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RESUMO

BARROS, G.L. Animais persistentemente infectados pelo Virus da Diarréia
Viral Bovina em rebanhos leiteiros nao vacinados, criados em regime
semi-intensivo: Frequéncia, Fatores de Risco e Georreferenciamento de
Focos. [Animals persistently infected with bovine viral diarrhea virus in dairy
herds not vaccinated, raised in semi-intensive system: Frequency, Risk Factors
and Georreferencing Spotlights]. 2014. 88 f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia
Animal) — Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, 2014.

A Diarréia Viral Bovina (BVD) é uma das principais doencas infecciosas dos
bovinos. Os animais persistentemente infectados (Pl) pelo virus da diarreia viral
bovina (BVDV) possuem grande importancia na epidemiologia da doenca,
devido a eliminacdo de altos titulos virais em todas suas secrecdes e
excrecoes, servindo assim como reservatoérios do virus, sendo constante fonte
de infeccdo para animais susceptiveis. Deste modo, o presente estudo teve
como objetivo identificar os animais persistentemente infectados no rebanho
bovino leiteiro ndo vacinado, criado em regime semi-intensivo no Estado do
Maranhdo. Trabalhou-se com 92 rebanhos leiteiros, pertencentes a 23
municipios localizados nas regionais de Acailandia, Bacabal, llha de S&o Luis,
Imperatriz e Pedreiras. Foram amostradas 920 fémeas leiteiras estratificadas
segundo a faixa etaria (< 3 anos, entre 3 a 7 anos e > 7anos). As amostras de
soro foram submetidas as provas de AcELISA e AgELISA, para a identificacao
dos animais Pl e em cada propriedade avaliada, aplicou-se um questionario
epidemiologico para investigar fatores que poderiam estar associados a
infeccdo persistente. Do total de amostras testadas, 0,86% (8/920)
apresentaram resultado positivo para AgELISA e negativo para AcELISA,
sendo por isso classificadas como animais persistentemente infectados.
Apenas as regionais de Imperatriz e Bacabal apresentaram animais PIl, com
frequéncia de 2,14% (6/280) e 1% (2/200), respectivamente. Dos 23 municipios
amostrados, 12(52,17%) apresentaram animais Pl, com 17,39% (16/92) dos
rebanhos como pelo menos um animal virémico. A maior frequéncia (1,08% -
3/276) de animais Pl foi observada na categoria de animais com idade inferior a
trés anos e a menor (0,72% - 2/276) em fémeas com idade acima de sete anos.
Dentre as variaveis consideradas fatores de risco, o contato com foémites e
animais de rebanhos vizinhos apresentaram significancia estatistica (P < 0,05)
associada a presenca de animais Pl. O estudo espacial demonstrou que a
infeccdo pelo BVDV encontra-se amplamente distribuida nas bacias leiteiras do
estado do Maranhdo. Estes resultados demonstram a expressiva disseminagao
do BVDV nas regionais estudadas, caracterizada pela identificagcdo de animais
PI.

Palavras — chave: Epidemiologia, viremia, BVDV, ELISA, pestivirus.



ABSTRACT

BARROS, G.L. Animals persistently infected with bovine viral diarrhea
virus in dairy herds not vaccinated, raised in semi-intensive system:
Frequency, Risk Factors and Georreferencing Spotlights. [Animais
persistentemente infectados pelo Virus da Diarréia Viral Bovina em rebanhos
leiteiros ndo vacinados, criados em regime semi-intensivo: Frequéncia, Fatores
de Risco e Georreferenciamento de Focos]. 2014. 88f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual do Maranhao, Sao Luis, 2014.

The Bovine Viral Diarrhea (BVD) is a major infectious disease of cattle.
Persistently infected (Pl) animals by bovine virus diarrhea virus (BVDV) have
great importance in the epidemiology of the disease, due to the elimination of
high virus titers in all their secretions and excretions, serving as reservoirs of
the virus, and constant source of infection for susceptible animals. In this way,
the research aimed to identify persistently infected animals in dairy cattle not
vaccinated, raised in semi-intensive system in the state of Maranhdo. The
study was realized in 92 dairy herds, belonging to 23 districts located in the
regions of Acailandia, Bacabal, llha de Sao Luis, Imperatriz and Pedreiras. 920
dairy females stratified according to age band (< 3 years, between 3-7 years
and > 7 years) were sampled. Serum samples were analysed through the
AcELISA and AgELISA techniques for the identification of Pl animals and it
was applied an epidemiological questionnaire during the sample collect to
research the factors that could be associated to persistent infection. From the
920 serum analysed samples, 0.86% (8/920) were positive to AgELISA e not
reagent for ACELISA, thus classified as persistently infected animals. Only the
regions of Imperatriz and Bacabal had Pl animals, they obtained frequency of
2.14% (6/280) and 1% (2/200), respectively. In the 23 studied 12 (52.17%) had
Pl animals, with 17.39% (16/92) of the herds as at least one animal with
viremia. The highest frequency (1.08% - 3/276) of Pl animals was observed in
the category of animals under the age of three years and the lowest (0.72% -
2/276) in females over the age of seven years. Among the variables considered
risk factors, contact with fomites and animals from neighboring herds were
statistically significant (P <0.05) associated with the presence of Pl animals.
The spatial study demonstrated that BVDV infection is widely distributed in the
dairy regions of the state of Maranh&o. These results demonstrate the
significant spread of BVDV in the study regional characterized by the
identification of animals PI.

Key-words: Epidemiology, viremia, BVDV, ELISA, pestivirus
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1 INTRODUCAO

A atividade leiteira tem um importante papel na sustentabilidade das
propriedades agricolas, tanto no autoconsumo, como na geragao de renda. O
Estado do Maranh&o apresenta grande potencial para o desenvolvimento da
pecuaria leiteira moderna. Dos estados que compéem a Regido Nordeste, o
Maranhdo, estd menos exposto a fatores como, instabilidades climaticas
periddicas existentes o que permite uma programacao a médio prazo, capaz de
definir um efetivo de rebanho, compativel com as potencialidades de produgéao

da regiao.

E oportuno afirmar que os ganhos de produtividade estdo
relacionados, basicamente, ao uso de tecnologias capazes de melhorar a
eficiéncia dos fatores de producdo, principalmente genética, alimentacédo e
sanidade dos animais. No que se refere a sanidade do gado leiteiro no Estado
do Maranhao avancgos consideraveis ainda sdo esperados, principalmente ao
que se refere as doencas infecciosas, como a Diarréia Viral Bovina.

O virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) tem distribuicdo mundial
sendo responsavel por perdas econdmicas, produtivas e reprodutivas em
rebanhos bovinos. O agente etiologico é um RNA virus da familia Flaviviridae,
género Pestivirus, espécies BVDV-1 e BVDV-2 (ICTV, 2000). O BVDV é
classificado em biotipos citopatogénico, ou seja, virus capazes de se replicar
em células causando efeito citopatico e néo citopatogénico, que também
replicam-se em células mas séo incapazes de causar efeito citopatico (FRAY et
al., 2000; VOGEL et al., 2001).

A Diarréia Viral Bovina (BVD) é caracterizada, principalmente, por
alteracbes no sistema reprodutivo dos bovinos (BROWNLIE,1990),
ocasionando importantes perdas econémicas a bovinocultura (GOENS, 2002).
Porém, esses prejuizos sao dificeis de serem quantificados, devido aos poucos
sinais clinicos que sao apresentados pela enfermidade na maioria das
infeccbes (SANDVIK, 2004). As maiores perdas resultam da infecgdo de
fémeas prenhes, podendo ocorrer reabsor¢do embrionaria, abortamentos,
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mumificacdes, natimortalidade, malformacgdes fetais, nascimento de bezerros
fracos e persistentemente infectados (Pl) (DIAS & SAMARA, 2003).

Os animais Pls sdo imunotolerantes ja& que o sistema imunol6gico
nao responde ao BVDV, o mesmo continua a multiplicar-se, infectando tecidos
do animal, sendo excretado ao longo da sua vida (HOUE, 1999). Estes animais
sd0 0Ss que possuem maior importancia na epidemiologia da enfermidade,
devido a eliminagdo de grande quantidade de virus, servindo como
reservatorios do virus, sendo constante fonte de infecgdo para animais nao
imunes (PETERS et al., 1987; HOUE, 1999).

A prevaléncia dos animais Pl é baixa nos rebanhos, geralmente em
torno de 0,5% a 2%, e os aspectos clinicos s&o insuficientes para a
identificacdo desses animais. Desta forma, foram desenvolvidas estratégias
para o diagnostico dos rebanhos infectados com o BVDV (HOUE 1992, HOUE,
1994, PILLARS & GROOMS, 2002). A pesquisa sorolégica pode ser utilizada
para determinar a existéncia ou ndo de bovinos Pl nos rebanhos, pois a
presenca de um bovino reagente num rebanho ndo vacinado € uma evidéncia
suficiente que caracteriza a exposicdo da populacdo ao BVDV (SMITH &
GROTELUESCHEN, 2004).

A repercussdo econdémica e sanitaria da BVD € significativa pela
ampla distribuicdo e alta prevaléncia nos rebanhos. Estudos recentes tém
demonstrado que essa infeccdo esta amplamente difundida no rebanho bovino
brasileiro. Chaves (2009) deu inicio ao estudo desta enfermidade no estado do
Maranhdo, onde encontrou a soroprevaléncia de 65,65% de animais nao

vacinados reagentes ao BVDV.

Os animais persistentemente infectados (PI) representam o ponto-
chave da epidemiologia da infec¢do pela sua importancia na perpetuacao e
disseminacédo do virus e por isso constituem-se alvo principal de medidas de
combate do agente. Desta forma, surge a necessidade da identificagcdo e
eliminacdo destes animais nos rebanhos maranhenses, uma vez que a
existéncia de animais com anticorpos contra o BVDV em animais nao
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vacinados sugere que a forma de introducao do virus nos rebanhos aconteca

por intermédio de animais virémicos.

O objetivo principal deste trabalho é identificar os animais
persistentemente infectados (Pl) no rebanho bovino leiteiro ndo vacinado,
criado em regime semi-intensivo no Estado do Maranh&o. Aliado a isto, busca-
se estimar a frequéncia de animais persistentemente infectados (Pl) no estado
do Maranhdo; identificar a faixa etaria de ocorréncia para animais
persistentemente infectados pelo Virus da Diarreia Viral Bovina no Estado do
Maranhdo; avaliar possiveis fatores de risco associados a ocorréncia de
animais Pl pelo Virus da Diarréia Viral Bovina Estado do Maranhdo e
georreferenciar focos de animais persistentemente infectados pelo Virus da

Diarréia Viral Bovina no Estado do Maranhao.
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2 OBJETIVO
2.1 Objetivo geral

Identificar os animais persistentemente infectados (Pl) no rebanho bovino

leiteiro n&o vacinado, criado em regime semi-intensivo no Estado do Maranh&o.

2.2 Objetivos especificos

e Estimar a frequéncia de animais persistentemente infectados (Pl) no
estado do Maranh&o;

e Identificar a faixa etaria de ocorréncia para animais persistentemente
infectados pelo Virus da Diarreia Viral Bovina no Estado do Maranh&o;

e Avaliar possiveis fatores de risco associados a ocorréncia de animais Pl
pelo Virus da Diarréia Viral Bovina Estado do Maranh&o;

o Georreferenciar focos de animais persistentemente infectados pelo Virus
da Diarréia Viral Bovina no Estado do Maranh&o.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Etiologia

O virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) pertence a familia
Flaviridae, género Pestivirus, que abriga outros dois virus antigenicamente
relacionados: o virus da Peste Suina Classica (CSFV) e o virus da doenca das
fronteiras dos ovinos (border disease virus - BVD) (FRANCKI et al., 1991;
DEREGET & LOEWEN, 1995; FLORES et al, 2005). A sua caracterizagao por
meio do uso de anticorpos monoclonais e analise do seu genoma
comprovaram que os pestivirus ndo sdo espécie-especificos. Desta forma, o
virus da diarreia viral bovina (BVDV) e o BVD que infectam principalmente
bovinos e ovinos, respectivamente, podem ocasionalmente infectar suinos,
javalis e outros ruminantes domésticos e selvagens da ordem Artiodactyla.
(EVERMANN, 2006; VILCEK & NETTLETON, 2006).

Os virions do Virus da Diarreia Viral Bovina sao particulas esféricas,
com aproximadamente 50nm de didmetro, com um envelope lipidico fortemente
aderente, que contém trés glicoproteinas diferentes (Figura 1) (KREY et al.,
2006; TSCHERNE et al, 2008). O genoma do BVDV é uma RNA de fita
simples com aproximadamente 12,3Kb de comprimento (LACKNER et al;
2005). Apresenta duas regides nao traduzidas (UTRs) nas extremidades 5’ e 3’
e uma fase de leitura aberta (ORF). A ORF codifica uma poliproteina de
aproximadamente 4.000 aminodacidos, processada por proteases virais e
celulares em 11 ou 12 proteinas estruturais e nao-estruturais (DONIS, 1995).
Dentre as proteinas estruturais estdo o N terminal (N°™), a proteina do
capsideo (C) e as glicoproteinas do envelope (E™, E' e E?), j4 as proteinas ndo
estruturais sdo: P’, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5B (LINDENBACH & RICE.,
2001) (Figura 2).

Os RNA virus sado altamente mutaveis, e os que apresentam
orientacdo positiva, como o BVDV, estdo sujeitos a modificagdes genbémicas
que envolvem mutagdes pontuais ou recombinacdo do RNA viral (BOLIN &
GROOMS, 2004). As mutacdes pontuais sdo extremamente comuns, uma vez
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que as polimerases virais sdo incapazes de detectar ou reparar 0s erros
ocorridos durante a replicagcdo, como acontece nos virus DNA (GOENS, 2002).
Assim, na infeccdo pelo BVDV, o ciclo de replicagdo viral pode gerar novas
variantes (mutantes) e o acumulo de alteracbes genOGmicas pode gerar
potencialmente novos tipos virais (subespécies) (THIEL et al., 1996; HAMERS
et al., 2001; BOLIN & GROOMS, 2004; BACHOFEN et al., 2008; PETERHANS
& SCHWEIZER, 2010). No caso do BVDV, a mutacao nao tende a criar novos
gendtipos, mas pode alterar o biétipo viral (BOLIN & GROOMS, 2004).

m
Ry

E!’HS

E1

LIPIDIOS

CAPSIDE

Figura 1. Representacdo esquematica do virus da Diarreia Viral Bovina
(FEVEREIRO, 2008).

A analise e comparagdes da sequéncia de bases derivadas das
regides 5UTR, NP e E2 permitiu a classificacdo filogenética das diferentes
espécies, tipos e subtipos de pestivirus (GIANGASPERO et al., 2008; KADIR et
al., 2008; HORNBERG et al., 2009). Dois grupos antigénicos principais ja foram
identificados: gendtipo BVDV tipo 1 e genétipo BVDV tipo 2 (HOUE, 2003) cada
um com varios subgendtipos (BOLIN & GROOMS, 2004). Atualmente,
encontram-se identificados cerca de 15 subgenétipos do BVDV-1 (1a a 10), e 4
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subgendétipos do BVDV-2 (2a a 2d) (GIANGASPERO et al., 2008; XUE et al.,
2008; HORNBERG et al., 2009). O BVDV-1 inclui isolados classicos de
viruléncia baixa ou moderada, além de cepas tradicionalmente usadas na
pesquisa, enquanto o BVDV-2 inclui isolados de doencas severas isolados na
América do Norte, cepas de baixa viruléncia e isolados previamente
classificados como atipicos (HAMERS et al., 2002).

Independente do gendtipo ao qual pertence e em funcdo do efeito
litico que possam ocorrer em culturas de células, o BVDV pode ser classificado
em 2 bidtipos: citopatogénico (CP) e nao-citopatogénico (NCP) (POTGIETER,
2004; BOLING & GROOMS, 2004). A replicacao de estirpes NCP nao induz
alteracées na morfologia e viabilidade celular, ao passo que a estirpe CP
causam vacuolizacdo e morte das células infectadas (BOLIN & GROOMS,
2004; LACKNER et al., 2005).

O bidtipo NCP é mais comumente isolado na natureza, replicam em
cultura de células sem causar nenhum efeito citopatico nas células do
hospedeiro (BAKER, 1987), e pode atravessar a placenta estabelecendo
infeccdo persistente, sendo esta a sua caracteristica biolégica de maior
importancia epidemiolégica (FRAY et al., 2000). Devido a caracteristica de
estabelecer uma infeccdo persistente, este bibtipo é responsavel pela
circulagdo permanente do BVDV na populacdo bovina, sendo considerado
virus reservatério (BROWNLIE, 1990; BOOTH et al., 1995; VILCEK &
NETTLETON, 2006; PETERAHNS & SCHWEIZER, 2010). Por outro lado, o
virus CP constitui em uma minoria e isolado quase que exclusivamente de
bovinos com a doenga das mucosas (DM), uma forma clinica rara e fatal da
infecgao pelo BVDV (FLORES, 2003; BOLIN & GROOMS, 2004).

O virus CP é gerado a partir do virus NCP, devido ao fenbmeno de
mutacao, delecéo e rearranjos genéticos na proteina viral ndo estrutural NS2-3,
do bi6tipo NCP, que resultam em expressdo da proteina viral NS3 e NS2
(Figura 2) (FRAY et al.,, 2000; VOGEL et al.,, 2001; RIDPATH & FLORES,
2007). Tanto as estirpes NCP como as CP levam a expressao da NS2-3 em
células infectadas. Porém, a expressdo da NS3 s6 se verifica nas células
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infectadas com estirpes CP (BECHER et al.,, 2002). Desta forma, essa
afirmacao sugere que esta proteina possa ser utilizada como marcador
molecular na caracterizacdo do BVDV (BOLIN & GROOMS, 2004;
POTGIETER, 2004; RIDPATH & FLORES, 2007). A reversao do virus CP para
NCP também é possivel. A estirpe NCP resultante geralmente perde a
capacidade de expressar a NS3. Porém, foram identificados alguns virus NCP
gquem mantém a expressao de NS3, sem causar efeito citopatico nas células
infectadas (BOLIN & GROOMS, 2004).

Proteinas estruturais Proteinas ndo-estruturais

J Qij NS3
L= j CITOPATICO

N52

NAOQ-CITOPATICO

Figura 2. Esquema estrutural do genoma do BVDV. Representacdo das regides
codificantes para as proteinas estruturais e nao estruturais do virus, e demonstracao
de como pode ocorrer a altercdo do bibtipo nao-citopatico para citopatico. Figura
adaptada de Ridpath, Flores (2007).

3.2 Epidemiologia

A diarreia viral bovina é uma enfermidade predominantemente
subclinica, resultado da grande adaptacdo do virus ao seu hospedeiro. Os
diversos tipos de virus produzem uma ampla variedade de quadros clinicos que
precisam ser confirmados laboratorialmente (HOUE, 1999; BOLIN & GROOMS,
2004; PETERHANS & SCHWEIZER, 2010).

24



Geralmente, os animais jovens sdo 0s mais suscetiveis, porém,
bovinos adultos podem desenvolver doenga severa se a infecgdo ocorrer com
genotipos altamente virulentos. Animais ndo vacinados, vacinados de forma
inadequada ou com baixo status imunolégico sdo os mais suscetiveis a
infeccdo e ao desenvolvimento da doenca clinica. Porém, animais vacinados
podem ser suscetiveis se o0 isolado de campo for diferente das cepas vacinais
(RADOSTITS et al., 2007; FULTON et al., 2009).

O BVDV pode ser transmitido dos animais infectados para os
susceptiveis por meio de varias vias, nas quais incluem a ingestédo e a inalacao
de matéria contaminada com secrecdes oculares e nasais, saliva, urina ou
fezes de animais infectados (HOUE, 1999; POTGIETER, 2004; LINDBERG &
HOUE, 2005). Porém o virus pode ser transmitido por insetos hematofagos,
fébmites, embrides, soro fetal bovino (TARRY et al., 1991; NISKANEN &
LINDBERG, 2003; WRATHALL et al., 2006; STHAL et al., 2007; RIKULA et al.,
2008).

O virus pode ainda estar presente no sémen de touros infectados,
levando a sua transmissdo através do coito, inseminacao artificial e
transferéncia de embrides (CARTER, 2004), isto acontece porque 0os exames
andrologicos geralmente sdo ineficazes na deteccdo do BVDV (HOUE, 1999).
As técnicas de reproducao assistida, se corretamente monitoradas, podem ser
utilizadas na prevencao da disseminagao desta enfermidade. Esta afirmagéao
confirma a necessidade da realizacdo de controle dos materiais usados tanto
na coleta como na transferéncia de embrides. Cabe ainda lembrar a
importancia da avaliagdo dos fatores relacionados com os animais, como

saude da doadora, dos embrides e da receptora (GARD et al., 2007).

Os animais persistentemente infectados (PI) representam a principal
fonte de transmissdo do virus, uma vez que liberam continuamente, durante
toda a sua vida, elevadas quantidades destes para o ambiente (HOUE, 1999;
LINDBERG & HOUE, 2005; POTGIETER, 2004). Eles apresentam virus no
sangue, soro, leite, urina, fluidos fetais, sémen, secrecdes orais, nasais,
genitais e oculares (LINDBERG & ALENIUS, 1999; SALIKI & DUBQOVI, 2004;
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ARENARTH et al, 2009). Os titulos virais em animais Pl podem atingir a 10°
TCID 50/mL no soro e no muco vaginal, 10° no fluido uterino e 10* na urina e
fezes (BROCK et al., 1991). Os animais com infecgbes primarias (agudas) pés-
natais sdo apenas transitoriamente infectados (T1) (POTGIETER, 2004). Estes
animais excretam o virus em quantidade inferior em relacao aos Pl, e apenas
durante alguns dias (HOUE, 1999).

A existéncia de animais Pl que podem permanecer indetectaveis,
devido a excregdo viral intermitente ou em baixos niveis, também tem sido
relatada (BARBER et al., 1985; VOGES et al., 1998). Em especial, a excrecao
viral intermitente por alguns animais Pl tem merecido atencéo, pois pode
dificultar a sua deteccao e, consequentemente, a aplicacdo de medidas de
controle (BROCK et al., 1998; THURMOND, 2005).

Desta forma, os animais Pl apresentam maior importancia para a
epidemiologia da BVD que os animais Tl (HOUE et al, 2005). Em condi¢des
naturais, o contato direto ou indireto com animais Pl € o modo mais eficiente de
transmissdo do virus, pois excretam o virus continuamente e em altos titulos
nas secrecdes, 0 que assegura uma transmissao mais eficiente (BROCK et al.,
1991; HOUE, 1995). O contato direto com animais Tl também pode resultar na
transmissdo do virus, porém de forma menos eficiente (HOUE, 1999). Embora
a transmisséo direta pareca ser mais frequente, os altos titulos presentes nas
secrecdes podem também assegurar transmissao indireta (BROCK et al., 1991,
HOUE, 1995).

Apesar de existirem alguns relatos que sugerem que o virus pode
persistir em manadas sem animais Pl (MOEN et al., 2005), a disseminacao do
virus praticamente para quando estes sdo removidos, o que torna possivel a
erradicacao do BVDV do rebanho sem que seja necessario adotar medidas
especiais para verificar e 0os animais com infeccdo transitoria ainda estédo a
propagar o virus (LINDBERG & HOUE, 2005). Ainda segundo os autores, €
Possivel verificar que nenhum animal nascido apés a remog¢ao do ultimo animal
Pl apresenta anticorpos contra o BVDV.
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A disseminacdo do BVDV entre rebanhos, na maioria das vezes,
ocorre pela aquisicdo de animais Pl ou que estejam prenhes de fetos PI
(HOUE, 1999; THURMOND, 2005). O contato com animais de outras manadas,
como o pastorei a curta distancia, as fugas, feiras e exposicdes de gado
também pode revelar-se importante na transmissdo do BVDV (HOUE, 1999).

Os hospedeiros silvestres/selvagens do virus da Diarréia Viral
Bovina poder&o agir como reservatorios do virus, podendo ser responsaveis
pela re-introdugdo do BVDV em rebanhos em que este foi erradicado
(PASSLER et al., 2007). A transmissao inter-espécie é, teoricamente, possivel
em areas onde ungulados selvagens partilham pastos e épocas de reproducao
com bovinos domésticos. Desta forma, considera-se que a presenga de
hospedeiros selvagens do BVDV pode impossibilitar a erradicacdo do Diarreia
Viral Bovina (LINDBERG & HOUE, 2005).

Afirmando a importancia epidemiolégica do animal PI, Arenhart e
colaboradores (2009) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar a
dindmica de transmissdao do virus a partir deste animais. Para tanto,
introduziram um Unico animal persistentemente infectado em grupos de
bovinos mantidos sob diferentes densidades e condigdes de manejo. Os
autores observaram que o grupo mantido sob alta densidade e submetidos a
arracoamento e manejo diario em um curral para simular condicées de manejo
de pequenas propriedades, o virus foi transmitido com grande rapidez. Apés 30
dias de convivio, todos 0s animais contato ja apresentavam anticorpos contra
BVDV. No rebanho mantido sob condigbes extensivas de manejo e baixa
densidade animal, simulando condicbes de pecuaria extensiva, a transmissao
do virus foi mais lenta e gradativa. Porém, apds 100 dias de monitoramento,
77% dos animais ja haviam soroconvertido ao BVDV.

A transmissao para animais imunocompetentes causa viremia breve
e uma imunossupressdo transitéria que pode predispor o hospedeiro a
infeccdes secundarias por outros patégenos. Quanto a soroconversao, o BVDV
induz uma resposta humoral prolongada e protetora. Por este motivo a infec¢do
transitéria causada por este virus pode ser auto-limitante em rebanhos, desde
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que esses nao possuam fémeas nao imunes, prenhes, por outro lado, se
existirem virus e fémeas prenhes suscetiveis, a infeccao persistente pode se
estabelecer (LINDBERG & HOUE, 2005).

3.3 BVDV no Brasil

O BVDV apresenta distribuicdo mundial com carater endémico em
muitos paises (Anexo 1) onde geralmente, ocasiona importantes perdas
econbmicas a bovinocultura (GOENS, 2002; LINDBERG & HOUE, 2005).
Infeccbes nos rebanhos sdo comuns, onde se encontra altas taxas de
soropositividade nos bovinos com idade superior a trés anos (VOGEL et al.,
2001; DIAS & SAMARA, 2003; NORONHA et al., 2003, BACHOFEN et al.,
2008). Os bovinos se mostram como o principal reservatério e fonte de
infeccdo do BVDV, tanto para animais desta espécie como para ovinos,
caprinos e suinos (GOYAL et al., 2002).

A prevaléncia de anticorpos para BVDV nos bovinos varia entre
paises e pode variar entre regides geograficas dentro do mesmo pais (KAHN,
2007), apresentando variacdo média de 60% a 90% nos diferentes paises
(BROWNLIE, 1990). Sendo assim, fatores ambientais como a densidade
populacional, aptiddo produtiva do gado, tipo de exploracdo e as praticas de
biossegurancga influenciam a prevaléncia em determinadas populagcbes de
animais (HOUE, 1999).

No Brasil, varios relatos clinicos e sorolégicos demostram a
presenca da infeccao desde o final dos anos 60. O primeiro isolamento do virus
no pais, a partir do soro de um bezerro, foi realizado em 1974 no Rio Grande
do Sul (VIDOR, 1974). Desde entdo, varios estudos soroepidemiolégicos tém
demonstrado que a infeccdo estd amplamente difundida no rebanho bovino
brasileiro, como sera relatado logo abaixo.

No Goias, um estudo objetivou estimar a prevaléncia de anticorpos
contra o virus da diarreia viral bovina (BVDV) em animais ndo vacinados e

determinar os potenciais fatores de risco para a infecgdo em rebanhos bovinos
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no estado. A soroprevaléncia foi de 64,0% em 784 amostras de soro e de
88,3% nas propriedades. Em relacdo aos fatores de risco, apenas a idade
mostrou-se associada a soropositividade nos animais; nas propriedades,
nenhuma das variaveis analisadas foi considerada como fator de risco (BRITO
et al., 2010).

No Rio Grande do Sul, avaliou-se a frequéncia da BVD em rebanhos
bovinos dos municipios de Santa Vitoria do Palmar e Chui. Das 1.734 amostras
de soro analisadas, 1.150 (66,32%) foram positivas com a deteccao de bovinos
sorologicamente reagentes ao BVDV em 70 (82,35%) propriedades
(QUINCOZES, 2007).

Amostras de soro sanguineo e leite individual de 376 vacas
lactantes, ndo vacinadas, provenientes de 10 propriedades localizadas nas
regides Sul do Estado de Minas Gerais e Nordeste do Estado de Sao Paulo
foram utilizadas para pesquisar anticorpos contra o BVDV com o auxilio do
teste de ELISA indireto. Como resultados do estudo, em todas as propriedades
foram encontrados vacas reagentes no soro sanguineo, cuja frequéncia variou
de 12,28 a 100%, num total de 215 animais reagentes (57,18%). A analise do
leite individual, ndo revelou animais reagentes em 2 propriedades, e nas
demais a freqUéncia variou de 5,26 a 70,83%, num total de 98 animais
reagentes (26,07%) (DIAS & SAMARA, 2003).

Foram estudadas 102 amostras de soros bovinos, provenientes
doEstado do Sergipe, através da soroneutralizacdo de screening, encontrando-
se uma prevaléncia entre 58,23%e 71,18% (MELO et al., 1997).

Chaves (2009) pesquisou situacdo epidemiolédgica da infecgéo pelo
BVDV nos rebanhos bovinos de aptidao leiteira das regionais de Bacabal e
Pedreiras e encontrou 69,44% (n=250) das amostras analisadas com
anticorpos anti-BVDV e das 36 propriedades amostradas, 91,66% (n=33)

apresentaram pelo menos um animal reagente.

Um estudo como objetivo determinar a frequéncia e os fatores de
risco para a infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) em fémeas

bovinas leiteiras na regido amazénica maranhense, usando a técnica de ELISA
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indireta e questionario epidemiolégico para investigar os fatores de risco
associados a infecgdo pelo virus, apresentou 61,5% animais reagentes
pertencentes a 95% das propriedades estudadas. O trabalho concluiu que os
fatores de risco associados a infecgao pelo virus no estudo foram a producgao
de leite (1-5L), auséncia de assisténcia veterinaria, uso de monta natural ou

monta associada a inseminagao artificial (CHAVES et al., 2010).

A prevaléncia dos bovinos Permanentemente Infectados (Pl) mostra-
se compreendida entre 0,5% e 2% da populagédo bovina. Um unico animal Pl
pode infectar mais de 90% do rebanho antes de atingir os 3-4 meses de idade
(HOUE, 1999).

Oliveira e colaboradores (1996) realizaram o primeiro estudo sobre
animais Pl no Brasil, onde realizaram triagem em rebanhos com problemas
reprodutivos no RS buscando animais PI. Ao finalizar os estudos, detectaram
1,2% (12/1240) de amostras positivas (leucécitos, soro) para o virus.
Posteriormente, Botton e colaboradores (1998) examinaram amostras de soro
de 1396 fetos coletados em matadouros, detectando anticorpos em 19 (1,36%)
e virus em 11 (0,75%).

Uma pesquisa de animais persistentemente infectados (Pl) pelo
virus da diarréia viral bovina foi realizada em bezerros entre 6 e 12 meses de
idade pertencentes a 26 rebanhos bovinos, ndo vacinados contra o BVDV,
localizados nos Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo. Dos rebanhos
estudados, foram detectados dois animais Pl a partir de amostras provenientes
de um rebanho localizado no Estado de Minas Gerais (DIAS et al., 2010).

No estado do Goiads, um estudo estimou a frequéncia de animais
persistentemente infectados (Pl) em amostras de soro de 3.533 animais
pertencentes a 888 rebanhos localizados em 232 municipios do estado. A
presenca do antigeno viral foi detectada em quatro (0,42%) das amostras
analisadas (BRITO et al., 2010).
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3.4 Patogenia e sinais clinicos

A patogenia depende da correlagdo de inumeros fatores. Os fatores
do hospedeiro que podem influenciar no estado clinico da infeccao pelo BVDV
sao: hospedeiro imunocompetente e imunotolerante ao virus, idade, infeccao
transplacentéria e idade gestacional do feto, inducao de tolerancia imune no
feto e o surgimento de competéncia imunofetal, aproximadamente em 180 dias
de gestacdo e presenca de fatores estressantes (RADOSTITS et al., 2002).
Além disso, a diversidade genética, a variagdo antigénica e as diferencas de
viruléncia entre as estirpes virais podem causar variagées da resposta clinica a
infeccdo (RIDPATH & FLORES, 2007). Tradicionalmente, as manifestagdes da
infeccdo sdo apresentadas em trés categorias: infeccao pés-natal ou BVD,
infeccdo fetal e doenca das mucosas (DM) (BIELEFELDT-OHMANN, 1995;
POTGIETER, 2004).

3.4.1 Infeccoes pos-natais

Considera-se que 70 a 90% das infecgdes pelo BVDV em animais
imunocompetentes e soronegativos ndao apresentem sinais clinicos (BOLIN &
GROOMS, 2004). A maioria das infecgcdes mostram-se subclinicas provocando
apenas febre ligeira, que passa por despercebida, leucopenia e
desenvolvimento de anticorpos soroneutralizantes. Estas infecgbes sao
responsaveis pelos titulos de soroneutralizagdo positiva para BVDV
encontrados nos bovinos nao vacinados (GROOMS et al., 2006).
Ocasionalmente, estirpes de maior patogenicidade podem provocar doenga
clinica transitéria caracterizada por um curto periodo febril, acompanhada por
hipersalivagao, descarga nasal, tosse e diarreia ligeira, inapeténcia, depressao,
leucopenia transitéria com recuperacao do animal em poucos dias (FLORES,
2003)

As amostras de BVDV- 2 tém sido associadas a BVD aguda, doenca
respiratéria severa e a sindrome hemorragica que cursa com trombocitopenia.
Esta sindrome ocorre geralmente em bovinos com idades entre 6 a 24 meses
(EVERMANN & BARRINGTON, 2005; GROOMS et al., 2006), sendo esta
idade fator de risco em bovinos que sdo soronegativos, isto €, a imunidade
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passiva diminui porém a ativa ainda n&o foi adquirida (GROOMS et al., 2006).
O periodo de incubagéo varia entre 5 a 7 dias, apresentando corrimentos nasal
e ocular, erosdes e ulceragdes orais, diarreia e redugao na producéo de leite
(EVERMANN & BARRINGTON, 2005; GONDIN, 2006). E possivel ainda
encontrar erosdées no espaco interdigital, bordo coronario, tetos e vulva
(EVERMANN & BARRINGTON, 2005). A viremia pode durar até 15 dias,
periodo que o virus é eliminado em pequenas quantidades (GROOMS et al.,
2006). Na maioria dos casos sado autolimitantes e apresentam alta morbidade
com mortalidade baixa ou inexistente (HAMERS et al.,, 2001; FLORES &
SHUCH, 2007).

Infeccbes neonatais pelo BVDV podem resultar em enterites ou
pneumonias (RADOSTITS et al., 2000; EVERMANN & BARRINGTON, 2005). ,
porém esta situacdo sé € possivel caso haja falhas na transferéncia passiva
(GROOMS et al.,, 2006). Fémeas imunocompetentes fornecem imunidade
colostral as suas crias, protegendo-as contra a viremia nos primeiros 2-4
meses de vida, dependendo da qualidade e quantidade de colostro consumido,
a partir dos quais os niveis de anticorpos diminuem, deixando de proteger os
bezerros contra a infeccdo (RADOSTITS et al.,, 2000; EVERMANN &
BARRINGTON, 2005 ; THURMOND, 2005).

A forma hiperaguda da BVD apresenta alta morbidade e alta
mortalidade em todas as categorias dos bovinos, tendo como agente etiolégico
a estirpe BVDV-2 NCP (EVERMANN & BARRINGTON, 2005; GROOMS et al.,
2006). Os surtos de infeccdo hiperaguda apresenta altas taxas de abortamento
(EVERMANN & BARRINGTON , 2005; GROOMS et al., 2006).

3.4.2 Infeccao fetal

As maiores perdas econdmicas da DVB sao causadas por infeccoes
intrauterinas que causam problemas reprodutivos (GROOMS et al., 2006). O
virus pode ser transmitido por monta natural ou por inseminacdo artificial
(RADOSTISTS et al.,, 2000), podendo ocasionar falhas na fertilizacao,
reabsorcao embrionaria (seguido de retorno ao estro em intervalos regulares

ou irregulares), abortamentos, mumificagdo fetal, natimortos, nascimentos de
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animais fracos e invidveis que morrem logo ou tém crescimento lento ou
nascimento de animais Pl (RADOSTISTS et al.,, 2000; FLORES, 2003;
GROOMS et al., 2006). Estas consequéncias da infecgdo do concepto sao
dependentes do estdgio de gestagdo em que ocorre a infeccdo, do
desenvolvimento da inumocompeténcia fetal, do bi6étipo (CP/NCP) e da cepa
viral (Figura 3) (RIDPATH & FLORES, 2007).

Infeccbes ocorridas 4 dias apOs a inseminagao provocam viremia
entre 8 a 17 dias e as taxas de concepgao e de gestagao diminuem (FLORES
et al, 2005). A infeccao pode dificultar a fixacao do embrido ao utero, porém se
ocorrer a fixacao, pode levar a morte embrionaria e perda precoce da gestacgao,
sendo o embrido reabsorvido.(FLORES, 2003), e o retornos ao cio corre 20
dias apés a inseminacao (RADOSTITS et al., 2002).

Infeccbes entre 40 e 125 dias de gestacdo podem resultar em
abortamento, reabsorcao embrionaria, atraso no crescimento fetal, morte fetal,
defeitos congénitos, até a infecg¢ao persistente do feto e nascimento de animais
Pl, sendo esta a caracteristica de maior importancia epidemiolégica (GROOMS
et al.,, 2006) . Os fetos que resistirem a infeccado neste periodo se tornam
inumotolerantes ao virus, permanecendo portadores por toda a vida e nao
apresentando anticorpos contra mesmo genétipo do virus responsavel pela
formacao do Pl (FLORES, 2003). A morte fetal pode ocorrer em qualquer
periodo da gestacdo, porém sao mais comuns no terco inicial da gestacao
(GROOMS, 2004), ja o abortamento pode ocorrer em dias ou meses apos a
infeccdo (FLORES et al.,, 2007), o que permite associar eventos de
abortamento em qualquer fase de gestacdo ao BVDV (DUBOVI, 1994;
KRAMPS et al., 1999; RIDPATH & FLORES, 2007).

Caso a infeccao aconteca entre os 100 e 150 dias de gestacao é
comum ocorréncia malformacées fetais (FLORES & SHUCH, 2007), periodo
que o feto estara em fase final de organogénese e do sistema imune. Defeitos
congénitos comuns sdo perturbacdes no sisteman nervoso central (hipoplasia
cerebelar, hidrocefalia e hipomielinogénese), defeitos oculares (atrofia e
displasia da retina, catarata, microftalmia), hipoplasia timica, retardo no
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crescimento, hipoplasia pulmonar, alopecia, hipotricose, bragnatismo,

artrogripose e outras anormalidades esqueléticas (BROWN et al., 1973).

Cerca de 150-180 dias ap6s a gestagcdo o feto estd apto a
desenvolver uma resposta imunolégica eficaz, sendo capaz de responder a
infeccdo e eventualmente eliminar o virus. Ao exame do soro fetal (pré-
colostral), a presenca de anticorpos neutralizantes especificos pode ser a unica
alteracao notavel no recém-nascido (BROWN et al., 1979). Para detectar este
tipo de infeccdo, o soro deve ser coletado antes da ingestdo do colostro
(GROOMS et al., 2006). Estes bezerros sdao normais ao nascimento e tém
anticorpos neutralizantes pré-colostrais contra o BVDV (BROCK, 2003).

el 1 Bezerro Pl

HCP ou CP
- Hatimortos
Malformagdes
A Bezerros Pl
A Infertilidade
Abortamentos
Atrofia da retina
Cegueira
Embriio muite
= ket S Sk Bezerros saudaveis
Soropositivos
Efeitos na Imunotolerincia [Pl
fertilizagao,
implantagio Abo =23
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DIAS DE GESTACAD

Figura 3. Consequéncias da infecgao de fémeas prenhes pelo BVDV, de
acordo com o bi6tipo do virus e o tempo de gestacdo. Adaptado de
RIDPATH & FLORES. 2007.
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3.4.3 Doenca das Mucosas (DM)

Esta enfermidade afeta somente os animais Pl que sofrem infecgéo
pouco apdés o nascimento, entre o 6° e 182 més de idade, por um biotipo CP
homélogo antigenicamente ao bi6étipo NCP que produziu a imunotolerancia
(BROWNLIE, 1990). A doenga das mucosas e uma condicdo severa,
apresentando baixa morbidade e alta mortalidade (POTIGIETER, 2004;
FLORES et al., 2005).

O BVDV cp que causa a doenga das mucosas origina-se do proprio
animal Pl por mutacdes, delecdes e rearranjos genéticos no genoma do virus
nao-citopatico, que resultam na expressao da proteina NS3, caracteristica das
cepas citopatogénicas (FLORES & SHUCH, 2007). A literatura também aponta
a possibilidade destas recombinagbes génicas e o0 subsequente
desenvolvimento da DM ocorrerem devido a fontes externas, como foi
demonstrado pela ocorréncia da DM apds uso de vacinas da BVDV vivo
modificado ou por virus proveniente de outros animais (FLORES et al., 2005;
EVERMANN et al., 2005; OIE, 2008). Um animal Pl também pode ser super-
infectado pelo BVDV cp por meio da transmissao horizontal do virus citopatico
(POTGIETER, 2004).

A Doencga das Mucosas pode ser classificada em dois padrdes de
desenvolvimento: A DM de Inicio Precoce e DM de inicio tardio. A DM de Inicio
Precoce desenvolve-se 2 a 3 semanas apds a exposicao e infeccdo por um
virus citopatico homaologo ao virus ncp persistente (um virus cp resultante da
recombinacdo do ARN do virus ncp persistente) que € reconhecido pelo
sistema imunolégico como self e ndo desencadeia uma resposta imune
(FRITZEMEIER et al., 1997; POTGIETER, 2004), permitindo assim que o virus
CP se dissemine rapidamente pelo organismo, levando o animal a morte em
pouco tempo, sem que tenha produzido anticorpos neutralizantes contra o virus
(FRITZEMEIER et al., 1997; POTGIETER, 2004). J4 na DM de Inicio Tardio, a
cepa citopatogénica heteréloga ao virus persistente (virus CP derivado de uma
infeccdo horizontal) € reconhecido como n&o-self, dando origem a uma

resposta imunoldgica, produzindo altos titulos de anticorpos neutralizantes
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(FRITZEMEIER et al., 1997; POTGIETER, 2004). Neste caso, o animal é capaz
de resolver a infecgao pelo virus, mas ndo antes deste se recombinar com o
virus NCP persistente (FRITZEMEIER et al., 1997). Desta recombinacao
resultam virus hibridos, que o sistema imunitario vai eliminando, até que se
produza um virus hibrido que, apesar de citopatico, seja homdélogo ao virus
persistente, que o organismo reconhece como self, ndo produzindo assim, mais
anticorpos neutralizantes contra 0 mesmo, impossibilitando que o animal
resolva a infecgédo, levando-o assim, a morte. (FRITZEMEIER et al.,, 1997;
POTGIETER, 2004).

Quanto ao curso da doenca, a DM apresenta diferentes formas
clinicas, classificadas em aguda e crénica, sendo as diferengas de linhagem
entre os bidtipos NCP e CP do virus responsaveis pelas variagées na resposta

clinica.

A forma aguda é esporadica, infectando menos de 5% do rebanho. A
taxa de mortalidade na DM aguda aproxima-se dos 100% (GROOMS et al.,
2006). E caracterizada por um periodo de incubacdo de 10-14 dias apds a
exposicao, tendo como sinais clinicos: febre (40-41°C), anorexia, taquicardia,
diarreia profusa hemorragica, acidose, emaciacao, desidratacido, depressao e
morte (RADOSTITS et al., 2002). Na necropsia observam-se Ulceras e erosdes
em toda a mucosa do trato digestivo. No es6fago, essas lesées apresentam-se
no sentido longitudinal. As papilas ruminais apresentam-se diminuidas de
tamanho. O conteddo intestinal € escuro e aquoso e observa-se enterite
catarral ou hemorragica. As placas de Peyer apresentam-se edematosas,
hemorragicas e necréticas (FERREIRA et al.,, 2008). Os bovinos com DM
tornam-se progressivamente desidratados e debilitados e geralmente morrem
em 3 a 10 dias. Alguns animais sobrevivem a fase aguda, mas desenvolvem a
forma crénica da doenca (GROOMS et al., 2006).

Os animais que desenvolvem a DM e que ndo vem a 6bito tornam-
se cronicamente infectados (GROOMS et al., 2006). Na forma croénica, 0s
sinais clinicos sao inespecificos (FLORES et al., 2005) e observa-se fezes

amolecidas ou diarreia intermitente, timpanismo crénico, reducao no apetite,
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perda de peso, apatia progressiva, erosdes interdigitais e lesbes erosivas
cronicas na mucosa oral e na pele n&o-cicatrizaveis. Algumas vezes ha
corrimentos nasais e oculares persistentes. Areas alopécicas e de
hiperqueratinizacdo podem aparecer, geralmente, no pescog¢o. Esses animais
podem sobreviver por muitos meses e geralmente morrem apds debilitacdo
progressiva (FLORES, 2003).

3.5 Diagnéstico

Deve-se suspeitar da infeccdo pelo BVDV, sempre que houver
perdas embriondrias, abortos, malformacdes fetais, nascimento de animais
fracos, morte perinatal. Além disso, casos de doenca entérica e/ou respiratéria
com componentes hemorragicos, além de erosdes e ulceragbes no trato

digestivo também s&o sugestivos da infec¢do pelo BVDV (FLORES, 2003).

O diagnéstico pode ser firmado usando como base o histérico do
rebanho, sinais clinicos e achados de necropsia (GOYAL, 2005). O diagnéstico
requer isolamento ou detecgcdo de antigenos virais e/ou demonstracédo
sorolégica da resposta imune ao virus, levando em consideracdo dados
epidemioldgicos, o carater da infeccao e o manejo vacinal (GOENS, 2002). O
material que se deve enviar para laboratérios sdo: sangue com anticoagulante,
soro, Orgaos (bacgo, timo, intestino e linfonodos), fetos, placentas e
placentomas, para além de 6rgdos e tecidos com lesbes macroscopicas
(FLORES, 2003).

A identificacdo do virus pode ser feita por técnicas de
soroneutralizagédo, imunofluorescéncia (IFA), imunoperoxidase (IPX), reacéo de
polimerase em cadeia (PCR) e ensaio imunoenzimético (ELISA) (DIAS &
SAMARA, 2003). Estas técnicas de diagnéstico sdo dividas em dois grandes
grupos: método direto, que se baseia na deteccdo do antigeno viral, e o
método indireto, que determina a resposta imune do tipo humoral do
hospedeiro frente a acdo do agente etiolégico (REINHARDT et al., 2001).
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Mesmo com recentes avangos para diagnostico do BVDV, o teste
padréao é o isolamento viral em cultivos celulares, seguido de realizagédo da
imunofluorescéncia indireta e imunoperoxidase para identificagdo do isolado
viral (FLORES & SHUCH, 2007).

A técnica de ELISA (Enzyme Linked Imuno Sorbent Assay) € usada
para detectar pequenas quantidades de antigenos/anticorpos, que geralmente
ndo sao detectaveis pelos métodos convencionais. Tem como caracteristica
alta sensibilidade e especificidade e rapidez na sua execugao, permitindo o
estudo de grandes populacées em curto espaco de tempo, e em laboratérios
de rotina. A sensibilidade deste teste € equivalente a do isolamento viral (OIE,
2000).

A técnica de PCR é capaz de detectar pequenas porgdes de acidos
nucleicos virais em amostras sanguineas e de tecidos (RADOSTITS et al.,
2002) sendo um método sensivel (GONDIM, 2006) mas é sujeito a falsos
positivos pois nao diferencia acidos nucleicos de virus vivos ou inativados
(GOYAL, 2005) . Esta técnica permite a deteccdo mais rapida e mais sensivel
do virus do que o isolamento do virus. Além disto, e ao contrario do isolamento
do virus, o RT-PCR néao é afetado pela presenca de anticorpos em amostras de
soro. Devido a sua alta sensibilidade, considerada um método alternativo aos
métodos de uso comum para a detec¢ao do BVDV (GOYAL, 2005).

3.6 Diagnéstico diferencial

Devido as diversas possibilidades de manifestagbes clinicas na
infeccdo pelo virus da Diarreia Viral Bovina, varias enfermidades sdo elencadas
para o diagnéstico diferencial. Para tanto, deve-se considerar a prevaléncia, a
epidemiologia, os achados clinicos e patologicos das doengas em diferentes
regidbes (RADOSTITS et al., 2007). Vale ressaltar que, devido a caracteristica
de imunossupressao causada pelo BVDV, as infec¢gdes pelo virus podem estar
associadas a presenca de outros patégenos secundarios (POTIGIETER, 2004).
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O BVDV deve ser diferenciado de etiologias que causam diarreia,
erosdes e/ou ulceracdes no trato gastrointestinal, falhas reprodutivas, efeitos
teratogénicos, patologias cutadneas, subdesenvolvimento e patologias
respiratérias. Estas etiologias incluem varios agentes infecciosos, parasitas e
toxinas (GONDIM, 2006).

O diagnostico diferencial para doencas causadoras de diarreia nos
animais adultos inclui salmonelose, paratuberculose, disenteria de inverno,
parasitismo gastrointestinal, febre catarral maligna, intoxicacao por arsénio,
micotoxicoses e deficiéncia em cobre. Por sua vez, o diagnéstico diferencial
para doencas que causam lesdes orais nos animais inclui a febre catarral
maligna, lingua azul, estomatite vesicular, estomatite papular, febre aftosa e
peste bovina (GOYAL, 2005).

O diagndstico diferencial da doenca bovina com lesbdes orais e
diarreia incluem a infecgao aguda grave da BVD, peste bovina, febre catarral
maligna bovina e doenca das mucosas. As doengas caracterizadas por lesdes
orais e que ndo apresentam diarreia sdo a febre aftosa, estomatite vesicular e
estomatite papular bovina. As doencas que provocam diarreia mas que nao
apresentam lesdes orais sao a disenteria de inverno, salmonelose, doenca de

Johne, parasitismos e deficiéncia em cobre (GROOMS et al., 2006).

O diagnéstico diferencial da infeccdo aguda do BVDV durante o
periodo neonatal inclui outras causas de diarreia em bovinos jovens, como
infeccdes por rotavirus ou coronavirus, -criptosporidiose, infeccado por
Escherichia coli, salmonelose e coccidiose. Outras causas de doencas
respiratérias em vitelos também devem ser consideradas, tais como infecgéo
com o BRSV, Pasteurella spp., Mannheimia spp., Hemophilus spp., Salmonella
spp. € Mycoplasma spp (GROOMS et al., 2006; GOYAL, 2005).

3.7 Controle e Profilaxia

O objetivo do controle da infecgé@o pelo virus da Diarreia Viral Bovina
€ a contencao dos prejuizos na producado bovina. Isto depende da adocao e
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implementagéo de programas sanitarios para evitar a introdugao de infecgéo na
exploragéo, evitando a presenca de animais PI, identificando-os e eliminando-
os, e reforcando imunidade através da vacinagcdo (GROOMS et al., 2006).
Reduzir e eliminar as oportunidades de nascimento de animais Pl constitui uma
das maiores preocupacdes na criacdo destes programas (BROCK, 2004;
RADOSTISTS et al., 2007).

Animais Pl sdo elementos essenciais dos programas de controle em
exploragdes infectadas. A eliminagdo destes ira diminuir a disseminagéo do
agente, reduzindo o nascimento de outros bezerros Pl que irdo manter o virus
no rebanho (GROOMS, 2004), sendo, portanto, o ponto chave no controle e
erradicacdo da doenca. Para a identificacdo destes animais recomenda-se o
teste de todos os animais do rebanho a partir de pools de amostras de sangue
(10-30 amostras) ou amostras de tanque de leite. Se algum pool ou amostra de
tanque de leite for positivo, cada individuo do rebanho devera ser testado para
deteccéo do antigeno viral (LAUREYNS et al., 2009).

A vacinacdo € indicada para rebanhos com alta rotatividade de
animais, rebanhos com sorologia positiva, com histérico de doenca clinica ou
reprodutiva e com confirmagao sorolégica pra BVDV (FLORES & SHUCH,
2007). Esta é utilizada para reduzir o risco de perdas quando o0 maneio
preventivo estd comprometido. O objetivo principal da vacinacao € a prevencao
da infeccao transplacentaria e consequentemente as perdas reprodutivas e a
geracao de animais Pl (LINDBERG, 2003). Uma estratégia importante para o
controle da doenca é a vacinacdo de fémeas gestantes semanas antes do
parto, de modo a ficarem soropositivas para o BVDV (GROOMS et al., 2006),
assim, estimulando a imunidade materna a fornecer protecao ao bezerro por
imunidade passiva. Outra estratégia amplamente praticada é a imunizagao de
fémeas suscetiveis antes da estagdo de monta, que visa prevenir a
transmissdo via transplacentaria e consequente geracdo de animais PI
(MOENNING et al., 2005). A vacinagao contra BVDV ¢ praticada rotineiramente
para conter a enfermidade em novilhas e vacas, porém seu uso COMO
estratégia unica de controle, ndo é capaz de reduzir a prevaléncia da infeccéo
(PATON et al., 1998), uma vez que as vacinas existentes e os protocolos
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vacinais nao sao eficientes para prevenir totalmente as infeccbes
transplacentérias (LINDBERG et al., 2006).

No mercado ainda ndo existe uma vacina padrao para o BVDV,
estando disponivel varias formulagdes pertencentes a duas categorias: vacinas
vivas modificadas e vacinas inativadas (OIE, 2008). As vacinas vivas
promovem boa imunidade, porém apresenta a desvantagem de causar viremia
transitéria com eliminagdo de particulas virais nas secre¢cées nasais durante
varios dias. E valido ressaltar que as vacinas vivas modificadas nao devem ser
usadas em fémeas gestantes devido ao risco de infec¢do transplacentaria
(OIE, 2008). Ja as vacinas inativadas sao mais seguras, nao sao
imunossupressoras e nem patogénicas ao feto, mas conferem imunidade

menos protetora e ha necessidade de refor¢o anual (HOUE et al., 2005).

A possibilidade de falhas vacinais € devido a diversidade antigénica
do BVDV, sendo, portanto, indicado vacinas que contenham antigenos virais
semelhantes aqueles presentes na regidao em que vai ser usado (HOUE et al.,
2005; FULTON et al.,, 2009). Pode-se também fazer uso de vacinas
multivalentes, contendo pelo menos duas estirpes antigenicamente diferentes
(KAHN, 2007), pois vacinas produzidas com estirpes do tipo 1, apesar de
promover protecdo cruzada contra estirpes de BVDV tipo 1 e 2 NCP (BROCK,
2003), geralmente, apenas induzem protecdo parcial ou incompleta contra
estirpes de BVDV-2 (FLORES et al., 2005). No Brasil, a vacinacao é pouco
praticada, e somente as vacinas inativadas podem ser comercializadas
(FLORES et al., 2005).

O controle e conseguinte erradicacdo da BVD tem como vantagem o
aumento dos indices de producao de um rebanho, porém cria uma populacéao
de hospedeiros suscetiveis que necessita ser protegida por medidas de
biosseguranga (MOENNING et al., 2005). O programa de biosseguranca
objetiva a prevencao da entrada do virus no rebanho, e consequentemente,
sua transmissdo a animais suscetiveis, por meio de fémites, produtos
biolégicos e contato com animais externos exploracao, ou pela aquisicdo de
animais infectados (SMITH & GROTELUESCHEN, 2004). Medidas como a
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compra de animais com origem de exploracdes livres de BVDV, associado a
compra de animais sabidamente ndo PI’s, reduziria estes riscos de introducao
do virus (BROCK, 2004). E interessante a realizacdo de quarentena de todos
0s animais adquiridos de propriedade que nao sejam livres de BVDV,
oportunizando assim exames para diagnosticar animais viremicos (Pl e TI),
evitando a entrada destes na propriedade (BROCK, 2004; SMITH &
GROTELUESCHEN, 2004).
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4 MATERIAIS E METODO

4.1 Regiao

O Estado do Maranhao ocupa uma area territorial de 331.983,293
km2, localizado a Noroeste da Regidao Nordeste. Limita-se ao Norte pelo
Oceano Atlantico, ao Sul e Sudoeste pelo Estado do Tocantins, ao Leste e
Sudeste pelo Estado do Piaui e ao Oeste pelo Estado do Para, possui 217
municipios com uma populagdo estimada em 6.103.327 habitantes (IBGE,
2011). O rebanho leiteiro do estado apresenta um efetivo bovino de 790.598
cabecas, sendo estes animais em sua grande maioria da racga girolando, com
uma producgéo aproximada de 365 milhdes de litros leite/ ano, ocupando assim,
o quarto lugar no ranking de producdo de leite no Nordeste (MARANHAO,
2012).

A area de estudo, levou-se em consideracao a divisdo do estado de
acordo com a Agéncia de Defesa Agropecuaria do Estado do Maranhdo
(AGED-MA), que divide o estado em 18 Unidades Regionais (Agailandia,
Bacabal, Balsas, Barra do Corda, Caxias, Chapadinha, Codd, Ilha de Sao Luis,
Imperatriz, Itapecuru-Mirim, Pedreiras, Pinheiro, Presidente Dutra, Rosério,
Santa Inés, Sdo Joao dos Patos, Viana e Zé Doca (Anexo Il). As bacias
leiteiras do estado compreende as regionais da llha de Sao Luis, Imperatriz,
Acailandia, Bacabal e Pedreiras, regionais estas onde estdo as maiores

aglomeracdes de rebanhos leiteiros do estado.

4.2 Rebanhos

O estudo contemplou os principais municipios com atividade leiteira
de cada regional estudada conforme demonstrado na tabela 1. A definicdo dos
rebanhos amostrados em cada municipio aconteceu por meio de sorteios.
Porém, para que participassem do sorteio, estes deveriam atender alguns pré-
requisitos, como, numero igual ou superior a 20 animais e nao ter historico de

vacinacao anterior para o BVDV.
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Para a determinacdo do tamanho da amostra, seguiu-se o0
recomendado pelo CENTRO PANAMERICANO DE ZOONOSES (1997),
considerando a prevaléncia de 30%, um nivel de confianga 95% (Z=1,96) e

uma variacao de erro de 3%, como mostra a formula abaixo:

N=.PxQxZ2
d2
Onde: n = ndmero de amostras;

P = prevaléncia esperada;

Z = grau de confianga (1,96);

d = margem de erro.

Assim: N=30x 70x 1.962 - N= 896 amostras

32

Realizou-se ajuste estatistico para 920 amostras sanguineas.

4.3 Coleta das Amostras

Foram coletadas 920 amostras de soro sangliineo, pertencentes a
92 rebanhos do estado do Maranhdo. As amostras sao provenientes de fémeas
bovinas leiteiras estratificadas em trés faixas etarias (< 3, entre 03 e 07 e acima
de 07 anos), apresentando ou ndo sinais clinicos de infeccao pelo virus da
Diarreia Viral Bovina (BVDV).
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O numero de amostras coletadas foi igual para todos os rebanhos. A
distribuicdo dos rebanhos e o numero total de amostras encontram-se listado
na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos municipios, rebanhos e amostras de acordo com as
regionais

N° de
Regional Municipio Rebanhos N° de amostras
. Acailandia 4 10
ACAILANDIA Cidelandia 4 10
Sao Francisco do Brejao 4 10
Bacabal 4 10
Lago Verde 4 10
BACABAL Olho D’Agua das Cunhas 4 10
Sao Luis Gonzaga 4 10
Bom Lugar 4 10
Paco do Lumiar 4 10
":HA DF Sao0 José de Ribamar 4 10
SAO LUIS Sao Luis 4 10
Raposa 4 10
Amarante 4 10
Imperatriz 4 10
Jodo Lisboa 4 10
IMPERATRIZ Lageado Novo 4 10
Porto Franco 4 10
Sé&o Jodo do Paraiso 4 10
Senador La Roque 4 10
Igarapé Grande 4 10
Bernardo do Mearim 4 10
PEDREIRAS Pedreiras 4 10
Trizidela do Vale 4 10
TOTAL 92 920

As amostras de soro sanguineo foram coletadas através de pungao
da veia jugular, com auxilio de agulhas descartaveis (25x8mm) e sistema de
vacuo, em tubos (10ml) esterilizados e siliconizados, os quais foram deixados
na posicao inclinada até a retragdo do coagulo e liberagdo do soro. Apos a
coagulacdo, o sangue foi encaminhado sob refrigeracdo, em caixas
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isotérmicas, ao Laboratério de Diagnostico de Doencas Infecciosas da
Universidade Estadual do Maranhdo - UEMA. No laborat6rio, o soro foi
separado do sangue total por centrifugacdo a 1.500 xg, durante 15 minutos. Em
seguida, as amostras foram acondicionadas em tubos tipo Eppendorf® e
estocadas a -20° C até a realizagao do teste laboratorial

4.4 Anadlises Sorologicas das Amostras

Para a identificagdo de animais PI, utilizou-se a metodologia
proposta por Handel e colaboradores (2011), que considera como sendo
animais persistemente infectados aqueles que se apresentam negativo para a
presenca de anticorpos e positivos ao teste de deteccao de antigenos virais.
Este autor considera baixa a probabilidade de identicar um animal TI, uma vez
que a viremia neste caso dura de 4 a 10 dias, com producéo de anticorpos ja
nos estagios iniciais de infec¢cdo (POTGEITER, 2004), quando comparado com

a viremia permanente de um animal PI.

Todas as amostras de soro sanguineo foram testadas para a
deteccdo de anticorpos e antigenos no laboratério de Diagnéstico de Doencas
Infecciosas da Universidade Estadual no Maranhdo - UEMA. Para a
identificacdo da presenca de anticorpos fez-se uso da técnica de ELISA indireto
utilizando o Kit CHEKIT BVD — SERO - Dr. BOMMELI AG / Liebefeld — Bern —
Swiss. As amostras foram analisadas em duplicata e, aquelas que
apresentaram resultados suspeitos foram retestadas.

A deteccao de antigenos de BVDV foi realizada mediante a técnica
de ELISA-direta utilizando o Kit comercial IDEXX BVDV Ag/Serum Plus®
(Figura 4). Este kit imunoenzimatico direto baseia-se na pesquisa da proteina
estrutural E™ do virus da Diarréia Viral Bovina, em amostras de sangue, soro,
plasma ou pele de orelha de bovino, para confirmacao da infeccao.
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Figura 4. Placas e reagentes incluidos no kit AgELISA
utiizado. A. Tampao para fragmento de orelha; B.
Concentrado de lavagem (10x); C. Solugdo TMB No.12; D.
Solucao de interrupcao No.3; E. Solugdo de Detecgéao; F.
Conjugado; G. Controlo negativo; H. Controlo positivo; | e
J. Placas impregnadas com Ac monoclonal anti-Sem

Cada ensaio foi validado, segundo os critérios fornecidos com os
respectivos kits, e as leituras de absorvancia obtidas (a 450nm) foram
corrigidas e interpretadas de acordo com os valores de corte pré-estabelecidos
pelo fabricante. No kit de detecgcdo de anticorpos, a interpretacdo dos
resultados foi determinada pelo célculo da razdo das densidades épticas (OD)
das amostras testadas com relagdo ao controle positivo, como mostra a

formula abaixo:

A/P = Amostra A450 — CNx A450

CPx A450 — CNx A450
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Amostras com razdao A/P < 0,200 OD foram classificadas como
negativas, razao entre 0,200 < OD < 0,300 suspeitas e valores de OD = 0,300
positivas.

Para o kit de deteccao de antigenos, a interpretacdo dos resultados
foi determinada pelo célculo do valor da densidade 6ptica (OD) corrigido (A-N)
para cada amostra de acordo com os valores de corte pré-estabelecidos pelo

fabricante, como mostra a férmula abaixo:

A-N = Amostra Ass0- (CNy Ass0.CN2 Assp) / 2
Onde:
A-N = densidade optica (absorvancia) corrigida da amostra testada
Amostra A4so = Densidade éptica (absorvancia) da amostra testada
CN1A4s50 = Densidade 6ptica (absorvancia) do controle negativo 1

CN2A4s50 = Densidade 6ptica (absorvancia) controle negativo 2

As amostras consideradas positivas para BVDV Ag apresentaram
valores de densidade éptica (DO) corrigida superiores a 0,3 (A —N > 0,300), e
as que resultassem em valores igual ou inferior a este foram classificadas

como negativas (A-N < 0,300).

4.5 Fatores de Risco

Para cada rebanho foi aplicado um questionario epidemiol6gico com
0 objetivo de obter informagdes necessarias ao estudo dos fatores de risco
associados a presenca de animais Pl pelo BVDV. As variaveis analisadas
foram: aquisicdo de animais, presenga de caprinos e ovinos, presenca de
suinos, assisténcia veterinaria, manejo da reproducdo, contato com animais de
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propriedades vizinhas e contato com foémites de propriedades vizinhas,

conforme descrito nos apéndices A e B.

4.6 Georreferenciamento de focos

No momento da entrevista para preenchimento dos questionarios,
com a utilizacdo de Aparelho GPS5 modelo Garmin® e Trex Vista HCx com
microsSD 2G, as coordenadas geograficas das propriedades foram registradas,
relacionadas em latitudes e longitudes, com o respectivo sistema em grau,
minutos e segundos. Fez-se uso do Software GPS TrackMaker ® v. 13,0 para
capturar os dados do GPS (pontos) e converter em arquivo para ser exportado

graficamente.

4.7 Planejamento Estatistico

A presente pesquisa trabalhou com uma varidvel quantitativa, cujas
amostras foram calculadas com base me férmula descrita pela CPZ (2007).
Essas amostras foram classificadas como aleatérias por conglomerados e que
ao final foi obtida a frequéncia de animais PI, Tl e ndo virémicos, segundo as
regionais, municipios, rebanhos e estratos como um todo. Os dados obtidos
foram analisados através de andlise estatistica descritiva simples. Para analise
univariada de fatores de risco, foi utilizado Odds Ratio (OR) com nivel de
significancia de 5% (P<0,05). O software estatistico empregado foi Graphpad
Instat versdo 3.05/2000.
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5 RESULTADOS

Apoés a realizacao dos testes diagndsticos das amostras de fémeas
leiteiras da bacia leiteira do estado do Maranh&o, e andlise dos resultados
obtidos, detectou- se que 0,86% (8/920) apresentaram resultado positivo para o
AgELISA e negativo para ACELISA, sendo por isso classificadas como animais
persistentemente infectados. Em 0,97% (9/920) das amostras pode-se
encontrar a presenca de antigenos, porém estas se mostraram sororeagentes
no teste para detectar anticorpos, e por isso foram considerados como sendo
amostras de fémeas transitoriamente infectadas. Do total de 920 fémeas,
98,12% (n=903) nao se mostraram virémicas. Nenhuma das amostras mostrou-
se inconclusiva no teste ACELISA e antigeno positiva para AgELISA (Figura 5).

Animais

0,86%
(n=8)

0,97%
(n=9)

m Pl
mTl
i N3o virémicos

98,12%%
(n=903)

FIGURA 5. Frequéncia do Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) em
fémeas bovinas na bacia leiteira do estado do Maranhao.

Das 920 amostras de soro analisadas por meio do ELISA indireto
(AcELISA) para deteccéo de anticorpos, resultou em 604 positivas, o0 que indica
uma prevaléncia de 65,65% de animais sororeagentes na bacia leiteira do
estado do Maranhdo. Para as regionais as frequéncias encontradas foram de

52



53,57% (150/280) para regional de Imperatriz, 74% (148/200) para regional de
Bacabal, 63,75% (102/160) para regional de Pedreiras, 80% (96/120) para
regional de Acailandia e 67,5% (108/160) para a regional da llha de S&o Luis.

Na figura 6 encontram-se os resultados obtidos para as cinco
regionais estudadas. As frequéncias de animais persistentemente infectados
encontradas foram de 2,14% (6/280) e 1% (2/200) para as regionais de
Imperatriz e Bacabal respectivamente. As regionais que apresentaram animais
com infec¢cdo aguda foram Imperatriz (1,78% - 5/280), Bacabal (1% - 2/200),

Pedreiras (0,62% - 1/160) e Agailandia (0,83% - 1/120). A regional da llha de
Sao Luis ndo apresentou nenhum animal com viremia.

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10% N3o virémicos

0%

Imperatriz
P Bacabal

Pedreiras
Acailandia
Sdo Luis Imperatriz Bacabal Pedreiras Acailandia
HP| 0% 2,14% 1,00% 0% 0%
HTI 0% 1,78% 1,00% 0,62% 0,83%
i N3o virémicos 100% 96,08% 98% 99,38% 99,17%

FIGURA 6. Grafico da frequéncia de PI, Tl e ndo virémicos ao virus da Diarréia Viral

Bovina (BVDV) em fémeas bovinas leiteiras nas regionais da Ilha de Sao Luis,
Imperatriz, Bacabal, Pedreiras e Agailandia.
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TABELA 2. Frequéncia de animais Pl, Tl e ndo virémicos (NV) ao Virus da
Diarreia Viral Bovina (BVDV) em fémeas bovinas leiteiras de 23 municipios
pertencentes as 05 regionais da Bacia Leiteira do Estado do Maranh&o

N° de NV

Regional Municipio animais % N % n %
Acailandia 40 0 1 2,5 39 97,5
ACAILANDIA Cidelandia 40 O 0 0 40 100
Séo Francisco do Brejao 40 0 0 0 40 100
Bacabal 40 2,5 0 0 39 97,5
Lago Verde 40 0 0 0 40 100
BACABAL Olho D’Agua das Cunhés 40 0 1 25 39 975
Sé&o Luis Gonzaga 40 2.5 1 2.5 38 95
Bom Lugar 40 0 0 0 40 100
Pago do Lumiar 40 0 0 0 40 100
ILHA DE Sao José de Ribamar 40 o 0 0 40 100
SAO LUIS = . 40 0 0 0 40 100

Séo Luis
40 0 0 0 40 100

Raposa
Amarante 40 2,5 0 0 39 975
Imperatriz 40 0 1 2,5 39 975
Jodio Lisboa 40 25 0 0 39 97,5
IMPERATRIZ Lageado Novo 40 7,5 0 0 37 92,5

7
Porto Franco 40 2,5 0 0 39 97,5
Sa0 Jodo do Paraiso 40 0 s 7.5 37 92,5
Senador La Roque 40 0 1 2.5 39 97,5
Igarapé Grande 40 0 0 0 40 100
Bernardo do Mearim 40 0 0 0 40 100
PEDREIRAS

. 40 0 1 2,5 39 975

Pedreiras
Trizidela do Vale 40 0 0 0 40 100

Dos municipios amostrados, doze (52,17% - 12/23) apresentaram

pelo menos um animal virémico. Lageado Novo (regional de Imperatriz)

apresentou a maior frequéncia de animais com viremia persistente, com trés

(7,5% - 3/40). Esta mesma regional apresentou ainda animais Pl nos
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municipios de Amarante, Joao Lisboa e Porto Franco, todos com um (2,5% -
1/40). Na regional de Bacabal, apenas os municipios de Bacabal e Sao Luiz
Gonzaga tiveram animais Pl, ambos com um (2,5% -1/40) (Tabela 2).

Animais com infeccao transitéria foram encontrados em S&o Jo&o do
Paraiso (7,5% - 3/40), Imperatriz (2,5% - 1/40), Senador La Roque (2,5% -
1/40), estes pertencentes a regional de Imperatriz. Os municipios que também
apresentaram animais TI, foram Acailandia, Pedreiras, Olho D’Agua das

Cunhas e Sao Luis Gonzaga, todos com um (2,5% — 1/40) (Tabela 2).

Como pode ser observado, todos o0s municipios da regional de
Imperatriz apresentaram animais virémicos, enquanto 0s municipios da
regional da llha de Sao Luis ndo apresentaram nenhum animal nestas

condic¢des (Tabela 2).

EPl ETI = N3o virémicos

FIGURA 7. Frequéncia de rebanhos com fémeas bovinas leiteiras
persistentemente infectadas e transitoriamente infectadas no Maranhao.

Dentre os 92 rebanhos amostrados, foram encontrados animais
virémicos em 16 (17,39% - 16/92). Destes, oito (8,7% - 8/92) apresentaram

55



animais com viremia persistente (Pl) e oito (8,7% - 8/92) mostraram pelo

menos um animal com infecgdo transitoria (TI). Nao foram detectados
antigenos de BVDV em 76 (82,6% - 76/92) dos rebanhos pesquisados.

.
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100,00% P e
90,00% T
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80,00% e
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60,00% .////,_,_,_7_7_ -
50,00% T -
T —
40,00% -~ //'/ —
30,00% g ™
20,00% R | >7 anos
10,00%
! - 3a7anos
0,00% Ay
PI <3anos
Tl
N3o virémicos
Pl Tl N&o virémicos
E<3anos 1,08% 1,81% 97,11%
H3a7anos 0,81% 0,54% 98,65%
m >7 anos 0,72% 0,72% 98,56%

FIGURA 8. Frequéncia de fémeas bovinas PI, Tl e ndo virémicas para o Virus

da Diarréia Viral Bovina (BVDV) de acordo com a faixa etaria na bacia leiteira
do Estado do Maranhéo.

A figura 8 apresenta a distribuicdo das amostras de acordo com a
faixa etaria dos animais avaliados. E observada a diminuicdo na frequéncia de
animais com infeccdo persistente pelo BVDV de acordo com o aumento da
faixa etaria. A maior frequéncia (1,08% - 3/276) foi observada na categoria de

animais com idade inferior a trés anos e a menor (0,72% - 2/276) em animais

com idade acima de sete anos. Uma frequéncia de 0,81% (3/368) foi
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encontrada para animais que estavam na faixa de idade compreendida entre 3

e 7 anos.

TABELA 3. Analise univariada da associacao dos fatores de risco com a
presenca de animais Pl em rebanhos da bacia leiteira do Estado do Maranhao

Pl Nao TOTAL OR IC Valor
Reagentes 95% de P
Variaveis N % N % N %
Regido 8 7 77 69 85 76 (a+b) (a+b) (a+b)
o (@)
Aquisi¢ao de 0.8312 0.16-  0.6859
animais
4.28
Estado 2 2 16 14 18 16 (b+c) (b+c) (b+c)
(b)
0.4375 0.05- 0.5815
3.76
Outros 2 2 7 6 9 8 (a+c) (a+c) (a+c)
Estados
(c) 0.3639 0.06- 0.2440
2.05
Presenca de Sim 4 4 19 21 23 25 3.421 0.78- 0.1039
caprinos/ovinos a4 4 4 65 71 69 75 14.99
Presenca de Sim 3 3 23 25 26 28 1.591 0.35- 0.6828
suinos N&o 5 5 61 66 66 72 7.20
Assisténcia Sim 1 1 5 5 6 7 2.257 0.23- 0.4300
Veterinaria Nao 7 8 79 86 86 93 22.12
MN 7 8 78 85 85 92 0.5385 0.05- 0.4830
1A 1 6 7 7 8 5.13
Reprodugéo Nio
Contato com Sim 4 4 9 10 13 14 8.333 1.77- 0.0127*
animais de 39.23
rebanhos
- Nao 4 4 75 82 79 86
vizinhos
Contatos com Sim 4 4 9 10 13 14 8.333 1.77- 0.0127*
fomites de 39.23
rebanhos
. Nao 4 4 75 82 79 86
vizinhos

(*) Associacao significativa ao nivel de 5% (P<0,05).
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A frequéncia de animais Tl de acordo com a faixa etaria foi de 1,81%
(5/276) para animais com idade igual ou inferior a 3 anos; 0,54% (2/368) para
animais entre 3 a 7 anos e 0,72% (2/276) para animais acima dos7 anos
(Figura 8).

O contato com animais e fomites de rebanhos vizinhos apresentou
associagao a presenga de animais Pl com valor de P significativo (P<0,05) em
andlise univariada para rebanhos da bacia leiteira do Estado do Maranhéo
(Tabela 3).

I ACAILANDIA
[ BACABAL
I PEDREIRAS
Il SAO LUIS
[ ] IMPERATRIZ

« Rebanhos Néo virémicos

4 Rebanhos com Pl

" Rebanhos com Tl

[ =
0 035 07 14 21 28

- — —
0 375 75 150 225 300

FIGURA 9. Georreferenciamento de focos da infeccao de animais Pl, Tl e nao
virémicos nas regionais das bacias leiteiras do Estado do Maranhao, 2014.

A figura 9 mostra a distribuicdo espacial dos focos da infeccao de
animais PI, Tl e ndo virémicos nas regionais das bacias leiteiras do Estado do
Maranhao. Observa-se presenca significativa destes animais (Pl e TI) nas

regionais de Imperatriz e Bacabal. Sdo percebidas areas de vazios dentro das
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regionais que nao tiveram rebanhos amostrados neste estudo, especialmente
nas regionais de Acailandia e Pedreiras. Nota-se também a proximidade de

rebanhos virémicos com outras regionais do estado.
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6 DISCUSSAO

O virus da diarreia viral bovina apresenta uma ampla distribuicao
mundial e a sua infeccdo encontra-se associada a problemas reprodutivos e
digestorios, desta forma mostrando-se uma enfermidade de suma importancia
para a pecuaria. Vale ressaltar o seu papel como co-infec¢do, devido ao
carater de imunossupressdao que estabelece no individuo infectado, que
potencialmente pode provocar consequéncias desfavoraveis sobre outras
doencas endémicas.

Porém, apesar de seus impactos econémicos quando presente em
um rebanho, pouca atencdo tem sido dada a esta doenca no estado do
Maranh&o, que para muitos veterinarios e criadores, ainda é considerada uma

enfermidade exdtica em nossos rebanhos.

A soroprevaléncia de 65,65% € indicativo que a transmissao do virus
esta ocorrendo dentro do estado. Determinar a prevaléncia de infeccéo pelo
BVDV mostra-se como método vantajoso, pois a deteccdo de animais com
anticorpos inferi a transmissado do virus com a participacdo de animais Pl ou
animais transitoriamente infectados (Tl). A presenca de um animal
sororeagente num rebanho nao vacinado é evidéncia suficiente que caracteriza
a exposicao da populacédo ao BVDV (SMITH & GROTELUESCHEN, 2004).

A avaliacdo das 920 amostras de fémeas analisadas revelou a
frequéncia de 1,85% (17/920) de animais virémicos na bacia leiteira do estado
do Maranhao, desta forma caracterizando a infecgao ativa pelo BVDV. Destes,
0,86% (8/920) foram classificados como animais persistentemente infectados,
corroborando com os resultados de Houe (1995) que considerou a prevaléncia
de animais Pl em rebanhos infectados no intervalo entre 0,5% e 2%.

Este resultado assemelha-se aos estudos ja realizados no Brasil, a
exemplo de Brito et al (2010) que encontrou o valor de 0,42% de frequéncia
para bovinos Pl pelo BVDV no estado do Goias e ao percentual de 0,75% de
virus detectado em amostras de soro fetal coletadas em matadouros no Rio
Grande do Sul (BOTTON et al., 1998). Coeficientes mais elevados de bovinos
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Pl pelo BVDV, variando de 1,2% a 7,1%, foram encontrados em outros
rebanhos pesquisados no pais (OLIVEIRA et al., 1996), nos EUA (GROOMS &
KEILEN, 2002), na Eslovaquia (VILCEK et al., 2003) e na Turquia (TAN et al.,
2006).

Frequéncias menores de animais Pl foram encontradas nos Estados
Unidos da América em amostras de soro de bezerros de corte, que apontaram
indices de 0,19% e 0,20% (O’CONNOR et al., 2007; HOAR et al., 2007). Estes
percentuais podem ser resultado de anos de execugdo de programas para
controle da enfermidade, que consistem na identificacdo e eliminacdo de
animais com viremia persistente além da prevencao da entrada do virus nos
rebanhos (HOUE, 2005; LINDENBERG & HOUE, 2005; MOENNING, 2005;
VAN CAMPEN, 2010).

Os resultados de animais Tl encontrados nesta pesquisa nao foi
possivel confrontar com nenhum dado descrito na literatura, uma vez que nao

h& trabalhos que fagam referéncia especifica a estes animais.

A frequéncia de animais Pl para as regionais foi de 2,14% (6/280) e
1% (2/200) para as regionais de Imperatriz e Bacabal respectivamente. As
regionais de Pedreiras (0,62% - 1/160) e Acailandia (0,83% - 1/120)
apresentaram apenas animais Tl. A regional de Imperatriz que apresentou no
teste sorolégico a menor frequéncia de anticorpos (53,57%) mostrou a maior
prevaléncia de animais PIl, contrario do que ocorreu na regional de Agailandia
que teve 80% de animais sororeagentes e nenhum animal Pl detectado no
estudo. Estes resultados discordam de Brock (2003), que afirma que quanto
maior a soroprevaléncia dos animais no rebanho, maiores serdo os indices

esperados de bovinos PI.

Na regional da llha de Sao Luis, apesar de apresentar elevada
prevaléncia de animais positivos para anticorpos anti-BVDV (67,5%), nao foi
encontrado nenhum animal virémico, corroborando com os resultados de
Duong (2008) que mesmo com alta soroprevelancia para BVDV dos rebanhos
do Vietna nao detectou nenhum animal PIl. Este resultado pode ser explicado
pela possibilidade de animais Pl permanecerem indetectaveis, devido a
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excrecdo viral intermitente ou em baixos niveis (BARBER et al., 1985; VOGES
et al.,, 1998; BROCK et al.,, 1998; THURMOND, 2005). Podemos ainda
considerar como justificativas a este resultado baixa prevaléncia de animais PI
nos rebanhos onde foram realizadas as coletas, baixa prevaléncia de animais
Pl nos rebanhos da regional de estudo, numero reduzido de rebanhos

amostrados e poucas amostras testadas por rebanho.

Dos 23 municipios amostrados, foram identificados animais Pl em
Amarante, Jodo Lisboa, Lageado Novo e Porto Franco (Regional de
Imperatriz); Bacabal e Sao Luis Gonzaga (Regional de Bacabal). O municipio
de Lageado Novo apresentou o maior numero de PI’s identificados, totalizando
3 animais. Nos demais municipios foram identificados um animal
permanentemente infectado em cada. Dos municipios amostrados, Lageado
Novo é o que apresenta 0 maior numero de propriedade que fazem a aquisicao
de novos animais em outros estados, especialmente Minas Gerais e Goias,
estados estes com altos indices de soropositividade para o BVDV (VIEIRA et
al., 1999), podendo assim justificar a maior presenga de PI's neste municipio..
Isso reforca ainda mais a necessidade de controle do transito de animais,
possibilitando a aquisicdo apenas de animais nao virémicos para a Diarreia

Viral Bovina.

Dentre os 92 rebanhos amostrados, 8 (8,7% - 8/92) apresentaram
animais com viremia persistente (Pl). Este resultado mostra-se préximo ao
encontrado por Ribeiro & Pereira (2004), que identificou a presenca de animais
Pl em 6,6% das exploragdes leiteiras de Pdvoa do Varzim e Ponte de Lima
(Portugal). Na ltalia, o trabalho de Ferrari e colaboradores (1999) indicou a
prevaléncia de 8,8% de exploracbes com animais Pl presentes no rebanho.

Das 92 propriedades testadas para anticorpo, em 94,57% (n=87)
foram encontrados animais reagentes. Esta prevaléncia indica que
provavelmente a fonte de infeccao seria um animal Pl. Porém, frente a baixa
frequéncia de animais persistentemente infectados identificados neste estudo,
nao deve ser ignorada a possibilidade introducédo do BVDV por animais TI, os

quais também podem promover a permanéncia do virus no rebanho
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(MOERMAN et al., 1993). Nesta circunstancia, haveria duas possibilidades: a
infeccdo nos animais do rebanho poderia cessar (MOERMAN et al., 1993) ou
poderia estabelecer uma infeccao persistente (LINDBERG & HOUE, 2005).
Desta forma, as coletas deste trabalho podem ter acontecido no momento de
infeccdo aguda dos animais, possibilitando posteriormente o nascimento de
animais Pl (HOUE, 1994), j& que poucos animais com viremia persistente
foram detectados nos rebanhos estudados.

Com relacao a faixa etaria nota-se a maior frequéncia na categoria
de animais com idade inferior a trés anos e a menor em animais com idade
superior 7 anos, além da identificacdao de 3 animais Pl com idade entre 3 e 7
anos. Estes resultados diferem de Houe (1999) quando este afirmou que um
animal com virémia persistente teria um tempo de 6 a 24 meses de vida,
provavelmente porque os animais morreriam antes de chegar a idade adulta

por complicacdes da persisténcia viral.

Outros autores somam a esta pesquisa a informacdo da
possibilidade de um animal Pl chegar a idade adulta, como Brito (2010), Dezen
e colaboradores (2013), Ribeiro & Pereira (2004). Esta € uma situacao de
merece muita atencdo na epidemiologia do BVDV, pois um animal Pl adulto
dar4d sempre descendéncia a um animal PIl, originando assim familias de
persistentemente infectados que vao desempenhar um papel importante na
manutencado do virus no rebanho. Esta situagdo mostra-se relatada no trabalho
de Noronha e colaboradores (2003), que documentou 17 partos de fémeas PI

com 4 bezerros identificados como vivos, constituindo assim as familias de PI.

A andlise univariada evidenciou que o contato com animais e fémites
de rebanhos vizinhos sao fatores de risco com associagdo estatistica
significativa. Este resultado justifica-se ja& que estas variaveis configuram-se
como sendo uma das principais formas de entrada do virus do rebanho
(ROEDER & HARKNESS, 1986; TREMBLEY, 1996), que desta forma aumenta
substancialmente as chances de uma fémea entrar em contato com o virus
durante a gestacao, gerando assim um animal com viremia persistente.
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Considerando que este contato com animais e fomites de rebanhos
vizinhos se caracteriza especialmente pelo compartiihamento de pastagens
através do aluguel de pasto, este resultado corrobora ao de Handel (2011), que
identificou 0 uso comum de pastagens como fator de risco para presenca de
animais Pl na regido de Adamawa dos Camardes, Africa. Este fator sugere a
probabilidade de contaminagcdo de pastagens, 4agua, instalacbes e
equipamentos. O BVDV, uma vez presente no ambiente, pode permanecer
viavel por duas semanas (GROOMS et al., 2006), aumentando assim a chance

de contato e infeccao em uma fémeas gestante susceptivel.

A aquisicdo de animais, quando estudado o risco referente a sua
origem (regido, estado ou outros estados) ndo se mostrou como fator de risco
para a presenca de animais Pl. Pode-se observar que, mesmo nas situagoes
em que os animais sdo importados de outros estados, especialmente Minas
Gerais e Goias onde a soroprevaléncia para o BVDV sao elevadas (BRITO et
al., 2010; FIGUEIREDO et al., 1997), nao interfere potencialmente na geracéao
de animais persistentemente viremos nas criagdes. Sendo assim, considera-se
que o0s rebanhos do Maranhdo apresentam igual importancia para a
epidemiologia da BVD no estado quando comparados aos rebanhos das
demais unidades federativas do pais, logo, a aplicacdo de medidas de
biossegurancga deve ser feita indistintamente da origem dos animais.

A presenga de caprinos, ovinos e suinos criados juntamente com
bovinos ndo se mostrou como fator de risco ha presenca de animais Pl nos
rebanhos estudados, discordando de Handel e colaboradores (2011) que
identificaram a presenca de caprinos como fatore de risco para rebanhos com

animais persistentemente infectados.

Apesar deste trabalho n&o apontar a presenca destes animais como
fator de risco, observa-se que propriedades que criam concomitantemente
bovinos e suinos tém um risco 1,59 vezes maior de apresentar um animal com
viremia persistente, sendo que este risco sobe para 3,42 vezes na presencga de
caprinos ou ovinos, quando comparado com propriedades que n&o os criam. O
BVDV pode infectar suinos (LOKEN, 1995), ovinos (CARLSSON, 1991;
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SCHERER et al., 2001), porém a infeccdo em caprinos € ovinos apresenta
maior importancia na epidemiologia da doenca (VOGEL et al.,, 2001;
PESCADOR et al., 2004), uma vez que estas espécies geralmente fazem uso
comum da pastagem com os bovinos (BROADDUS et al., 2007). Este contato
mais frequente aumentaria as chances destas espécies infectar fémeas

gestantes susceptiveis.

A auséncia de “assisténcia veterinaria” nao foi considerada como
fator de risco para a presenga de animais Pl nos rebanhos estudados. Porém,
propriedades que nao tiveram assisténcia veterinaria apresentaram um risco
2,25 vezes maior de apresentar animais Pl do que propriedades que tiveram
assisténcia veterinaria. Mesmo nao sendo considerado fator de risco neste
estudo, é oportuno destacar a importancia do médico veterinario na orientagao
do produtor rural a respeito das principais medidas sanitarias direcionadas para
esta e outras enfermidades dos bovinos.

Quanto ao manejo reprodutivo, ndo ocorreu a identificagdo de uma
técnica (monta natural ou inseminagédo artificial) como mais provavel a
presenca de animais com viremia persistente. Deve-se considerar o potencial
da monta natural como fator de risco, especialmente, devido a dificuldade da
identificacdo de animais Pl que participariam da cobertura, gerando assim,
familias persistentemente infectadas. A inseminagao artificial se utilizada com
critério e atendendo as condigdes sanitarias necessarias a sua realizacao,

pode ser considerada um fator de protecéo aos rebanhos.

A viséo espacial dos focos da infecgao pelo BVDV nas regionais das
bacias leiteiras do Estado do Maranhao mostra presenga de animais Pl e Tl
principalmente nas regionais de Imperatriz e Bacabal. Esta circunstancia pode
ser atribuida a intensa producao leiteira presente nesta regido, o que é
caracterizado por uma maior tecnificacdo da producdo, com a aquisicao de
animais em outros estados, o que possivelmente poderia animais virémicos
capazes de causar infeccdo em animais susceptiveis. As areas de vazios que
representam a falta de rebanhos amostrados nas regionais possivelmente

podem apresentar animais virémicos, uma vez que ha intenso transito de
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animais nesta regido. A proximidade de rebanhos viremicos com outras
regionais do estado implica na possibilidade de indices ainda maiores de
infeccdo pelo BVDV no estado. Isso nos permite inferir da necessidade de
novos estudos, sobretudo nas regides onde ha vazio sanitario, principalmente

nas préximas as regionais com animais Pls.

Esta pesquisa € o marco inicial para no futuro fazermos uma
identificacdo de animais Pls em todo o rebanho leiteiro do estado, conforme

demonstra os resultados de georreferenciamento.
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7 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-se concluir que:

e A frequéncia de animais permanentemente infectados na bacia leiteira
do estado do Maranhdo é baixa, porém dentro do esperado para a
enfermidade;

e A maior frequéncia de animais Pl encontra-se na faixa de idade inferior
aos 3 anos de idade;

e Foram considerados fatores de risco para animais persistentemente
infectados o contato com animais e fémites de rebanhos vizinhos;

e O estudo espacial demonstrou que a infeccdo pelo BVDV encontra-se
amplamente distribuido nas bacias leiteiras do estado do Maranhao.
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Anexo |. Paises em que se encontram documentadas infec¢des pelo virus da
Diarreia Bovina Viral.

PAIS GENOTIPO REFERENCIA

Alemanha BVDV-2 (BARROS, RAMOS, PAUPERIO, THOMPSON, &
FEVEREIRO, 2006)

Argentina BVDV-1a (BARROS et al., 2006; JONES, ZANDOMENI, &
WEBER, 2001)

Argentina BVDV-1b (JONES et al., 2001)

Argentina BVDV-2 (BARROS et al., 2006; JONES et al., 2001)

Argentina BVDV-2b (BARROS et al., 2006)

Austria BVDV-1a, 1e, 1h, 1k (HORNBERG et al., 2009)

Austria BVDV-1b, 1d, 1f, 1g (BARROS et al., 2006; HORNBERG et al., 2009)

Austria BVDV-2a (GIANGASPERO, HARASAWA, WEBER, &
BELLOLI, 2008; HORNBERG et al., 2009)

Bélgica BVDV-1a, 1b (COUVREUR et al., 2002)

Bélgica BVDV-2a (GIANGASPERQO et al., 2008)

Brasil BVDV-2b (BARROS et al., 2006)

Canada BVDV-2 (BARROS et al., 2006)

China BVDV-1b, 1f, 1m (XUE et al., 2008)

Coréia BVDV-1a, 1b, 1n, 2a (OEM et al., 2009)

Dinamarca Nao especificado (RADOSTITS et al., 2007)

Eslovaquia BVDV-2a (GIANGASPERQO et al., 2008)

Eslovénia Nao especificado (GROM & BARLIC-MAGANJA, 1999)

EUA BVDV-1a, 2 (BARROS et al., 2006)

EUA BVDV-2a (BARROS et al., 2006; Giangaspero et al., 2008)

Franca BVDV-2a (GIANGASPERQO et al., 2008)

india BVDV-1b (GALAV et al., 2007)

Inglaterra BVDV-1a, 1b, 1i (BARROS et al., 2006)

Irdo Nao especificado (GAROUSSI, HAGHPARAST, & ESTAJEE, 2008)

ltalia BVDV-1e, 2 (BARROS et al., 2006)

ltalia BVDV-2a (GIANGASPERQO et al., 2008)

Japao BVDV-1a (BARROS et al., 2006)

Japao BVDV-1b, 1c, 1d, 1e, 1f (SEKI et al., 2008)

Japao BVDV-2a (BARROS et al., 2006; GIANGASPERO et al.,
2008)

Japao BVDV-So (SEKI et al., 2008)

Lituania Nao especificado (MOCKELIUNIENE et al., 2004)

Mogambique BVDV-1c (BARROS et al., 2006)

Mogambique BVDV-1d (BARROS et al., 2006)

Namibia Nao especificado (POTGIETER, 2004)

Noruega Nao especificado (RADOSTITS et al., 2007)

Nova BVDV-2a (BARROS et al., 2006; GIANGASPERO et al.,

Zelandia 2008)

Portugal BVDV-1a, 1b, 1d, 1e, 2a (BARROS et al., 2006)

Reino Unido BVDV-2a (GIANGASPERQO et al., 2008)

Suécia Nao especificado (RADOSTITS et al., 2007)

Suica BVDV-1a, 1b, 1e, 1h, 1k (BACHOFEN et al., 2008)

Tailandia Nao especificado (KAMPA, ALENIUS, EMANUELSON, CHANLUN,
& AIUMLAMAL,2008)

Turquia BVDV-1a, 1b, 1d, 1f, 1h, 1l, | (KADIR et al., 2008)

2b

Uruguai Nao especificado (GUARINO, NUNEZ, REPISO, GIL, & DARGATZ,
2008)

Vietmane Nao especificado (DUONG, ALENIUS, HUONG, & BJORKMAN,
2008)

Zimbabué Nao especificado (POTGIETER, 2004)
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ANEXO Il. Mapa das Unidades Regionais de Defesa Agropecuaria do Estado
do Maranhéao
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APENDICE A — FICHA CADASTRAL DA PROPRIEDADE

i |
S Ficha n®
DADOS GERAIS
Nome da propriedade:
Bacia leiteira: Municipio:
Endereco:
Nome do proprietario:
Raca dos animais: Pelagem:

Sistema de criacao:

1. NUmero de animais

Machos Fémeas

Até 1 ano de idade

Entre 01 e 03 anos de idade
Entre 03 e 07 anos de idade
Mais de 7 anos

TOTAL

2. Ordenha: N° de ordanhas/dia:

3. Reprodugéo:
( )MN ( )IA ( )TE

4. Reposicao de animais:
( )Regiao ( )Estado ( ) Outros Estados
ldade:

5. Destino dos animais:
( )Abate ( )Venda
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APENDICE B — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

IV " S ‘. Ficha n®

INFORMAGCOES EPIDEMIOLOGICAS

1. Propriedades vizinhas: ( )Sim ( ) N&o
2. Contato com animais de propriedades vizinhas: ( ) Sim ( ) Nao
3. Contato com fémites das propriedades vizinhas: ( ) Sim ( ) Nao
4. Vacinacdo: ( )Sim ( ) Nao
( )Aftosa ( )Raiva ( ) Clostridioses ( ) Brucelose
() Leptospirose ( ) Diarréia Viral Bovina
5. Ocorréncia de doencas: ( )Sim ( ) Nao
Diagnosticadas: () Sim ( ) Nao
SINAIS CLINICOS
6. Digestivos: ( )Sim ( ) Né&o
Quais:
7. Reprodutivos: ( ) Sim ( ) Nao
Quais:
Eficiéncia reprodutiva: () Retorno ao cio
() Aumento do intervalo entre cios
( ) Esterelidade
8. Respiratorios: ( )Sim ( ) Nao
Quais:
9. Neuroldgicos: ( )Sim ( ) Nao

Quais:

10.Sacrificio de animais: ( ) Sim ( ) Nao

OBSERVACOES:
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