visto que os resultados obtidos no exame de
PCR foram todos negativos. Em todas as amostras ndo havia a presenca de DNA viral
viavel para ser detectado.

Estes resultados diferem dos encontrados por Van Oischort et al. (1993), os
quais observaram relagdo direta entre aumento nos titulos de anticorpos neutralizantes
para o HBV-1 e seu isolamento em sémen, assim como Rocha, Gouveia e Leite (1995),
em um experimento realizado em uma central de congelamento de sémen. Van
Engelenburg et al. (1995), utilizaram a técnica de PCR para detectar o HBV-1 no s€émen
bovino e obteve sucesso. Em bubalinos, Lata Jain (2006) detectou o virus da IBR no
sémen utilizando a PCR, e anos mais tarde Lata Jain et al. (2008) reportaram a presenca
do virus no s€men através da técnica de imunofluorescéncia.

Esta auséncia de animais positivos na PCR corrobora com o descrito por Faria
et al. (2003), que apontam como uma importante caracteristica epidemiologica da IBR
nos touros: a auséncia de uma correlagcdo obrigatoria entre a detecgdo de anticorpos
especificos circulantes ¢ a eliminagdo do virus pelo sémen. Esta caracteristica deve-se
ao que foi descrito por Huck et al. (1971), os quais observaram que a eliminagdo do
virus pelos touros por volta de dois a sete dias ap6s a infecgdo pelo coito, sendo que este
primeiro periodo de eliminagdo viral pode levar algumas semanas, e apds esta primeira
fase de infec¢do o virus entra entdo em laténcia ndo sendo eliminado mais no s€men.

Outra possivel justificativa para a auséncia do HBV-1 no sémen dos touros
analisados neste estudo ¢ a conservacdo incorreta das amostras, pois em muitas
propriedades estudadas ndo havia um modo eficiente de manté-las refrigeradas, a uma
temperatura estdvel. Entretanto, segundo o Manual for Standards for Diagnostic Tests
and Vaccines (OIE, 2008), para o transporte do sémen para o laboratério pode ser
utilizado o nitrogénio liquido, ou conservacdo em caixa isotérmica com gelo a 4°C. As
amostras podem ainda ser armazenadas por curtos periodos a 4°C (até sete dias), sem
afetar o resultado do teste de PCR. Entretanto durante o transporte das amostras neste
experimento, ndo foi possivel realizar o controle da temperatura de conservagao,
havendo grandes variagdes, o que comprometeu a viabilidade do HBV-1 para a

realizacdo da PCR.
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6 CONCLUSAO

De acordo com as condigdes dos materiais ¢ métodos utilizados no estudo, podemos

concluir que:

1-

A IBR encontra-se difundida em um elevado nlimero de touros nas propriedades
contaminadas.

Todos os reprodutores nos rebanhos estudados nos municipios de Cutias do
Araguari, Tartarugalzinho e Bailique no estado do Amapa, apresentaram-se
contaminados pela IBR.

Os touros da raga Murrah sdo mais susceptiveis.

Houve um incremento gradativo das taxas de infeccdo com o avancar da idade
nos touros examinados, assim como nos com melhores ECC.

Os touros analisados ndo estavam na ocasido da coleta eliminando o virus pelo

sémen.
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