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RESUMO

FREITAS, E. J. P. Frequéncia de anticorpos contra o herpesvirus bovino
tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte nao vacinados da Microrregiao de
Imperatriz. [Frequency of antibodies against bovine herpesvirus type 1
(BoHV-1) in beef cattle not vaccinated in Microregion of the Imperatriz]. 2012.
(73 folhas). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) — Universidade
Estadual do Maranh&o, Sao Luis, 2012.

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), é responsavel por manifestacdes
clinicas como a rinotraqueite infecciosa bovina, abortamentos, conjuntivite,
balanopostite e vulvovaginite pustular infecciosa. Esse virus tem sido
responsavel por grandes prejuizos produtivos e reprodutivos em diversos
rebanhos do pais. Deste modo, o objetivo desse trabalho foi estimar a
frequéncia de anticorpos contra o BoHV-1 em fémeas bovinas de corte, ndo
vacinadas na Microrregiao de Imperatriz, Maranhdo; além de identificar a
faixa etaria mais acometida pelo virus, bem como realizar um estudo dos
fatores associados a infeccao do virus e avaliar a técnica ELISA indireto
utilizando a soroneutralizacdo (SN) como padrao de referéncia. O estudo foi
realizado em 48 rebanhos de corte, distribuidos em 12 municipios da
Microrregido de Imperatriz. As amostras foram coletadas de fémeas bovinas
estratificadas em trés faixas etarias, < 12 meses, entre 12 e 36 meses e = 36
meses de idade. As amostras foram submetidas a dois testes soroldgicos,
ELISA indireto e SN. Em cada rebanho, foi aplicado um questionario
epidemiologico, com o objetivo de obter informagdes sobre manejo sanitério
e reprodutivo, para o estudo de fatores de risco. A frequéncia de anticorpos
contra 0 BoHV-1 na Microrregidao de Imperatriz foi de 63,23%, 0s municipios
de Acailandia e Buritirana, apresentaram as maiores frequéncias, ambos
com 80,44%, a faixa etaria mais acometida, na Microrregido, foi a dos
animais com idade = 36 meses (69,65%). Com base nos resultados obtidos
pode-se concluir que a frequéncia de anticorpos contra o BoHV-1 é alta;
entre as faixas etéarias mais acometidas foram a dos animais com idade = 36
meses; foram considerados fatores de risco para a transmissdo do virus,
retorno ao cio, reposi¢cao de animais oriundos de outros estados/regidao e a
criagcdo de caprinos/ovinos associados com bovinos; a técnica ELISA indireta
apresentou concordancia moderada quando comparada a técnica de SN,
que é a técnica padrao ouro de diagndstico para BoHV-1.

Palavras - chave: ELISA indireto, soroneutralizacao, IBR, gado de corte.



ABSTRACT

FREITAS, E. J. P. Frequency of antibodies against bovine herpesvirus
type 1 (BoHV-1) in beef cattle not vaccinated in the Microregion of the
Imperatriz. [Frequéncia de anticorpos contra o herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados da na Microrregiao de
Imperatriz]. 2012. (73 folhas). Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) —
Universidade Estadual do Maranhao, S&o Luis, 2012.

Bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1), is responsible for clinical manifestations
such as infectious bovine rhinotracheitis, abortion, conjunctivitis, infectious
pustular vulvovaginitis and balanoposthitis. This virus has been responsible
for major losses in different productive and reproductive herds in the country.
Thus, the objective of this study was to estimate the frequency of antibodies
against BoHV-1 in beef heifers not vaccinated in Microregion of Imperatriz,
Maranhao, and identify the age group most affected by the virus, as well as a
study of factors associated with virus infection and to evaluate the indirect
ELISA using the serum neutralization (SN) as a reference standard. The
study was conducted in 48 herds, cutting, distributed in 12 counties of
Microregion of Imperatriz. The samples were collected from female cattle
stratified into three age groups, < 12 months, between 12 and 36 months and
= 36 months of age. The samples were subjected to two serological tests,
ELISA and SN. In each herd, an epidemiological questionnaire was applied
in order to obtain information on management and reproductive sanitary, for
the study of risk factors. The frequency of antibodies against BoHV-1 in
Microregion of Imperatriz was 63.23%, and the municipalities of Acailandia
Buritirana showed the highest frequencies, both with 80.44%, the most
affected age group, the Microregion, was animals aged = 36 months
(69.65%). Based on the results we can conclude that the frequency of
antibodies against BoHV-1 is high, between the age groups most affected
were the animals aged = 36 months were considered risk factors for virus
transmission, return to estrus, recovery of animals from other states / region
and the creation of goat / sheep associated with bovine, the indirect ELISA
techniqgue showed moderate concordance when compared to SN technique,
which is the gold standard technique for diagnosis of BoHV-1.

Key - words: Indirect ELISA, neutralization, IBR, beef cattle.
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta um efetivo de 209.541.109 cabecas de bovinos, onde
13,73% (28.762.119) esta localizada na regido Nordeste do Brasil. Nessa
regido encontra-se o Estado do Maranh&o, o qual ocupa uma colacao de
destaque no cenario da pecuaria nordestina, ja que a bovinocultura é a
principal atividade pecuaria, em especial a exploracao de corte, com o segundo
maior efetivo desta espécie na regido, com 24,27% (6.979.844), ficando atras
apenas do estado da Bahia (IBGE, 2010).

De acordo com Martins et al., (2000), o estado do Maranhdo possui
condicbes climaticas satisfatérias a producdo de bovinos de corte. A
Microrregido de Imperatriz esta localizada na mesorregido oeste maranhense e
possui um efetivo equivalente a 1.576.938 cabecgas, sendo, portanto entre
todas as microrregides, a que possui 0 maior efetivo de bovinos (IBGE, 2010).
E caracterizada por apresentar propriedades com &reas que variam de 500 a
5000 hectares (ha), com animais criados em sua maioria em sistema extensivo

tecnificado, onde a raga Nelore e seus mestigcos predominam.

As bacias hidrograficas presentes nessa microrregido sao as do
Tocantins, Gurupi, Pindaré e Mearim; sua geomorfologia €é formada
principalmente por Chapaddes, Chapadas e “Custas”, apresenta uma
vegetacao formada principalmente por pastagens, florestas abertas, vegetacao
degradada com babacu e cerrados; com temperatura média anual entre 25°C e
26°C, umidade relativa do ar variando de 73% a 79%; precipitacao
pluviométrica entre 1200 e 1600 mm; possui um clima com variagées do umido,
sub-umido e sub-umido seco (GEPLAN, 2002).

Os bovinos sao susceptiveis a varias enfermidades, e apesar da
Microrregido de Imperatriz constituir uma pecuaria desenvolvida e tecnificada,
problemas sanitarios ainda ocorrem, ocasionados principalmente por falhas na
informacgéo e falta de conhecimento sobre alguns agentes infecciosos, como
por exemplo, o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), que é o virus responsavel

18
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por ocasionar a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), bem como a

Vulvovaginite Pustular Infecciosa (IPV).

Este virus pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae
(PORTERFIELD, 1989; ROIZMAN et al., 1995; FAUQUET et al., 2005) e
género Varicellovirus (FAUQUET et al., 2005). A espécie Bovina é a principal
fonte de infeccdo do BoHV-1, sendo portanto as principais vias de eliminacao
do virus a secrecdo respiratoria, ocular, genital (muco prepucial e muco
vaginal), e sémen de animais infectados (LEMAIRE et al., 1994; ENGELS et al.,
1996; CALDERON et al., 2003). O diagnostico laboratorial da infecgédo pelo
BoHV-1 pode ser etiolégico ou sorolégico. As técnicas soroldgicas mais
utilizadas na deteccéo de anticorpos especificos incluem a Soroneutralizacao
(SN) e Ensaios Imunoenzimaticos (EIE) (TAKIUCHI et al., 2001).

Considerando a importancia que a enfermidade possui dentro dos
rebanhos bovinos, principalmente aqueles voltados a exploragédo de corte,
juntamente aos poucos dados epidemiolégicos da ocorréncia de BoHV-1 nos
rebanhos do Maranhdo, em especial a Microrregido de Imperatriz, aliado a
pratica deficiente e/ou inexistente de sanidade nas propriedades e a auséncia
de programas de assisténcia técnica especializada é que se propbs realizar
este trabalho.

19
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Estimar a frequéncia de anticorpos contra o herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas de corte ndo vacinadas na Microrregido de
Imperatriz, Maranh&o.

2.2 Especificos

e Conhecer a ocorréncia do BoHV-1, através de estudo sorolégico em uma
amostra da populagdo de fémeas bovinas de aptiddo corte na
Microrregido de Imperatriz, Maranhao;

e |dentificar a faixa etaria de fémeas bovinas em que mais ocorre o BoHV-1;

e Realizar um estudo dos fatores de risco associados a infecgdo do BoHV-
1;

e Avaliar a técnica ELISA indireto para a deteccdo de anticorpos para o
BoHV-1 em soros bovinos, utilizando a técnica de soroneutralizacao (SN)
como padrao de referéncia.

21
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etiologia

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), conhecido como virus da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina e também da Vulvovaginite Pustular
Infecciosa, € um membro da familia Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae
(PORTERFIELD, 1989; ROIZMAN et al., 1995; FAUQUET et al., 2005) e
género Varicellovirus (FAUQUET et al., 2005). O BoHV-1 apresenta uma
particula viral entre 70 a 110nm de didmetro e é constituida por um capsideo
icosaédrico, envelope glicoproteico e genoma DNA linear de fita dupla
(FENNER, 1987).

Os isolados de BoHV-1 foram agrupados em dois subtipos,
denominados BoHV-1.1 e BoHV-1.2, de acordo com os perfis de restricdo
enzimatica do genoma do virus. O BoHV-1.2 foi subdividido em BoHV-1.2a e
BoHV-1.2b (METZLER et al., 1986). O subtipo 1 (BoHV-1.1) é relacionado ao
grupo que causa doenga respiratoria classica; o subtipo 2a (BoHV-1.2a)
abrange as cepas associadas com IBR/IPV e aborto, enquanto o subtipo 2b
(BoHV-1.2b) causa vulvovaginite ou balanopostite, mas geralmente nao esta

associado com abortamento (MILLER, 1991).

3.2 Epidemiologia

A espécie bovina € a principal fonte de infeccdo do BoHV-1, sendo
portanto as principais vias de eliminagdo do virus a secregao respiratoria,
ocular, genital (muco prepucial e muco vaginal), e sémen de animais
infectados. O virus tem como principal forma de transmisséo, a via horizontal
que ocorre pelo contato direto entre os animais e também pela copula,
secrecdes respiratdrias, oculares e genitais, a partir de animais infectados; por
outro lado o embrido e o feto podem infectar-se pela via vertical

(transplacentéria). Outra forma de transmissdo ocorre de forma indireta e
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ocorre principalmente por aerossois, fomites, ingestdo de agua e alimentos
contaminados, tendo a inseminagéo artificial (IA) um importante papel na
disseminagao desta enfermidade em rebanhos que nunca tiveram contato com
o virus (LEMAIRE et al., 1994; ENGELS et al., 1996; CALDERON et al., 2003).

O sémen geralmente é contaminado durante a ejaculagéo, por contato
com o virus presente na mucosa prepucial. Varios estudos demonstraram que
muitos patégenos presentes no sémen podem manter-se viaveis frente ao
processo de congelamento, tornando a pratica da IA, uma possivel
biotecnologia veiculadora de doengas no rebanho (EAGLESOME et al., 1992;
CALDERON et al., 2003). A IA de vacas com sémen contaminado pelo BoHV-1
reduz a taxa de concepcao e pode causar infertilidade, endometrite, aborto e 0
desenvolvimento anormal do feto (ELAZHARY et al., 1980; WYLER et al.,
1989). O manejo adotado pode ser fundamental para a transmisséo do virus,
como por exemplo, aglomeracdes e a reunido de animais de varios lugares em
eventos como leildes, exposicoes e torneios, além também da criagdo sem

critério de todas as faixas etarias (MARS et al., 1999).

3.3 Laténcia

Os herpesvirus induzem laténcia, caracterizada pela presenca do
genoma viral nos ganglios nervosos, principalmente no trigémeo e sacral, sem
producédo de progénie viral (ENGELS et al., 1996). Uma vez tendo sofrido
infeccdo primaria, o animal serd portador do BoHV-1 por toda a sua vida,
potencialmente atuando como fonte de infec¢do para individuos susceptiveis,

assegurando a permanéncia da infecgao no plantel (LEMAIRE et al.,1994).

O animal portador latente pode reativar o virus, se for exposto a fatores
predisponentes e estressantes, que diminuem a resisténcia imunolégica. Este
mecanismo justifica os periodos de reexcre¢ao viral, acompanhados ou ndo de
sinais clinicos, de forma que os animais uma vez infectados pelo BoHV-1 serdo
portadores do virus e potenciais disseminadores da doenga no rebanho por
toda a vida produtiva (COLODEL et al., 2002).
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3.4 Sinais Clinicos

A infecgcdo causada pelo BoHV-1 atinge principalmente os tratos
respiratério e genital dos bovinos e pode ser subdividida em duas formas
clinicas denominadas Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e Vulvovaginite /
Balanopostite Pustular Infecciosa (IPV/IPB). Este virus também & responsavel
pelo desencadeamento de outros sinais clinicos como: conjutivite e
abortamentos (GIBBS et al., 1977). Este virus é de crescimento rapido in vitro e

causa lise das células infectadas (FENNER et al., 1993).

O virus é também responsavel pelo nascimento de animais debilitados e
quadros de enterite, causando a morte de neonatos (LEMAIRE et al., 1994),
além de mortalidade embriondria precoce e/ou tardia, com repeticées de cios a
intervalos regulares e/ou irregulares; natimortos; mortalidade neonatal e
infertilidade (STRAUB, 1991).

A forma respiratéria caracteriza-se por aumento da temperatura corporal,
hiperemia das mucosas, rinite, dispnéia, corrimento nasal seroso, lesdes
erosivas na mucosa nhasal e, ocasionalmente, pneumonia. A taxa de
mortalidade é baixa, mas podem ocorrer complicacbes em decorréncia de
infecgdes bacterianas secunddarias ou de outras infec¢des virais superpostas
(WYLER et al., 1989).

Em fémeas, a forma genital manifesta-se clinicamente pelo
aparecimento de pequenas vesiculas de 1 a 2 mm de didmetro que evoluem
para pustulas e erosdes localizadas na vulva e vagina. O epitélio vulvar
apresenta-se edemaciado, hiperémico e com secre¢cdo que pode tornar-se
mucopurulenta devido a contaminacdo bacteriana secundaria. Em touros,
lesbes similares sao encontradas no prepucio e pénis (GIBBS et al., 1977;
WYLER et al., 1989).
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3.5 Situacao do herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) no mundo

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) encontra-se amplamente
disseminado em rebanhos bovinos de corte e leite, de praticamente todo o
mundo, determinando grandes prejuizos econémicos aos paises que exploram
a bovinocultura como atividade econémica (GIBBS et al., 1977; KIRKBRIDE,
1985; VAN OIRSCHOT et al., 1998).

O isolamento do BoHV-1 foi realizado pela primeira vez em 1950, nos
Estados Unidos (EUA), mas somente na década de 60, os aspectos
respiratérios graves da infeccdo por esse agente tornaram-se proeminentes
naquele pais. J& na Europa, a forma de IBR mais grave foi descrita em
principios de 1972 (EDWARDS, 1988; ACKERMANN et al., 1990a).

Na maioria dos paises europeus, a situagdo é endémica e as taxas de
infeccdo descritas sdo muito variaveis. Na Gra-Bretanha o percentual de
rebanhos reagentes alcanca 40 a 50%, e na Bélgica 62%. Por outro lado,
Dinamarca e Suica, devido a baixa frequéncia de animais reagentes e a
implementacdo de um rigido programa de erradicacdo, com o sacrificio dos
animais portadores, conseguiram obter a condigdo de paises livres do BoHV-1
(ACKERMANN et al., 1990a). Eiras et al., (2009), em trabalho realizado na
regiao Noroeste da Espanha, na Galicia, avaliaram 403 amostras de soro
bovino pela técnica ELISA indireto, obtiveram uma frequéncia de 26,6% de

amostras reagentes.

3.6 Situacao do herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) no Brasil

O virus esta disseminado por todas as regides do Brasil, atingindo
elevados indices de infecgdo nos rebanhos (PITUCO et al., 1999;
RICHTZENHAIN et al.,, 1999), grande parte das propriedades apresentam
animais sorologicamente reagentes para o BoHV-1 (RAVAZZOLO et al., 1989;
LOVATO et al.,, 1995; VIDOR et al.,, 1995), o que salienta a importancia da
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adocao de medidas com vistas a identificar estes animais, os quais sao

potenciais disseminadores da infeccao (FENNER et al., 1996).

O BoHV-1 foi isolado pela primeira vez no Brasil por Alice (1978), no
Estado da Bahia, a partir de pustulas de vaginas de vacas. No mesmo ano,
Muller et al., (1978), no Estado de Sao Paulo, isolaram e identificaram o BoHV-
1 a partir do rim de um feto bovino colhido em matadouro. O primeiro
levantamento soroldgico no Brasil foi realizado no estado da Bahia, realizado
por Galvdo et al.,, (1962/1963), onde foram submetidos ao teste de

soroneutralizagdo (SN) e desses 34,5% foram reagentes.

No estado do Rio Grande do Sul a prevaléncia de anticorpos para o
BoHV-1 foi de 18,8% (LOVATO et al., 1995) e 31,9% (VIDOR et al., 1995).
Médici et al., (2000a), estudaram a prevaléncia de anticorpos neutralizantes
contra o BoHV-1, em rebanhos com disturbios reprodutivos, observaram uma
frequéncia de 61,5% de sororeagentes. No estado do Goias a soroprevaléncia
para o BoHV-1, realizada através da técnica de ELISA, foi de 83% (VIEIRA et
al., 2003), e pela técnica de SN, 51,9% (BARBOSA et al., 2005) e 84,5%
(AFFONSO et al., 2010), no Parana Dias et al., (2008) pesquisaram através do
teste ELISA indireto, e encontraram uma prevaléncia de 64,41% de animais
reagentes. Em trabalho sorolégico realizado no estado do Maranhdo em
rebanho leiteiro, Bezerra (2009); observou que das 920 amostras analisadas,
para pesquisa de anticorpos contra o BoHV-1 com o uso da técnica Elisa
Indireto 71,30% foram reagentes, 17,40% foram considerados suspeitos e
11,30% nao reagentes.

3.7 Diagnéstico

O diagndstico laboratorial da infecgdo pelo BoHV-1 pode ser etiolégico
ou sorolégico. As técnicas sorolégicas mais utilizadas na deteccdo de
anticorpos especificos incluem a SN e o ELISA. Para que se evite o risco da
introducdo de animais infectados em rebanhos ou em centrais de inseminacao,

livres do BoHV-1, os testes sorologicos devem ser sensiveis o suficiente para
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evitar resultados falso-negativos, principalmente quando os titulos de
anticorpos especificos para o virus sao baixos. Entretanto, as técnicas de SN e
ELISA podem ser inviabilizadas para o diagnéstico em rebanhos que utilizam a
vacinacgao contra o BoHV-1(TAKIUCHI et al., 2001).

A SN por apresentar grande especificidade e boa sensibilidade é
considerada a técnica de referéncia para o diagndstico sorolégico das
infecgbes por BoHV-1. Todavia, ela apresenta alguns inconvenientes na sua
realizagéo, pois depende de cultivo celular (WYLER et al., 1990); devido a sua
pouca praticidade, alternativas tem sido buscadas, e testes imunoenzimaticos
tem sido empregados no diagnéstico soroldgico de infeccdes pelo BoHV-1
(EDWARDS et al., 1987; OSORIO et al., 1989; SHEN et al., 1991; KRAMPS et
al., 1994; GRAHAM et al., 1998; VAN OIRSCHOT et al., 1998).

Para a realizacao do diagnostico definitivo da infecgdo pode-se realizar o
isolamento viral ou a detec¢cdo de antigenos e/ou genoma de BoHV-1 em
material bioldégico. Contudo, essas metodologias apresentam fatores limitantes,
tais como coleta, conservacdo e ftransporte da amostra e mesmo a
disponibilidade de laboratérios de diagndstico que realizem essas técnicas
rotineiramente (CANANT, 1984). Como medida alternativa, tem-se utilizado
testes sorologicos (PRITCHARD, 1985).

3.8 Comparacoes dos testes ELISA indireto e de soroneutralizacao

De acordo com Médici et al., (2000b), em estudo onde foi realizada a
avaliagdo do desempenho de um sistema de ELISA comercial, na detec¢édo de
anticorpos anti-BoHV-1, e a comparacao dos resultados obtidos com a técnica
de SN, eles observaram que o teste imunoenzimatico apresentou-se como uma
alternativa viavel para diagnéstico soroldgico e levantamentos epidemioldgicos
do BoHV-1, além do monitoramento de plantéis livres da infec¢ao e analises do
perfil sorolégico pds-vacinal (BoHV-1) em rebanhos bovinos.
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Teixeira et al., (2001), fizeram um estudo comparativo entre a técnica de
SN com um ELISA de bloqueio monoclonal desenvolvido e padronizado por
eles, e encontraram uma concordancia alta entre os dois testes; Cortez et al.,
(2001), realizaram comparacdo entre um ELISA, utilizando um kit comercial,
com a técnica de SN, para avaliacdo em soro sanguineo de bufalos e
encontrou grande discordancia entre os dois testes; Oliveira et al., (2011),
compararam as duas técnicas em amostras de sangue total e soro sanguineo
coletados em papel filtro e encontraram uma boa concordancia entre os testes,
nos dois tipos de materiais analisados, com uma especificidade um pouco

maior para o sangue total.

3.9 Profilaxia

Paises europeus com baixa prevaléncia do BoHV-1 nunca permitiram o
uso de vacinas e erradicaram a enfermidade utilizando sorodiagnéstico e
eliminacdo dos animais reagentes (ACKERMANN et al., 1990a; ACKERMANN
et al.,, 1990b; STRAUB, 1991). Quando a prevaléncia do BoHV-1 é elevada, a
erradicacao torna-se onerosa pelo custo dos descartes, sendo mais viavel
neste caso a utilizacdo de vacina com marcador genético para reduzir a
prevaléncia da infecgdo, sem, no entanto, prejudicar o monitoramento para
avaliacdo do resultado, pois esta permite a diferenciacdo entre animais
infectados e vacinados utilizando um teste ELISA (VAN OIRSCHOT et al.,
1996), porém a comercializacdo desta vacina nao esta autorizada no Brasil e

no momento dispde-se de vacinas convencionais para o controle da doenca.

3.10 Prejuizos causados pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1)

A introducdo do BoHV-1 em rebanhos bovinos determina prejuizos
econdmicos significativos que sao representados por alteracées em todos os
indices indicativos de eficiéncia reprodutiva do rebanho. Sao particularmente

comprometidos: |) intervalo entre partos; Il) niumero de doses de sémen e/ou
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namero de servigos por prenhez positiva; lll) taxa de concepcao; V) taxa de
mortalidade embrionaria precoce e/ou tardia; V) percentagem de abortos,
natimortos e mortalidade neonatal; VI) peso ao nascer; VII) frequéncia de
endometrites; entre outros (WYLER et al., 1989).

Nesse contexto, devem ser incluidos ainda uma andlise dos prejuizos
econdmicos decorrentes da infeccdo em um rebanho soronegativo, os custos
referentes a reducdo na producédo de leite; perda de peso; tratamento dos
animais com sinais clinicos, em especial os que comprometem o sistema
respiratério; eventuais Obitos; aumento das despesas com mao de obra,
assisténcia técnica, diagnostico e profilaxia (WYLER et al., 1989); além das
restricbes ao comeércio internacional de animais vivos e seus produtos como
sémen, embrides e produtos de biotecnologia, previstas no Caodigo
Internacional de Saude Animal (OIE, 2001).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo

A Microrregido de Imperatriz estd localizada a noroeste do Estado do
Maranhdo (FIGURA 1), e é composta pelos Municipios de Acailandia,
Amarante, Buritirana, Davindpolis, Cidelandia, Governador Edison Lobé&o,
Imperatriz, Itinga do Maranhao, Joao Lisboa, Lageado Novo, Montes Altos,
Ribamar Fiquene, Sdo Francisco do Brejdo, Sdo Pedro da Agua Branca,

Senador La Rocque e Vila Nova dos Martirios.
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FIGURA 1. Imagem da localizacdo geografica da Microrregiao
de Imperatriz, Maranhao.

4.2 Rebanhos

A escolha dos rebanhos foi realizada de forma aleatéria, através de
sorteio, e estes apresentaram pré-requisitos como, nimero igual ou superior a
200 fémeas bovinas por rebanho e sem histérico de vacinagao anterior para
IBR. Deste modo, somente 12 (doze) municipios atenderam as exigéncias.
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Para determinar o tamanho da amostra coletada utilizou-se a seguinte
expressao proposta por Triola (1999); modificada por Callegari & Jacques
(2003):

No = l e n =N X Ng
(Eo)? N + no
Onde: N, = 1° aproximacao do tamanho da amostra;

E, = erro amostral toleravel (3%);
n = tamanho da amostra;

N = tamanho da populagéo.

Assim: n=128308x 1111,11 —p Nn= 1102 amostras, foi realizado
128308 + 1111 11 um ajuste estatistico e 0 numero
’ amostral passou para 1104.

A partir do calculo, obteve-se 1102 amostras, o qual foi ajustado para
1104, a fim de que, a distribuicdo do nimero de amostras fossem homogénea
entre os 12 municipios selecionados. Deste modo foram trabalhadas 4
rebanhos por municipio, sendo selecionados aleatoriamente 23 fémeas bovinas
estratificadas por faixa etaria. O percentual de animais dentro de cada faixa
etaria foi definido de acordo com dados obtidos em pesquisas anteriores, que
indicaram que a prevaléncia da enfermidade é maior em animais mais velhos;
como em estudos realizados por Melo et al., (2002); Vieira et al., (2003) e
Barbosa et al., (2005). Com base nesta caracteristica, definiu-se 20% (n=240)
para animais com idade < 12 meses, 20% (n=240) para animais entre 12 e 36

meses e 60% (n=624) para animais com idade igual ou acima de 36 meses.

A distribuicao dos rebanhos e o numero total de amostras encontram-se
listado na Tabela 1.
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Tabela 1. Distribuicao dos rebanhos e amostras, para detecgéo do herpesvirus
tipo 1 (BoHV-1), de acordo com os municipios da Microrregidao de Imperatriz,
Maranhao, 2012

Total de
L N° de N° de amostras por
Municipios Rebanhos Rebanhos P Amost_rals_por

Municipio
Acailandia 4 23 92
Amarante 4 23 92
Buritirana 4 23 92
Cidelandia 4 23 92
Gov. Edison Lobao 4 23 92
Imperatriz 4 23 92
ltinga do Maranhéo 4 23 92
Joéo Lisboa 4 23 92
Lageado Novo 4 23 92
Montes Altos 4 23 92
Ribamar Fiquene 4 23 92
Senador La Rocque 4 23 92

TOTAL 48 1104 1104

4.3 Coleta das amostras

Para a realizagdo das coletas das amostras de sangue de fémeas
bovinas de corte, os animais foram contidos fisicamente com o auxilio de
troncos de contencao ou troncos de vacinacao; em seguida utilizou-se alcool a
70%, a fim de promover a desinfeccdo da area a ser puncionada.
Posteriormente, as amostras de sangue foram coletadas através da
venopuncao jugular ou coccigea média, com auxilio de agulhas estéreis,

adaptadores e tubos a vacuo de 10 mL.

Apés a coleta, as amostras foram mantidas a temperatura ambiente em
posicao inclinada, até a completa retragdo do coagulo. Estas foram
acondicionadas em caixas isotérmicas, contendo gelo reciclavel e
encaminhadas ao Laboratério de Diagnostico de Doencgas Infecciosas do Curso
de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do Maranhao — UEMA.
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No laboratério o sangue foi centrifugado a 2000 rotacdes por minuto
(rpm), durante 5 minutos. Em seguida as aliquotas de soro foram transferidas
para tubos do tipo Eppendorf® em duplicatas e estocadas a — 20° C, até a

realizacdo dos testes sorolégicos.

Esse trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica e Experimentacdo
Animal - CEEA do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual do
Maranhao - UEMA, conforme protocolo n® 010/2010, para a execug¢ao da

pesquisa.

4.4 Analise das amostras

O processamento das amostras para o teste ELISA indireto, foi
realizado no laboratério de doencas infecciosas e leitura no laboratério de
imunodiagnostico, do Curso de Medicina Veterinaria da Universidade Estadual
do Maranhdo; o processamento e leitura das amostras para o teste de
soroneutralizagdo (SN) foi realizado no laboratério de virologia do
departamento da Preventiva da Escola de Veterinaria da Universidade Federal

de Minas Gerais.

A identificacdo de bovinos portadores de anticorpos anti-BoHV-1 foi
realizada mediante a técnica de ELISA-indireta, utilizando Kit comercial (Bovine
Rhinotracheitis virus antibody test Kkit, HerdChek®, IDEXX Laboratories, EUA).
Foi realizado o preparo das amostras que englobou as adicbes de 50ul da
solucdo de lavagem, do controle positivo, do controle negativo, das amostras
de soro em cada cavidade. Apds essa etapa ocorreu o periodo de incubacgéo
de 2 horas a 37°C e em seguida a lavagem da placa com 300ul solucédo de
lavagem. Foi adicionado o conjugado e incubado durante uma hora na
temperatura de 18 a 25°C, para posterior lavagem da placa. Foi adicionado
100ul do substrato e incubado por 10 minutos em temperatura de 18 a 25°C no
escuro, apos isso foi adicionado 100ul da solugéao de bloqueio, e encaminhou a
placa para leitura em leitor de ELISA, utilizando o comprimento de onda de
450nm.
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FIGURA 2. Fotografias das etapas da técnica de ELISA indireto. 1. Kit
comercial utilizado; 2. Organizagdo do material para realizagcdo do teste
ELISA indireto; 3. Distribuicdo das amostras em placa; 4. Procedimento de
lavagem da placa; 5. Adicdo do ultimo reagente, solucdo de bloqueio; 6.
Leitor ELISA.

Foi comparada o sistema do ELISA indireto para detec¢ao de anticorpos
contra o BoHV-1 utilizando a microtécnica de soroneutralizacdo (SN) descrita
por Britsch, (1978), como técnica de referéncia. Os soros foram inativados a
56°C por 30 minutos em banho maria, examinados em duplicatas pelo teste de
SN, em microplacas de 96 cavidades, foram diluidos a 1:2 em meio essencial
minimo (MEM) e homogeneizados até dilui¢cdo final de 1:256.

A amostra viral utilizada foi a cepa de referéncia IBR colorado 1 (ATCC,
VR-864) com titulos de 10%%* em 50ul. O virus foi adicionado ao soro e
incubado durante uma hora em estufa com tensdo de CO; controlada a 5%, em
temperatura de 37°C. Apds esse periodo foram utilizadas 50ul de suspenséao
de células de rim de bovino (MDBK), contendo 3x10° células/ml, em seguida
incubadas durante 72 horas em estufas com tensdo de CO; controlada a 5%,
em temperatura de 37°C. Foram consideradas positivas as amostras que
neutralizaram 50% das cavidades calculadas de acordo com o método de Reed
& Muiench (1938) a leitura foi realizada em microscopio de campo invertido.
Foram consideradas amostras de soro reagentes para presenca de anticorpos

aquelas que neutralizaram o virus a partir da diluigéo 1:4.
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L T

FIGURA 3. Fotografias das etapas do teste de
soroneutralizagdo. 1. Inativacdo das amostras a 56° por 30
minutos; 2. Organizagdo do material para realizagao do teste de
SN; 3. Distribuicdo do meio contendo virus; 4. Microscépio de

4.5 Analise univariada da associacao dos fatores de risco associados a
infeccao do BoHV-1

Foi aplicado um questionario epidemiolégico a fim de determinar fatores
de risco associados a infeccdo para o virus como: ocorréncia de conjuntivite,
abortamento, retorno ao cio, nascimento de bezerro fraco, destino dado ao feto
abortado, presenca do médico veterinario, o tipo de manejo reprodutivo
adotado na propriedade, uso do piquete maternidade para vacas prenhes,
reposicdo de animais e criacdo associada de caprinos e/ou ovinos com
bovinos.

4.6 Comparagao das técnicas ELISA indireto e de soroneutralizacao

A concordancia entre as duas técnicas foi realizada através do indice
Kappa (GART; BUCK), o qual determinou sensibilidade, especificidade, valor

preditivo positivo, negativo e concordancia entre os testes.
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4.7 Planejamento estatistico

A presente pesquisa trabalhou com uma variavel quantitativa, cujas
amostras foram calculadas com base na férmula descrita por Triola (1999);
modificada por Callegari & Jacques (2003). Essas amostras foram classificadas
como aleatdria por conglomerado e que ao final foi obtida a frequéncia do virus
segundo os rebanhos, estratos, municipios e na Microrregido como um todo.
Os dados obtidos foram analisados através dos programas MINITAB® 16/2010,
onde foram submetidos ao teste de Qui-quadrado com um intervalo de
confianca de 95% para comparacao das frequéncias em cada municipio e, por
conseguinte na Microrregiao; GraphPad InStat versao 3.05/2000 para medir a
associacao entre variaveis, foi aplicado o teste Exato de Fisher. Para a
estimativa do risco, foi utilizado o Odds Ratio (OR), o nivel de significancia foi
fixado em 5% (p < 0,05) e OpenEpi, versao 2.3.1/2011 para determinac¢des do
indice kappa, de sensibilidade, especificidade, valores preditivo positivo e
negativo e da concordancia do ELISA indireto.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 1104 amostras de soro sanguineo avaliados, observou-se uma
frequéncia de 63,23 % (n=698) de amostras reagentes, 2,26 % (n=25) de
amostras suspeitas e 34,51 % (n=381) de amostras ndo reagentes contra o
BoHV-1. Entre os municipios que compdem a Microrregido de Imperatriz, os
Municipios de Acgailandia e Buritirana obtiveram as maiores frequéncias, com
80,44% (n=74), em ambos os Municipios, seguidos pelos Municipios de
Imperatriz, Ribamar Fiquene, Cidelandia e Governador Edison Lobdo com
frequéncias de 75% (n=69), 69,56% (n=64), 64,13% (n=59) e 64,13% (n=59),
respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo das frequéncias de anticorpos contra o herpesvirus

bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados nos Municipios que
compdem a Microrregido de Imperatriz, Maranh&o, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

MUNICIPIOS
N° % N % N° %

CIDELANDIA 59 64,13 3 326 30 32,61
ACAILANDIA 74® 8044 2 217 16 17,39
BURITIRANA 74°C 8044 2 217 16 17,39
AMARANTE 54°® 5870 0 0,00 38 41,30
LAGEADO NOVO 45%F 4891 0 0,00 47 51,09
JOAO LISBOA 46%" 50,00 7 761 39 42,39
IMPERATRIZ 69°°9¢ 7500 1 1,09 22 23,91
SENADOR LAROCQUE 48%*™ 5217 0 0,00 44 47,83
RIBAMAR FIQUENE  64™%! 6956 1 1,09 27 29,35
GOV. EDISON LOBAO 599 6413 4 435 29 31,52
ITINGA padihik 6304 3 326 31 33,70
MONTES ALTOS 4g%MIMM 55 17 2 218 42 45,65
TOTAL 698 63,23 25 2,26 381 34,51

Letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada municipio e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todos os Municipios (Qui-quadrado; P<0,05). IC = 95%.

Os resultados deste trabalho assemelham-se aos encontrados por Dias
et al., (2008), os quais relataram uma frequéncia de 64,41%, utilizando a
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técnica ELISA indireto, em fémeas com idade = 24 meses de idade, no Estado
do Parana e Barbosa et al., (2005), no Estado do Goias, que através da técnica
de SN observaram uma frequéncia de 51,9% e a Rocha et al., (2001), em
trabalho desenvolvido no Estado de Minas Gerais utilizando as técnicas ELISA
e SN encontraram uma frequéncia de 58,2% de amostras reagentes.

Diferindo, porém de Lovato et al.,, (1995), que encontraram uma
frequéncia de 18,8%, através da SN, Médici et al., (2000a), que obtiveram uma
frequéncia de 43,7% em rebanhos com problemas reprodutivos; Eiras et al.,
(2009), na Galicia, regiao noroeste da Espanha, utilizando a técnica ELISA
indireto, que encontraram uma frequéncia de 26,6% de amostras reagentes,
todos os resultados citados anteriormente demonstraram frequéncias inferiores

aos encontrados neste trabalho.

Vieira et al., (2003), no Estado do Goias através da técnica ELISA,
encontraram uma frequéncia de 83% de amostras reagentes, Affonso et al.,
(2010), no Estado do Goias, avaliaram amostras de animais na linha de abate
de frigorificos localizados na regidao metropolitana de Goiania e encontraram
uma frequéncia de 84,5% de amostras reagentes; Bezerra (2009), encontrou
uma frequéncia de 71,30% de amostras reagentes em amostras de soro
sanguineo de rebanhos leiteiros do Estado do Maranh&o, demonstrando
resultados superiores aos encontrados nessa pesquisa.

As diferencas entre os resultados podem ser justificados pelas
diferencas entre o tipo de criacdo, manejo de animais, grupo ou faixa etaria dos
animais utilizados na pesquisa, além de fatores geograficos, populacédo
amostrada, tipo de exploracéo utilizada na propriedade que podem influenciar
na diferenga encontrada.

A frequéncia de animais reagentes contra o BoHV-1 € alto, o que
demonstra que o virus estd presente em toda Microrregido de Imperatriz.
Apesar de essa regido apresentar uma pecuaria tecnificada, foi possivel notar
um desconhecimento dos proprietarios com relagdo a esse virus, responsavel

por ocasionar tantos prejuizos na criacdo de bovinos, os pecuaristas tém
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informagdes em sua maioria apenas enfermidades que estao inseridas nos
programas oficiais de controle do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), como febre aftosa, brucelose, tuberculose e raiva,

além de algumas clostridioses.

Todos os 12 Municipios que compuseram a area de estudo
apresentaram amostras de soro sanguineo reagentes contra o BoHV-1, com
frequéncias variando de 48,91% (n=45) a 80,44% (n=74), discordando dos
resultados obtidos por Lovato et al., (1995), que encontraram 91,9%; Rocha et
al., (2001), que encontraram 93,4%; Vieira et al., (2003), que encontraram
97,5% dos Municipios estudados, o que demonstrou uma ampla distribuicao

do virus nos rebanhos estudados.

Entre todos os Municipios avaliados obteve-se diferenca significativa
(p<0,05). Os Municipios de Acailandia e Buritirana que compartilharam das
maiores frequéncias observadas, tiveram diferencas significativa dos
Municipios de Cidelandia, Amarante, Lageado Novo, Jodo Lisboa, Senador La
Rocque, Governador Edison Lobdo, ltinga do Maranhdo e Montes Altos
(p<0,05), 0 mesmo nado foi observado entre os Municipios de Imperatriz e
Ribamar Fiquene (p>0,05) (Tabela 2).

Avaliando a variavel faixa etaria na Microrregido de Imperatriz, verificou-
se que a faixa mais acometida foram os animais com idade = 36 meses com
frequéncia de 79,65% (n=497) de animais reagentes, seguidos pelas faixas >
12 meses e < 36 meses com 42,92% (n=103) e < 12 com 40,83% (n=98). Entre
todas as faixas etérias avaliadas apresentaram diferenga significativa (p<0,05).
Nao houve diferencga significativa entre as faixas < 12 meses e > 12 meses e <
36 meses (p>0,05), ja as mesmas apresentaram diferenca estatisticamente
com a faixa = 36 meses (p<0,05) (Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados da
Microrregido de Imperatriz, Maranhao, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 98** 40,83 9 3,75 133 55,42
>12e <36 meses 103 4292 5 2,08 132 55,00
>36 meses  497°° 7965 11 1,76 116 18,59
TOTAL 698 6323 25 2,26 381 34,51

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%.

Os resultados corroboram com os achados de Lovato et al., (1995), Melo
et al., (2002), Vieira et al., (2003), Barbosa et al., (2005), Dias et al., (2008),
Eiras et al., (2009) e Bezerra (2009), que em seus estudos observaram uma
maior frequéncia de animais reagentes para o BoHV-1 em animais mais velhos.
De acordo com Barbosa et al.,, (2005), os animais mais velhos tém mais
oportunidades de exposicdo ao agente, principalmente quando estes entram na

fase reprodutiva.

Nos Municipios em que ndo houve diferenca significativa entre as faixas
< 12 meses e = 36 meses (p>0.05), pode ser justificado pela resposta da
imunidade passiva dos animais mais jovens, que de acordo com Hubner et al.,
(1996), avaliaram a resposta de anticorpos contra o BoHV-1 em bezerros,
observaram uma queda nos titulos de anticorpos contra esse virus apos o

sexto més de vida dos animais (Tabelas 5, 7, 14 e 15).

O Municipio de Cidelandia apresentou uma frequéncia de 64,13% (n=59)
de amostras reagentes, 3,26% (n=3) de amostras suspeitas e 32,61% (n=30)
de amostras ndo reagentes. A faixa etaria mais acometida foi a faixa com idade
= 36 meses com 75% (n=39) das amostras reagentes seguida pelas faixas > 12
meses e < 36 meses com 55% (n=11) e <12 com 45% (n=9). Houve diferenca
significativa entre todas as faixas etaria (p<0,05), houve diferenca estatistica
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entre a faixa etaria < 12 meses com a idade = 36 meses (p<0,05), porém nao
ocorreu diferenca estatistica entre a mesma faixa etaria com a idade > 12

meses e < 36 meses (p>0,05) (Tabela 4).

Tabela 4. Distribuicao por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Cidelandia, Maranhao, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 9% 45,00 1 5,00 10 50,00
>12e<36meses 11 5500 0 0,00 9 45,00
> 36 meses 39°° 75,00 2 3,85 11 21,15
TOTAL 59 64,13 3 3,26 30 32,61

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente
significativa entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam
diferenca estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05),
entre as propriedades. IC = 95%.

O Municipio de Acailandia apresentou uma frequéncia de 80,44% (n=74)
de amostras reagentes 2,17% (n=2) de amostras suspeitas e 17,39% (n=16) de
amostras nao reagentes. Com relacao a faixa etaria os animais com idade = 36
meses apresentaram a maior frequéncia de amostras reagentes com 92,31%
(n=48) seguidos pelas faixas < 12 meses e > 12 meses e < 36 meses com

frequéncias de 85% (n=17) e 45% (n=9), respectivamente.

Houve diferenca significativa entre todas as faixas etaria (p<0,05), a
faixa etéria < 12 meses nao apresentou diferenga significativa na frequéncia de
amostras reagentes, comparada a faixa etaria = 36 meses (p>0,05), a mesma
faixa j4 apresentou diferenca estatistica da faixa > 12 meses e < 36 meses
(p<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Agailandia, Maranhao, 2012

EAIXA ETARIA REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE
o % N° % N° %
< 12 meses 1724 85,00 1 5,00 2 10,00
>12e<36meses 9° 45,00 1 5,00 10 50,00
> 36 meses 482 9231 0 0,00 4 7,69
TOTAL 74 80,44 2 2,17 16 17,39

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente
significativa entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam
diferenga estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05),
entre as propriedades. IC = 95%.

O Municipio de Buritirana apresentou uma frequéncia de 80,44% (n=74)
de amostras reagentes, 2,17% (n=2) de amostras suspeitas e 17,39% (n=16)
de amostras nao reagentes. A faixa etaria = 36 meses apresentou maior
frequéncia de amostras reagentes com 92,31% (n=48), seguidas pelas faixas <
12 meses com 85% (n=17) e > 12 meses e < 36 meses com 45% (n=9). Entre
todas as faixas etarias apresentaram diferenca estatisticamente significativa
(p<0,05), houve diferenca estatisticamente significativa entre as faixas < 12
meses € = 36 meses (p<0,05), ndao ocorrendo o0 mesmo com a faixa > 12

meses e < 36 meses (p>0,05) (Tabela 6).

Tabela 6. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Buritirana, Maranhao, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
< 12 meses 13%% 65,00 0 0,00 7 35,00
>12e<36meses 16%® 80,00 0 0,00 4 20,00
> 36 meses 45°C 86,54 2 3,85 5 9,61
TOTAL 74 80,44 2 2,17 16 17,39

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%.
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O Municipio de Amarante apresentou uma frequéncia de 58,70% (n=54)
de amostras reagentes e 41,30% (n=38) de amostras nao reagentes. A faixa
etaria mais acometida foi = 3 com 69,23% (n=36), seguidos pelas faixas < 12
meses com 50% (n=10) e > 12 meses e < 36 meses com 40% (n=8). A faixa
etaria mais acometida foi a idade = 36 meses com uma frequéncia de 69,23%
(n=36), seguidos pelas faixas < 12 meses com 50% (n=10) e > 12 meses e <

36 meses com 40% (n=8).

Entre todas as faixas etdrias nédo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (p>0,05), ndo houve diferenca estatisticamente
significativa das faixas < 12 meses comparada com as faixas “> 12 meses e <
36 meses” e = 36 meses (p>0,05), contudo ocorreu diferenca estatisticamente
significativa entre as faixas etarias “> 12 meses e < 36 meses” com a faixa < 36
meses (p<0,05) (Tabela 7).

Tabela 7. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Amarante, Maranhao, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 10%* 50,00 0 0 10 50,00
>12e<36 meses 8 40,00 0 0 12 60,00
> 36 meses 36°" 69,23 0 0 16 30,77
TOTAL 54 5870 0 0 38 41,30

Letras minUsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria (Qui-quadrado; P<0,05) e letras mailsculas iguais na mesma coluna
indicam que nado houve diferenga estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias
(Qui-quadrado; P>0,05), entre as propriedades. IC = 95%.

O Municipio de Lageado Novo apresentou uma frequéncia de 48,91%
(n=45) de amostras reagentes e 51,09% (n=47) de amostras ndo reagentes. A
faixa etaria mais acometida foi a faixa = 36 meses com uma frequéncia de
69,23% (n=36) seguidas pelas faixas < 12 meses e “> 12 meses e < 36 meses”,

com frequéncias de 25% (n=5) e 20% (n=4), respectivamente. Entre todas as
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faixas etarias apresentaram diferenca estatisticamente significativa (p<0,05),
nao houve diferenca estatisticamente significativa entre as faixas < 12 meses e
“> 12 meses e < 36 meses” (p>0,05), o mesmo nao ocorrendo quando

comparada a faixa = 36 meses (p<0,05) (Tabela 8).

Tabela 8. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Lageado Novo, Maranh&o, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 54 25,00 0 0,00 15 75,00
>12e<36meses 4% 20,00 0 0,00 16 80,00
> 36 meses 36°C 69,23 0 0,00 16 30,77
TOTAL 45 48,91 0 0,00 47 51,09

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%.

O Municipio de Joao Lisboa apresentou uma frequéncia de 50% (n=46)
de amostras reagentes, 7,61% (n=7) de amostras suspeitas e 42,39% (n=39)
de amostras ndo reagentes. Os animais com idade = 36 meses obtiveram a
maior frequéncia entre as faixas com 76,92% (n=40) seguidos pelas faixas “>
12 meses e < 3 meses” e < 12 meses com frequéncias de 20% (n=4) e 10%
(n=2).

Houve diferenca estatisticamente significativa entre todas as faixas (p<
0,05), ndo ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre as faixas < 12
meses e “> 12 meses e < 36 meses” (p>0,05), o mesmo n&o ocorrendo com a
faixa = 36 meses (p<0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Jo&o Lisboa, Maranhéo, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 2°A 10,00 3 15,00 15 75,00
>12e<36meses 4* 20,00 1 5,00 15 75,00
> 36 meses 40°° 76,92 3 5,77 9 17,31
TOTAL 46 50,00 7 7,61 39 42,39

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%.

O Municipio de Imperatriz apresentou uma frequéncia de 75% (n=69) de
amostras reagentes, 1,09% (n=1) de amostras suspeitas e 23,91% (n=22) de
amostras n&o reagentes. Entre as faixas etarias afetadas a que obteve a maior
frequéncia de amostras reagentes foi a faixa = 36 meses com 90,38% (n=47),
seguidos pelas faixas > 12 meses e < 36 meses com frequéncia de 65% (n=13)
e < 12 meses com 45% (n=9). Houve diferenca estatisticamente significativa
entre todas as faixas (p<0,05), ndo ocorreu diferenca estatisticamente
significativa entre as faixas < 12 meses e “> 12 meses e < 36 meses” (p>0,05),

nao ocorrendo o0 mesmo com relacao a faixa = 36 meses (p<0,05) (Tabela 10).

Tabela 10. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Imperatriz, Maranhao, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 9%* 45,00 0 0,00 11 55,00
>12e<36meses 13* 65,00 1 5,00 6 30,00
> 36 meses 47°° 90,38 0 0,00 5 9,62
TOTAL 69 75,00 1 1,09 22 23,91

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%.

47



RESULTADOS E DISCUSSAO

O Municipio de Senador La Rocque apresentou uma frequéncia de
52,17% (n=48) de amostras reagentes e 47,83% (n=44) de amostras nao
reagentes. Os animais com idade = 36 meses apresentaram a maior frequéncia
de amostras reagentes entre as faixas com 86% (n=45), seguidos pelas faixas
<12 meses e “> 12 meses e < 36 meses” com frequéncias de 10% (n=2) e 5%
(n=1), respectivamente. Houve diferenga estatisticamente significativa entre
todas as faixas etarias (p<0,05), ocorreu diferenga estatisticamente significativa
entre as faixas < 12 meses e = 36 meses (p<0,05), 0 mesmo nao ocorrendo

guando comparada a faixa > 12 meses e < 36 meses (p>0,05) (Tabela 11).

Tabela 11. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Senador La Rocque, Maranhao, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 2*4 10,00 0 0,00 18 90,00
> 12 e < 36 meses 138 5,00 0 0,00 19 95,00
> 36 meses 45°° 8654 0 0,00 7 13,46
TOTAL 48 5217 0 0,00 44 47,83

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%.

O Municipio de Ribamar Fiquene apresentou uma frequéncia de 69,56%
(n=64) de amostras reagentes, 1,09% (n=1) de amostras suspeitas e 29,35%
(n=27) de amostras néo reagentes. A faixa etaria mais acometida foi a faixa = 3
com uma frequéncia de 88,46% (n=46), seguidos pelas faixas > 12 meses e <
36 meses com 70% (n=14) e < 1 com 20% (n=4). Houve diferenca
estatisticamente significativa entre todas as faixas (p<0,05), ocorreu diferenga
estatisticamente significativa entre a faixa etaria < 12 meses com as demais

faixas “> 12 meses e < 36 meses” e = 36 meses (p<0,05) (Tabela 12).

48



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 12. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Ribamar Fiquene, Maranhao, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 43% 20,00 0 0,00 16 80,00
>12e<36meses 14°® 70,00 0 0,00 6 30,00
> 36 meses 46°° 88,46 1 1,92 5 9,62
TOTAL 64 69,56 1 1,09 27 29,35

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%.

O Municipio de Governador Edison Lobao apresentou uma frequéncia
de 64,13% (n=59) de amostras reagentes, 4,35% (n=4) de amostras suspeitas
e 31,52% (n=29) de amostras nao reagentes. A faixa etaria que obteve a maior
frequéncia de amostras reagentes foi a faixa = 36 meses com 86,54% (n=45)
seguidos pelas faixas > 12 meses e < 36 meses com 45% (n=9) e < 12 meses
com 25% (n=5). Ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre todas as
faixas etarias (p<0,05), ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
as faixas < 12 meses e “> 12 meses e < 36 meses” (p>0,05) e ocorreu
diferenga estatisticamente significativa quando comparada a faixa etaria = 36
meses (p<0,05) (Tabela 13).

Tabela 13. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Governador Edison Lobao, Maranhao, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
<12 meses 5A 2500 2 10,00 13 65,00
>12e<36meses 9% 4500 1 5,00 10 50,00
> 36 meses 45°°¢ 8654 1 1,92 6 11,54
TOTAL 59 64,13 4 4,35 29 31,52

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%. 49
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O Municipio de Itinga apresentou uma frequéncia de 63,04% (n=58) de
amostras reagentes, 3,26% (n=3) de amostras suspeitas e 33,70% (n=31) de
amostras ndo reagentes. A faixa etaria mais acometida foi a faixa = 36 meses
com frequéncia de 71,16% (n=37), seguidos pelas faixas < 12 meses e “> 12
meses e < 36 meses’ com frequéncias de 60% (n=12) e 45% (n=9),
respectivamente. Nao houve diferenca estatisticamente entre todas as faixas
etarias (p>0,05), quando comparada cada faixa também n&o apresentou

diferenca estatisticamente significativa (p>0,05) (Tabela 14).

Tabela 14. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de ltinga, Maranh&o, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
% N° % N° %%
<12 meses 128A 60,00 2 10,00 6 30,00
>12e <36 meses 9% 45,00 0 0,00 11 55,00
> 36 meses 37%A 71,16 1 1,92 14 26,92
TOTAL 58 63,04 3 3,26 31 33,70

Letras minUsculas iguais na mesma coluna indicam que nao houve diferenga estatisticamente
significativa entre cada faixa etéria e letras mailsculas iguais na mesma coluna indicam que
ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado;
P>0,05), entre as propriedades. IC = 95%.

O Municipio de Montes Altos apresentou uma frequéncia de 52,17%
(n=48) de amostras reagentes, 2,18% (n=2) de amostras suspeitas e 45,65%
(n=42) de amostras nao reagentes. A faixa etaria que apresentou a maior
frequéncia de amostras reagentes foi a faixa = 36 meses com 63,46% (n=33),
seguidos pelas faixas < 12 meses com 50% (n=10) e > 12 meses e < 36 meses
com 25% (n=5). Ocorreu diferenca estatisticamente significativa entre todas as
faixas etaria (p<0,05), a faixa etaria < 12 meses ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa quando comparada as outras duas faixas etarias
(p>0,05), houve diferenca estatisticamente significativa entre as faixas “> 12

meses e < 36 meses” e = 36 meses (p<0,05) (Tabela 15).
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Tabela 15. Distribuicdo por faixa etaria das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados no
Municipio de Montes Altos, Maranh&o, 2012

REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE

FAIXA ETARIA
N° % N° % N° %
< 12 meses 10 50,00 O 0,00 10 50,00
>12e<36meses 5% 2500 1 5,00 14 70,00
> 36 meses 33%°C 63,46 1 1,92 18 34,62
TOTAL 48 5217 2 2,18 42 45,65

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
entre cada faixa etaria e letras mailsculas distintas na mesma coluna indicam diferenga
estatisticamente significativa entre todas as faixas etarias (Qui-quadrado; P<0,05), entre as
propriedades. IC = 95%.

Foram realizadas visitas em 48 rebanhos distribuidos em 12 Municipios
da Microrregiao de Imperatriz, todos os rebanhos apresentaram animais
reagentes, a frequéncia de animais reagentes variou de 21,74% (n=5) até
95,65% (n=22). Houve diferenca estatisticamente significativa entre todos os
rebanhos (p<0,05) (Tabela 16). Esses resultados discordam dos encontrados
por Lovato et al., (1995), que encontrou pelo menos um animal reagente em
54,4% dos rebanhos, Vieira et al., (2003) que encontrou em 97,5% e Barbosa
et al., (2005) que encontrou em 98,5%.
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Tabela 16. Distribuicdo por Rebanhos das frequéncias de anticorpos contra o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte ndo vacinados da
Microrregido de Imperatriz, Maranhao, 2012

REBANHOS REAGENTE SUSPEITO NAO REAGENTE
N° % N° % N° %
1 17 73,91 0 0,00 6 26,09
2 10 43,48 0 0,00 13 56,52
3 17 73,91 1 4,35 5 2174
4 15 65,22 2 8,70 6 26,08
5 18 78,26 1 4,35 4 17,39
6 17 73,91 0 0,00 6 26,09
7 20 86,96 1 4,35 2 8,69
8 19 82,61 0 0,00 4 17,39
9 16 69,57 0 0,00 7 30,43
10 14 60,87 1 4,35 8 34,78
11 22 95,65 0 0,00 1 4,35
12 22 95,65 1 4,35 0 0,00
13 11 47,83 0 0,00 12 52,17
14 11 47,83 0 0,00 12 52,17
15 16 69,57 0 0,00 7 30,43
16 16 69,57 0 0,00 7 3043
17 16 69,57 0 0,00 7 3043
18 12 52,17 0 0,00 11 4783
19 5 21,74 0 0,00 18 78,26
20 12 52,17 0 0,00 11 4783
21 8 34,78 1 4,35 14 60,87
22 14 60,87 2 8,70 7 30,43
23 11 47,83 1 4,34 11 47.83
24 13 56,52 3 13,04 7 30,44
25 16 69,56 1 4,35 6 26.09
26 15 65,22 0 0,00 8 3478
27 20 86,96 0 0,00 3 13,04
28 18 78,26 0 0,00 5 2174
29 10 43,48 0 0,00 13 56,52
30 12 52,17 0 0,00 11 47,83
31 13 56,52 0 0,00 10 43,48
32 13 56,52 0 0,00 10 43,48
33 14 60,87 0 0,00 9 39.13
34 16 69,56 0 0,00 6 26.09
35 19 82,61 0 0,00 4 17.39
36 15 65,22 0 0,00 8 3478
37 16 69,56 2 8,70 5 2174
38 18 78,26 0 0,00 5 2174
39 13 56,52 1 4,35 9 39.13
40 12 52,17 1 4,35 10 43,48
41 12 52,17 1 4,35 10 43,48
42 17 73,91 1 4,35 5 21,74
43 13 56,52 1 4,35 9 39,13
44 16 69,57 0 0,00 7 30,43
45 13 56,52 1 4,35 9 39,13
46 16 69,57 0 0,00 7 30,43
a7 8 34,78 1 4,35 14 60,87
48 11 47,83 0 0,00 12 52,17

Diferenca estatisticamente significativa entre todos os rebanhos (Qui-quadrado; P<0,05), entre
as propriedades, p=0,000. IC = 95%.
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Foram avaliadas dez varidveis do questiondrio epidemiol6gico para
verificar os provaveis fatores de risco associados a infecgdo pelo BoHV-1,
nessa avaliacdo 2,26% (n=25) das amostras foram desconsideradas, que
foram as amostras suspeitas no teste ELISA indireto. As variaveis, retorno ao
cio, reposicao de animais de outros estados, criacdo de caprinos/ovinos
apresentaram as maiores frequéncias com 69,88%, 69,09%, 67,80%,

respectivamente.

Dentre as variaveis as que foram consideradas fatores de risco foram,
retorno ao cio, reposicdo de animais de outros estados/regido e criacao de
caprinos/ovinos associados a criacdo de bovinos. As variaveis, nascimento de
bezerros fracos, aborto deixado na pastagem, auséncia de piquetes
maternidades, apesar de nao apresentaram grande risco, obtiveram o valor de

p” significativo (p<0,05), o que nos permite afirmar que as variaveis tiveram

associagao com a transmissao do BoHV-1 (Tabela 17).

Tabela 17. Andlise univariada da associacdo dos fatores de risco com a
infeccdo do herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em bovinos de corte nao
vacinados da Microrregiao de Imperatriz, Maranhao, 2012
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OR — Odds Ratio; IC — intervalo de confianga; MN — Monta natural; IA — Inseminagao
artificial; (*) Associacao significativa em nivel de 5%; (a) Teste exato de Fischer.
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Em estudos realizados por Dias et al., (2008), foram considerados
fatores de risco nUmero maior ou igual a 23 fémeas com idade = 24 meses,
compra de reprodutores, pasto comum com outras propriedades, histérico de
aborto e presenca de animais silvestres de vida livre. Barbosa et al., (2005)
avaliaram variaveis como tipo de exploracao, tipo de criacéo, tipo de ordenha,
uso de inseminacgao artificial, raga, presencga de outros animais domeésticos ou
silvestres, assisténcia veterinaria, piquete maternidade, entre outros, mas
nenhuma das variaveis foram consideradas fatores de risco para transmissao

do virus.

A infeccado causada pelo BoHV-1 pode ocasionar conjuntivite e aborto
(GIBBS et al., 1977), além de mortalidade embrionaria precoce e/ou tardia, com
repeticdes de cios a intervalos regulares e/ou irregulares (STRAB, 1991) e
nascimento de bezerros fracos (WYLER et al., 1989), sinais clinicos
observados em outras enfermidades como diarreia viral bovina, neosporose,

brucelose, entre outras doencas que necessitam de diagndstico diferencial.

A auséncia de piquetes maternidade € um importante fator de risco para
transmissao do virus, uma vez que esses animais apresentam nessa fase uma
baixa na defesa imunoldgica, o animal portador latente pode reativar o virus, se
for exposto a fatores predisponentes estressantes, que diminuem a resisténcia
imunolégica, e com isso periodos de reexcrecao viral (COLODEL et al., 2002), a
manutencao desses animais em locais separados minimiza a transmissao para

outros bovinos do rebanho.

Dias et al., (2008), afirmaram que aquisicdo de animais sem controle
sanitario, € um importante fator na introducdo da doenca em propriedades
livres. Bovinos em contato com outras espécies animais, mesmo que nao
exercam papel importante na disseminacdo do virus, podem atuar como
transmissores mecanicos quando se deslocam de um local a outro dentro e
entre propriedades (VAN SCHAIK et al.,, 1998), nos rebanhos que
apresentavam criagdo associada com caprinos e/ou ovinos, foi possivel notar
que as instalacbes como cercas de divisdo de piquetes principalmente, eram
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apropriadas apenas para criacao de bovinos, o que facilita o transito desses

animais, em toda a propriedade bem como acesso a propriedades vizinhas.

Para comparacdo entre as técnicas, ELISA indireto e SN foram
desconsideradas amostras suspeitas no teste ELISA e que apresentaram efeito
citotoxico no teste de SN. Das 1073 amostras de soro avaliadas 43,90%
(n=471) foram reagentes nos dois testes. O indice Kappa encontrado, com um
intervalo de confianca de 95%, entre as duas técnicas foi de 0,57, o que indica
um grau moderado de concordancia entre as duas técnicas (LANDIS; KOCH,
1977). Utilizando a SN como referéncia o ELISA indireto apresentou
sensibilidade de 97,31% e especificidade de 61,63%. O valor preditivo positivo
foi de 67,63% e o valor preditivo negativo foi de 96,54% e concordancia de
77,73% (Tabela 18).

Tabela 18. Comparacao das técnicas de ELISA Indireto e Soroneutralizacao,
em amostras de soro bovino, da Microrregido de Imperatriz, Maranhao, 2012

ELISA INDIRETO SORON~EUTRALIZAQAO

REAGENTE NAO REAGENTE TOTAL
REAGENTE 471 226 697
NAO REAGENTE 13 363 376
TOTAL 484 589 1073

Sensibilidade = 97,31%, Especificidade = 61,63%, Concordancia = 77,73% e Kappa = 0,57.

Esses resultados discordam dos realizados por Médici et al., (2000b),
que encontraram sensibilidade de 100%, especificidade de 94,88%, indice
Kappa de 0,94 e concordancia de 97,05%, porém apesar de terem usado kit
comercial proveniente da mesma empresa do kit utilizado nessa pesquisa
foram utilizados comprimentos de onda no leitor de ELISA entre 620 e 650nm.
Teixeira et al., (2001), desenvolveram e padronizaram um ELISA de bloqueio
monoclonal e compararam os resultados aos encontrados no teste de SN, a
sensibilidade do teste desenvolvido foi de 92,37%, especificidade de 92,56%,
valor preditivo negativo de 93,83%, valor preditivo positivo 90,83%,
concordancia de 92,48% e indice Kappa de 0,85. Ferreira et al., (2005),
avaliaram a técnica ELISA indireta com a técnica de SN, a sensibilidade foi de
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98,3%, especificidade de 95,2%, valor preditivo positivo de 95,2%, valor
preditivo negativo de 98,3%, concordancia de 97,7% e indice Kappa de 0,93.
Oliveira et al., (2011), compararam a técnica ELISA indireto e SN, de sangue
total e soro sanguineo coletados em papel filtro, no soro sanguineo o ELISA
apresentou sensibilidade de 95%, especificidade 94%, valor preditivo positivo
80%, valor preditivo negativo 99% e indice Kappa 0,83; no sangue ele
apresentou sensibilidade de 91%, especificidade 97%, valor preditivo positivo
87%, valor preditivo negativo 98% e indice Kappa 0,86.

Cortez et al., (2001), avaliaram o desempenho de um kit comercial para
ELISA, comparada a técnica de SN como padrdo de referéncia, analisando
soros sanguineos de bufalos, encontrou uma sensibilidade proximo aos nossos
resultados com 97,7%, especifidade e indice kappa inferior ao encontrado em
nosso trabalho com 46,06% e 0,44, respectivamente; Vieira et al., (2003),

encontrou o indice Kappa de 0,68.

As diferencas encontradas neste trabalho podem ser justificadas pelo
fato das técnicas ELISA, serem em sua maioria desenvolvida e padronizada
pelos mesmos autores, os kits comerciais utilizados por outros pesquisadores,
foram realizados ha alguns anos, e embora alguns trabalhos tenham utilizados
kits comerciais provenientes da mesma empresa, na qual foi obtido o kit para
realizacdo deste trabalho, foi possivel verificar diferencas dentro da
metodologia, como por exemplo, no emprego do comprimento de onda utilizado

na configuracao do leitor de ELISA.

Ferreira et al., (2005), afirmaram que apesar da técnica de SN, constituir
a técnica padrao ouro de diagnéstico do BoHV-1, é uma técnica laboriosa,
demorada e requer a manutencao de linhagens celulares para sua realizacao;
de acordo com eles a técnica ELISA indireto tem como principal vantagem a
rapidez na conclusdo dos resultados e a possibilidade de automacdo que
padroniza os resultados finais. Apesar dos dois testes nesse trabalho terem
apresentado concordancia moderada, € um teste que ainda deve ser
recomendado, pois apresentou caracteristicas essenciais a um teste de

triagem, como por exemplo, valores altos para sensibilidade e valor preditivo
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negativo; os animais reagentes no ELISA indireto, diagnosticados através do kit
comercial utilizado nessa pesquisa, devem ser submetidos ao teste de SN,
para confirmagao do resultado.

Foi realizada a comparacdo entre as técnicas ELISA e SN por faixa
etéria, os indices Kappa em todas as faixas etdrias apresentaram grau
moderado de concordancia entre os dois testes, a faixa etaria < 12 meses de
idade apresentou, sensibilidade de 93,02%, especificidade de 70,21%, valor
preditivo positivo de 41,67%, valor preditivo negativo de 97,78%, concordancia
de 74,46% e indice Kappa de 0,4286 (Tabela 19).

Tabela 19. Comparacao das técnicas de ELISA Indireto e Soroneutralizagao,
em amostras de soro bovino com idade < 12 meses, da Microrregidao de
Imperatriz, Maranhao, 2012

ELISA INDIRETO SORONEUTRALIZACAO
REAGENTE NAO REAGENTE TOTAL
REAGENTE 40 56 96
NAO REAGENTE 3 132 135
TOTAL 43 188 231

Sensibilidade = 93,02%, Especificidade = 70,21%, Concordancia = 74,46% e Kappa = 0,4286.

A faixa etaria entre 12 meses e 36 meses, apresentou sensibilidade de
95,83%, especificidade de 68,52%, valor preditivo positivo de 57,5%, valor
preditivo negativo de 97,37%, concordancia de 76,92% e indice Kappa de
0,543 (Tabela 20).

Tabela 20. Comparacao das técnicas de ELISA Indireto e Soroneutralizagéo,
em amostras de soro bovino com idade entre 12 e 36 meses, da Microrregido
de Imperatriz, Maranhao, 2012

ELISA INDIRETO SORONEUTRALIZACAO
REAGENTE NAO REAGENTE TOTAL
REAGENTE 69 51 120
NAO REAGENTE 3 11 114
TOTAL 72 162 234

Sensibilidade = 95,83%, Especificidade = 68,52%, Concordancia = 76,92% e Kappa = 0,543.
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A faixa etaria = 36 meses, apresentou sensibilidade de 98,20%,
especificidade de 48,20%, valor preditivo positivo de 77%, valor preditivo
negativo de 93,86%, concordancia de 80,13% e indice Kappa de 0,5189
(Tabela 21).

Tabela 21. Comparagéao das técnicas de ELISA Indireto e Soroneutralizacao,
em amostras de soro bovino com idade = 36 meses, da Microrregidao de
Imperatriz, Maranh&o, 2012

ELISA INDIRETO SORONEUTRALIZACAO
REAGENTE NAO REAGENTE TOTAL
REAGENTE 385 115 500
NAO REAGENTE 7 107 114
TOTAL 392 222 614

Sensibilidade = 98,21%, Especificidade = 48,20%, Concordancia = 80,13% e Kappa = 0,5189.

Na faixa etaria < 12 meses, 58,33% (n=56) foram reagentes apenas no
ELISA, seguidos pelas faixas entre 12 e 36 meses e = 36 meses, com 42,5%
(n=51) e 23% (n=115), respectivamente. A faixa etaria dos animais mais jovens
foi a que apresentou o maior percentual de amostras reagentes apenas no
ELISA, a justificativa para isso pode esté relacionado ao fato de alguns animais
dessa faixa etaria estar influenciados pela imunidade passiva, onde de acordo
com estudos realizados por Hubner et al., (1996), avaliando a resposta de
anticorpos contra o BoHV-1 em bezerros, observou a queda nos titulos de

anticorpos contra esse virus apds o sexto més de vida dos animais.

Cortez et al., (2001), afirmaram em estudos que a técnica ELISA indireto
detecta qualquer anticorpo direcionado contra proteina estruturais e né&o-
estruturais do BoHV-1, e de acordo com eles, o ELISA tem a capacidade de
gerar sinal a partir de quantidades pequenas de anticorpos, o que poderia
explicar a sua aparente perda de especificidade em relacdo a

Soroneutralizacao.
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:
¢ A frequéncia de anticorpos contra o BoHV-1 ¢ alta;

e Entre as faixas etarias mais acometidas foram a dos animais com idade = 36

meses;

e Foram considerados fatores de risco para a transmisséo do virus, retorno ao
cio reposicao de animais oriundos de outros estados/regido e a criagao de

caprinos/ovinos associados com bovinos;

e A técnica ELISA indireta apresentou concordancia moderada quando
comparada a técnica de SN, que é a técnica padrao ouro de diagndstico
para BoHV-1, podendo ser recomendada, pois apresenta caracteristicas

essenciais a um teste de triagem.
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APENDICES

APENDICE A — FICHA CADASTRAL DA PROPRIEDADE

Frequéncia de anticorpos contra o herpesvirus bovino tipo 1 (Bohv-1) em
bovinos de corte n&o vacinados na microrregiao de Imperatriz

Ficha n¢

Coordenadas Geograficas n®

DADOS GERAIS

1. Nome da propriedade:

2. Cidade

3. Endereco:

4. Nome do proprietario

5. Raca dos animais:

6. Sistema de Criacao:

7. Numero de animais:

Até 12 meses de idade Fémeas ( )
Entre 12 e 36 meses de idade Fémeas ( )
Acima ou igual a 36 meses Fémeas ( )
Total Fémeas ( )

73



APENDICES

APENDICE B - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

Ficha n?
INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS
1. Possui propriedades vizinhas: (  )Sim () Nao
Distancia aproximada:
Contato entre os animais da propriedade vizinha ( )Sim () Nao
Contato de fémites das propriedades vizinhas ( )Sim ( ) Nao

2. Vacinacéo:

( ) Aftosa ( ) Raiva( ) Brucelose )Leptospirose ( )IBR ( )BVD

(
3. Ocorréncias de doencgas: ( )Sim () Néao
4. Diagnosticadas: ( )Sim ( ) Nao
5. Sinais Clinicos: ()Sim () Nao
5.1 Respiratérios: ( )Sim () Nao
Quais:
5.2 Conjuntivite: ( )sim ( ) Nao
5.3 Reprodutivos ( )Sim ( ) Nao
Quais:

Eficiéncia reprodutiva:
() Retorno ao cio () Aumento do intervalo entre cios () Abortamentos
() Nascimento Bezerros Fracos ( ) Natimorto ( ) outros
Quais:
5.3 Destino do Aborto:

( )Enterra ( )Queima ( ) osdois anteriores ( ) Deixa na pastagem

( ) outros
Quais

5.4 Neurolégicos ( )Sim () Nao
Quais:

5.5 Sacrificio de animais ( )Sim () Nao

6. Assisténcia Veterinaria  ( )Sim ( )Nao
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7. Manejo Reprodutivo ( )MN ( )IA ( )TE ( )FIV
8. Compra de animais para reproducao ( )Sim ( )Nao
() Leildes ( ) Exposicdes ( )Comerciantes ( ) Outrafazendas
( )Outros estados
9. Piquetes Maternidades () sim () Nao
10. Reposicao de animais: ( ) Regidao ( )Estado ( ) Outros estados
11. Realiza quarentena? ( )sim ( )ndo
12. Destino dos animais: ( ) Abate ( )Venda

13. Criacao de caprinos/ovinos: ( )sim ( )nao
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