UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS
Faculdade de Veterinaria
Programa de P6s-Graduacgdo em Veterinaria

EDER
< S
v <<>

A <

= A

m

" 2 :49,
AN

?5..-.-.-y%
S
S TBRAS™

Dissertacao

Prevaléncia e variaveis associadas a infec¢cdo por BoHV-1, BVDV, Leptospira

spp. e Neospora caninum em bovinos leiteiros no municipio de

Novo Xingu-RS

Réber Zardo

Pelotas, 2017



Réber Zardo

Prevaléncia e variaveis associadas a infec¢éo por BoHV-1, BVDV, Leptospira
spp. e Neospora caninum em bovinos leiteiros no municipio de
Novo Xingu-RS

Dissertacao apresentada ao Programa de Pos-
Graduagcdo em Veterinaria da Faculdade de
Veterinéria da Universidade Federal de Pelotas,
como requisito parcial a obtencao do titulo de
Mestre em Ciéncias (drea de concentracao:
Sanidade Animal).

Orientador: Dr. Odir Antbénio Dellagostin

Coorientador: Dr. Fabio Pereira Leivas Leite

Pelotas, 2017



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

Z36p Zardo, Rober

Prevaléncia e variaveis associadas a infeccdo por BoHV-
1, BVDV, Leptospira spp. e Neospora caninum em bovinos
leiteiros no municipio de Novo Xingu-RS / Rober Zardo ; Odir
Antonio Dellagostin, orientador ; Fabio Pereira Leivas Leite,
coorientador. — Pelotas, 2017.

96 f. :il.

Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacao
em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal de Pelotas, 2017.

1. Doencas reprodutivas. 2. Soroepidemiologia. 3.
Vacinas. 4. Fatores de risco. |. Dellagostin, Odir Antonio,
orient. Il. Leite, Fabio Pereira Leivas, coorient. Ill. Titulo.

CDD : 636.213

Elaborada por Gabriela Machado Lopes CRB: 10/1842



Réber Zardo

Prevaléncia e variaveis associadas a infec¢ao por BoHV-1, BVDV, Leptospira spp. €
Neospora caninum em bovinos leiteiros no municipio de
Novo Xingu-RS

Dissertacao apresentada como requisito parcial para obtencéo do grau de Mestre em
Ciéncias, Programa de PoOs-Graduacdo em Veterindria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas.

Data da Defesa: 27/02/2017

Banca examinadora:

Prof. Dr. Odir Antonio Dellagostin (Orientador)
Doutor em Biologia Molecular pela University of Surrey

Prof. Dr2. Ligia Margareth Cantarelli Pegoraro
Doutora em Biotecnologia pela Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Geferson Fischer
Doutor em Biotecnologia Agricola pela Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Sérgio Jorge
Doutor em Ciéncias pela Universidade Federal de Pelotas



Dedico aquele que tornou tudo isso

possivel, Deus.



Agradecimentos

Agradeco, acima de tudo, a Deus. Ele que toma conta da minha vida, que me
faz sentir seguro mesmo pisando no escuro, que foi na frente abrindo os caminhos,
iluminou cada momento, fez com que tudo se encaixasse de maneira absolutamente
perfeita. Agradeco por cada oportunidade de aprender, por cada pessoa que p4s em
meu caminho.

A minha mulher Jenifer e a toda minha familia pela compreens&o durante os
momentos de auséncia, pelo carinho, paciéncia e por estarem ao meu lado me
apoiando e incentivando em todos 0s momentos.

A Tatiane Senna Bialves, pela perseveranca e extrema dedicag&o ao projeto,
pela confianca depositada, e principalmente pela amizade verdadeira que
construimos. Sem vocé certamente nao haveria resultado algum.

Aos professores Odir Antdnio Dellagostin e Fabio Pereira Leivas Leite, pela
oportunidade e por todo os ensinamentos académicos e de vida compartilhados neste
periodo de convivéncia. Vocés sdo um exemplo pra mim e tenho muito orgulho por ter
sido orientado por vocés.

Ao colega Neuro Luiz Tonin, pelo incentivo em iniciar esse novo projeto, sem o
seu direcionamento certamente nada disso teria acontecido.

A equipe do Laboratorio de Vacinologia da UFPel, por terem me acolhido e por
todo o auxilio na pratica de laboratorio, em especial ao Matheus Costa da Rosa, um
grande amigo que foi quase um terceiro orientador, acompanhou nosso trabalho
desde o inicio e nos amparou em todos 0s momentos.

Aos colegas da Secretaria Municipal de Agricultura de Novo Xingu, por toda
ajuda no mapeamento das propriedades e coleta das amostras, em especial ao
secretario Reinaldo Schorn, pela compreenséo e ajustes de horario que tornaram tudo
isso possivel.

Enfim, a todos que fizeram parte deste projeto ou que contribuiram de alguma

forma para que o objetivo fosse alcangado, muito obrigado.



“S6 somos verdadeiramente donos do nosso destino
guando formos capazes de entrega-lo nas méaos de
Deus.”



Resumo

ZARDO, Réber. Prevaléncia e variaveis associadas a infec¢cdo por BoHV-1,
BVDV, Leptospira spp. e Neospora caninum em bovinos leiteiros no municipio
de Novo Xingu-RS.2017. 96f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Programa de
Pos-Graduacao em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

As doencas reprodutivas infecciosas geram grandes prejuizos a exploracdo pecuaria
devido a ocorréncia de abortos, perdas embrionérias e queda na producgdo. Assim,
estabelecer uma estimativa da distribuicdo destas doencas no rebanho é fundamental
na adocao de medidas de prevencdo e controle. Este estudo teve o objetivo de
investigar a soroprevaléncia de anticorpos contra BoHV-1, BVDV, Leptospira spp. e
Neospora caninum no rebanho leiteiro do municipio de Novo Xingu através de
soroneutralizacao, teste de aglutinacdo microscopica, imunofluorescéncia e ELISA,
respectivamente. Para isso, foram coletadas 405 amostras de soro de fémeas bovinas
leiteiras provenientes de 109 rebanhos e determinadas as variaveis associadas a
infecgao por cada agente. As amostras foram divididas em duas categorias de acordo
com o status vacinal do rebanho. Dentre os 147 animais vacinados, 74,8% possuiam
titulos de anticorpos contra BoHV-1, 53% contra BVDV e 52,3% contra Leptospira spp.
A vacinacdo nao conferiu imunidade protetora em mais de 40% dos bovinos. Entre os
258 animais n&o vacinados, 9,3% foram positivos pra BoHV-1, 11,2% para BVDV,
12% para Leptospira spp. e 37,3% para N. caninum. Os resultados demonstraram que
municipio de Novo Xingu apresentou baixa prevaléncia de infeccdo por BoHV-1,
BVDV e Leptospira spp, com valores até 80% menores em relacdo a média da regido
sul do pais. Em contrapartida observou-se acentuada ocorréncia de infeccdo por
Neospora caninum, 57% maior em relagdo a mesma média. Tiveram associacdo a
soropositividade dos animais as variaveis: histérico de aborto, histérico de retorno ao
cio, utilizacdo de piquete maternidade, médes ou avdos com historico de aborto e
presenca de animais silvestres. Houve também correlacdo das variaveis historico de
aborto e maes ou avds com histérico de aborto entre si, provavelmente decorrente de
transmisséo vertical entre os animais. A baixa titulacdo de anticorpos conferida pelas
vacinas comerciais, sugere a necessidade de estudos controlados sobre a qualidade
e eficacia das mesmas. Os resultados dos exames soroldgicos foram entregues aos
produtores, que receberam wuma capacitagcdo sobre particularidades das
enfermidades, possibilidades de tratamento, vacinagéo, destino de envoltorios fetais
e demais medidas de controle e prevencgéo a serem adotadas em cada propriedade.

Palavras-chave: doencas reprodutivas; soroepidemiologia; vacinas; fatores de risco.



Abstract

ZARDO, Rober. Prevalence and associated variables with BoHV-1, BVDV,
Leptospira spp. and Neospora caninum infection in dairy cattle, in Novo Xingu
county, Rio Grande do Sul state. 2017. 96f. Dissertation (Master degree in
Sciences) - Programa de Péds-Graduacdo em Veterinaria, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Infectious reproductive diseases cause great economic losses to livestock production
due to the occurrence of abortions, embryonic losses and production decrease. Thus,
establishing an estimate of the distribution of these diseases in the herd is fundamental
in the adoption of prevention and control measures. This study aimed to investigate
the seroprevalence of antibodies against BoHV-1, BVDV, Leptospira spp. and
Neospora caninum in the dairy herd of the municipality of Novo Xingu, determined by
seroneutralization, microscopic agglutination test, immunofluorescence and ELISA,
respectively. A total of 405 serum samples of dairy cattle from 109 herds were collected
and the variables associated with infection by each agent were determined. Samples
were divided into two categories according to the herd's vaccine status. Among the
147 vaccinated animals, 74.8% had antibody titers against BoHV-1, 53% against
BVDV and 52.3% against Leptospira spp. Vaccination did not confer protective
immunity in more than 40% of bovines. Among the 258 unvaccinated animals, 9.3%
were positive for BoHV-1, 11.2% for BVDV, 12% for Leptospira spp. and 37.3% for N.
caninum. The results showed that the municipality of Novo Xingu presented low
prevalence of infection by BoHV-1, BVDV and Leptospira spp., with values up to 80%
lower than the average of the southern region of the country. In contrast, there was a
marked occurrence of Neospora caninum infection, 57% higher than the same
average. The following variables were associated with the seropositivity of the animals:
history of abortion, history of return to estrus, use of a maternity picket, mothers or
grandparents with a history of abortion and presence of wild animals. There was also
a correlation between history of abortion and mothers or grandparents with a history
of abortion, probably due to vertical transmission between the animals. The low titers
of antibodies conferred by commercial vaccines suggest that it necessary controlled
studies about their quality and efficacy. The results of the serological tests were made
available to the farmers, who received training on the particularities of the diseases,
treatment possibilities, vaccination, destination of fetal membranes and other
measures of control and prevention to be adopted in each property.

Keywords: reproductive diseases; seroepidemiology; vaccines; risk factors.
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1 Introducéo

A pecuaria leiteria brasileira destaca-se no cenario internacional ocupando o
quinto lugar em producéao de leite, com aproximadamente 30.523 toneladas em 2015
(OECD/FAO, 2016). Contudo, os indices de produtividade brasileiros encontram-se
muito aguém quando comparados aos paises desenvolvidos, principalmente levando-
se em conta as tecnologias disponiveis e as condicfes climaticas do pais
(JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006; SIQUEIRA; CARNEIRO, 2012).

Para gerar bons indices de produtividade é crucial que o rebanho tenha um
bom desempenho reprodutivo, com intervalos entre partos proXimos a um ano
(PEREIRA et al., 2014; VIEIRA, 2014). No entanto, diversos fatores como problemas
de manejo nutricional, genéticos, ambientais e infeciosos podem ocasionar desordens
reprodutivas nestes animais, com manifestacbes clinicas que envolvem morte
embrionaria ou fetal, repeti¢cdes de cio, abortos, mumificacdo fetal e natimortos. Todas
essas implicacdes, independentemente de sua etiologia, sdo responsaveis por
extensas perdas econ6micas na cadeia produtiva de bovinos, uma vez que diminuem
os indices de prolificidade e produtividade do rebanho (JUNQUEIRA; ALFIERI, 2006).

Mesmo sendo multifatorial, estima-se que as causas infecciosas sejam
responsaveis por mais de 30% dos casos de perdas gestacionais em bovinos. Entre
0s principais agente infecciosos envolvidos estdo o virus da diarreia viral bovina
(BVDV), o herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1), a Leptospira spp. e o Neospora
caninum (GIVENS, 2006).

A diarreia viral bovina (BVD) é uma das doencas viricas de maior impacto em
bovinocultura, pois além de uma série de manifestacbes clinicas que incluem
desordens digestivas e reprodutivas, causa uma diminuicdo da resposta imune do
hospedeiro, favorecendo o aparecimento de infecgdes secundarias (DIAS; SAMARA,
2010). Animais persistentemente infectados s&o os principais disseminadores da
doenca uma vez que eliminam, de maneira permanente, grandes quantidades de virus
ao longo da sua vida (RIDPATH; FLORES, 2007).

O BOHV-1 acomete o trato respiratorio e reprodutor dos bovinos, sendo

responsavel pela rinotraqueite infecciosa bovina, além da vulvovaginite pustular
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infecciosa e balanopostite pustular infecciosa (FRANCO; ROEHE; VARELA, 2012).
Uma caracteristica do BoHV, assim como outros membros de sua familia, é a
capacidade de estabelecer laténcia nos ganglios nervosos sensoriais, 0 que possibilita
sua reativacdo em condicbes de diminuicdo da resposta imune do hospedeiro
(JONES, 2003).

A leptospirose é uma antropozoonose de distribuicdo mundial que acomete
varias espécies de animais domesticos e silvestres, além do homem (BHARTI et al.,
2003). E causada por bactérias patogénicas do género Leptospira, distribuidas em
mais de 20 espécies, das quais pelo menos 9 sdo patogénicas. Mais de 300 sorovares
ja foram identificados (BOURHY et al., 2014). A coloniza¢do dos tubulos renais e a
consequente eliminacdo da bactéria pela urina € a principal responsavel pela
contaminacdo do ambiente e fonte de infeccdo para outros animais e humanos
(RADOSTITS et al., 2000).

Neospora caninum € considerado uma das causas infecciosas mais
importantes de abortos em bovinos em todo o mundo, responsavel por perdas
econdmicas globais em torno de US$ 2 bilhdes/ano na pecuaria de leite e de corte
(REICHEL et al., 2013). A neosporose encontra-se amplamente distribuida por véarios
estados brasileiros e, segundo estimativas, mais de 474 mil abortos podem estar
ocorrendo na pecuaria leiteira brasileira devido a doenca (NICOLINO et al., 2015). O
parasito tem como seu principal hospedeiro definitivo (HD) os caes, mas varias
espécies de animais ja foram identificadas como hospedeiros intermediarios (HI).
Apesar de possuir ciclo biolégico heteroxeno, os bovinos ndo precisam de contato
com o HD para que haja a permanéncia do parasito no rebanho, uma vez que grande
parte das infeccdes sao transmitidas de maneira vertical durante a gestacao (DUBEY;
SCHARES, 2011).

Identificar os agentes etiol6gicos presentes na propriedade é fundamental para
estabelecer as ferramentas de controle sanitario ideais, adotar esquemas de
vacinacdo de acordo com a realidade local e reduzir custos de producao, além de
evitar a disseminacdo de patdogenos no rebanho e, dependendo do caso, a
transmissdo ao ser humano (ORLANDO, 2013). Entretanto, as regides brasileiras
apresentam diferencas significativas, quanto a densidade de animais, tipo de
exploracéo rural, tipo de manejo e condic¢des climaticas, influenciando na gravidade e

na prevaléncia da doenca em determinadas populagdes. Assim, o referencial teérico



14

desta pesquisa baseou-se apenas em estudos de prevaléncia realizados na regiéo sul
do Brasil, pela homogeneidade das condi¢cdes geograficas e de manejo existentes.

Devido a essa grande variabilidade, estudos locais de prevaléncia destas
enfermidades sdo necessarios para melhor estimar sua ocorréncia. No entanto,
poucos estudos foram realizados na regido noroeste do RS, e nenhum nas
proximidades do municipio de Novo Xingu, levando a uma escassez de dados
estatisticos sobre 0 assunto daquela localidade. Desta maneira, o presente estudo foi
desenvolvido com o intuito de avaliar a condicdo sanitaria do rebanho leiteiro do
municipio, frente a infeccdo pelo Herpesvirus Bovino Tipo-1, virus da diarreia viral
bovina, Leptospira spp. e Neospora caninum. Além de determinar, através de um
guestionario epidemioldgico, os aspectos relacionados a essas infec¢des e o nivel de
associacao entre eles. Assim foi possivel estimar a prevaléncia das doencas, avaliar
os titulos de anticorpos vacinais e identificar os principais fatores de risco nos
rebanhos analisados.



2 Revisado da Literatura

2.1 Diarreia Viral Bovina

2.1.1 Agente etioldgico

A diarreia viral bovina (BVD) é uma enfermidade causada pelo BVDV (“Bovine
Viral Diarrhea Virus”), membro da familia Flaviviridae, género Pestivirus, um dos
menores virus envelopados causadores de infeccdo em animais, com 40 a 60
nandmetros de diametro. E um RNA virus de fita simples e sentido positivo, protegido
por um capsideo proteico icosaédrico e envolto por um envelope de composicao
lipoprotéica derivado das membranas das células hospedeiras (Fig.1) (FLORES,
2007).

Proteinas do capsideo

- E Genoma RNA

-— Membrana lipidica

_ Glicoproteina E

o

Glicoproteina M

Figura 1. llustracdo esquemédtica da morfologia e estrutura de uma
particula virica da familia Flaviviridae. Fonte: (RIDPATH; FLORES, 2007)

Devido a grande variabilidade genética e antigénica existente, o virus € dividido
em trés gendtipos distintos: BVDV-1, BVDV-2 e BVDV-3. O principal fator responsavel
€ atribuido a presenca de uma regido hipervaridvel na por¢cdo N-terminal da
glicoproteina E2, uma proteina estrutural do envelope viral responsavel pela adsor¢céo

do virus a receptores especificos nas células (SIMMONDS, et al., 2011). Apesar de
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a maioria das cepas de referéncia e utilizadas em vacinas serem do genotipo 1, na
regido sul do Brasil 42,2% dos isolados sé&o do gendtipo 2 (WEBER et al., 2014). Isso
dificulta o estabelecimento de ferramentas corretas de diagnostico e controle da
enfermidade devido ao baixo indice de imunidade cruzada entre os dois (ABE et al.,
2016).

O BVDV é classificado em dois bi6tipos: citopéatico (CP) e ndo citopatico (NCP)
de acordo com sua capacidade de produzir citopatologia em cultivo celular. O NCP é
0 mais encontrado em amostras de campo e também o Unico que atravessa a placenta
podendo causar o nascimento de bezerros imunotolerantes ao virus e por iSso
persistentemente infectados (PIl) (RIDPATH; FLORES, 2007). Entretanto, nos animais
Pl, a imunotolerancia € exclusiva e especifica aos epitopos presentes na estirpe viral
responsavel pela infeccdo (BREWOO et al., 2007). Além disso, mesmo que células
infectadas pelo BVDV nédo produzam interferon (IFN) em resposta a infecgbes por
virus heterdlogos, o IFN produzido por células néo infectadas pode ainda proteger
tanto estas quantos as que se encontram persistentemente infectadas pelo virus
(SCHWEIZER et al., 2006).Deste modo, infeccbes causadas por cepas heterdlogas
do mesmo virus podem gerar uma resposta imune tanto inata quanto adaptativa,
devido ao reconhecimento de diferentes epitopos presente no novo isolado
(BREWOO et al., 2007; SCHWEIZER et al., 2006).

Todavia, ocasionalmente o genoma dos virus NCP pode sofrer insercées ou
delecdes de genes, gerando mutantes CP. Quando um individuo PI é reinfectado por
uma variante CP do virus, geralmente originado a partir de mutacées do BVDV (NCP)
presente no animal, h4 o desenvolvimento da Doenca das Mucosas. Enfermidade
caracterizada por uma gastroenterite grave e quase sempre fatal que, devido a estas
condi¢cBes, acomete apenas animais Pl (FLORES, 2007).

O virus é sensivel a pH acido, mantendo-se estavel as variacdes de pH entre
5,7 a 9,3. Devido a composicdo de seu envelope, sédo rapidamente inativados por
solventes organicos, detergentes, fendis e hipoclorito de sodio. E estavel & baixas
temperaturas, preservando sua infectividade por anos quando mantido a temperaturas
inferiores a -70°C, contudo é facilmente inativado pelo calor. Devido a estas
caracteristicas, possui baixa resisténcia no ambiente, permanecendo viavel por
apenas alguns dias (FENNER et al., 1993; RIDPATH, 2005).
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2.1.2 Epidemiologia

Os primeiros levantamentos epidemiologicos da ocorréncia de BVDV no Brasil
ocorreram no Rio Grande do Sul. No inicio da década de 70, Wizigmann et al. fizeram
0 primeiro estudo sorologico e em 1974 Vidor et al., conseguiram isolar o agente
etioldgico da BVD a partir do sangue de um feto coletado em um matadouro no estado
(VIDOR et al., 1974; FLORES et al.,, 2005). Desde entdo, diversos estudos de
prevaléncia tém sido realizados em varias regides, demonstrando a ampla distribuicao
da infec¢é@o no rebanho bovino brasileiro. (FLORES et al., 2005). A prevaléncia média
nos estados, de acordo com os autores, foi de 73,5% no Parana, 43,4% em Santa
Catarina e 45,6% no Rio Grande do Sul (Tab.1).

Embora os bovinos sejam considerados seus hospedeiros naturais, o virus ndo
€ espécie especifico sendo capazes de infectar uma ampla gama de espécies de
animais domésticos e silvestres (LINDBERG, 2003).

Tabela 1. Estudos soroldgicos realizados acerca da prevaléncia da infec¢éo pelo BVDV em bovinos na
regido sul do Brasil (2000-2015).

Caracteristicas da

Origem n* Pos.*  Prev.* Referéncia
amostra
PR Bovinos de corte e leite 937 73,47%  MEDICI et al. (2000)
. o SCHERER et al.
RS Bovinos leiteiros 1335 682 51%
(2002)
Bovinos leiteiros de 28 POLETTO et al.
RS ) 204 60 29,4%
propriedades (2004)
RS Tanques coletivos de leite 11.711 1.028 8,8%** BRUM et al. (2004)
Bovinos de 1264 WEIBLEN (2004 apud
RS ; 14.535 5.717 39,33%
propriedades FLORES et al., 2005)
] . VIDOR (2004 apud
RS Bovinos de 17 municipios 697 410 58,8%
FLORES et al., 2005)
Animais de 85 QUINCOZES et al.
RS ) 1734 1.150 66,32%
propriedades (2007)
_ o FRANDOLOSO et al.
RS Bovinos leiteiros 765 442 57,7%
(2008)
SC 309 180 58,25%  FINO et al. (2013)
RS Bovinos de corte e leite de 1083 580 53,5% BECKER et al. (2015)
Fémeas com problemas PASQUALOTTO et al.
SC . 842 240 28,5%
reprodutivos (2015)

*n: nOmero de amostras testadas; Pos.: Positivos; Prev.: Prevaléncia;** % dos rebanhos
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Multiplas variaveis associadas ao aumento da prevaléncia da infeccéo, podem
ser consideradas como fatores de risco e tém sido estudadas por diversos
pesquisadores (Tab. 2). Muitas destas condicbes podem estar associadas a
disseminacdo do virus dentro e entre rebanhos, cuja velocidade depende da
prevaléncia da infeccdo no local, da densidade da populagcdo animal e de
caracteristicas intrinsecas do agente, como estirpe e viruléncia (THURMOND, 2005).

Tabela 2. Relagao de fatores de risco para infeccao pelo BVDV em bovinos, por autor, obtidos através
de estudos realizados entre os anos de 1999 e 2016.

Autores Fatores de risco
Compra de animais, uso de pasto em comum, 0 contato entre

VALLE et al. (1999) rebanhos através das cercas de pastagem, o transito de animais, a

falta de assisténcia técnica e troca de bezerros entre os agricultores

MAINAR-JAIME et al. Idade, raga, distancia entre fazendas, producdo de leite e origem da
(2001) vaca.
BARBOSA,; BRITO;

Idade dos animais.
ALFAIA (2005)

Exploragdo mista, criacdo extensiva, realiza¢do de ordenha mecénica,

uso de inseminacdo artificial ou de inseminagéo artificial associada a
QUINCOZES et al. (2007) _ o o o

monta natural, uso de piquete de paricdo e auséncia de assisténcia

veterindria.

Tamanho do rebanho, auséncia de piquete maternidade, transito de
TALAFHA et al. (2009) trabalhadores entre propriedades e a falta de quarentena de animais

recém adquiridos antes da adi¢éo ao rebanho.

Producéo de leite (1-5L), auséncia de assisténcia veterinaria, uso de
CHAVES et al. (2010) ) . L o

monta natural e monta natural associada a inseminacéo artificial.

Presenca de suinos, auséncia de assisténcia veterinaria, uso de

CHAVES et al. (2012) monta natural ou de monta natural associada a inseminacgéo artificial
e diarreia.
ALMEIDA et al. (2013) Uso de inseminagéo artificial e tamanho do rebanho

Tipo de exploracéo (leite), numero de vacas no rebanho, o percentual
GRAHAM et al. (2013) de mortalidade de bezerros até 28 dias apos 0 hascimento e 0 nimero
de bovinos adquiridos.
SOUSA et al. (2013) Volume de producéo de leite (1 -5 litros).
WEBER et al. (2014) Presenca de ovelhas na propriedade
Contato entre animais de propriedades vizinhas e manejo reprodutivo

MACHADO et al. (2016)
(monta natural).
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Os animais infectados eliminam o virus através de secre¢des nasais e oculares,
saliva, urina, fezes, fluidos uterinos, envoltorios fetais e sémen (RADOSTITS et al.,
2000). O modo de infeccdo mais comum ocorre pelo contato do virus com as mucosas
através da ingestdo ou inalacdo de particulas virais. A transmissao indireta pode
ocorrer por procedimentos de vacinacdo com reutilizacdo de agulhas, através de
equipamentos e utensilios, reutilizagdo de luvas de palpacéo retal, pela contaminacao
de currais ou ainda através de insetos hematéfagos. Mesmo que 0s animais sejam
mantidos em baias separadas, pode ocorrer transmissao pelo ar a distancias de até
10 metros (LANG-REE et al., 1994; NISKANEN; LINDBERG, 2003; THURMOND,
2005). A transmissao vertical ocorre em fémeas Pl ou quando fémeas imunotolerantes
entram em contato com o virus durante a gestacdo, desenvolvendo infec¢do aguda.
Nos dois casos ha infeccao transplacentaria do feto (LARSON, 2005). A existéncia de
animais PI, que eliminam grandes quantidades de virus no ambiente, pode resultar na
rapida disseminagéo do virus entre a maioria dos bovinos susceptiveis, constituindo o

meio mais comum e efetivo de transmisséo do agente (FLORES, 2007).

2.1.3 Patogenia e Sinais Clinicos

A patogénese da infeccdo é complexa e depende de multiplos fatores como o
status imunolégico do hospedeiro, a cepa do virus envolvido, a idade do animal,
ocorréncia de infeccdo transplacentaria e ocorréncia de infec¢cdes secundarias
(RADOSTITS et al., 2000; FLORES et al., 2005). O virus penetra principalmente pela
mucosa oronasal e se multiplica no epitélio do trato respiratério superior e linfonodos
regionais, ocorrendo viremia de 3 a 10 dias apds a infeccéo inicial. O agente possui
tropismo por células com alta taxa de diviséo, por isso ao se espalhar sistemicamente,
migra principalmente para as placas de Peyer no intestino e para o feto onde inicia o
processo de multiplicacdo. Durante esta fase acontece a liberacdo méaxima de
particulas virais, atingindo seu pico de 12 a 42 horas ap6s a infeccdo (LANYON et al.,
2014).

Com a infeccao do epitélio do trato digestorio, ha o surgimento de Ulceras na
porcao superior, inflamacéo e edema do abomaso e hiperemia do intestino delgado,
com presenca de conteudo liquido com estrias de muco e células de descamacao no
seu interior. O epitélio das criptas do abomaso e intestino apresenta-se necrético com
extensa perda celular (CARLTON; MCGALVIN, 1998). Animais infectados
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desenvolvem leucopenia e trombocitopenia, acarretando uma imunossupressao
especialmente celular e favorecendo o aparecimento de doencas secundarias
(LINDBERG, 2003). Isso ocorre porque o BVDV invade células fundamentais no
controle da resposta imune inata e adquirida, incluindo granulécitos, macrofagos,
células mieldides apresentadoras de antigenos e linfécitos T e B. Como consequéncia,
ocorre principalmente uma diminuicAo da fagocitose e da produgcdo de
imunoglobulinas bem como da expressao de seus receptores. Além disso, a invasao
dos macrofagos gera uma diminuicdo de citocinas como TNF-a (fator de necrose
tumoral) e IFN-y (interferon), principais mediadores quimicos na resposta anti-viral
(CHASE; ELMOWALID; YOUSIF, 2004).

Em animais prenhes os principais sinais clinicos sdo: abortos, mumificacéao
fetal, nascimento de bezerros fracos ou natimortos, decréscimo na taxa de concepcéao
e queda na producéao de leite, entre outros (RADOSTITS et al., 2000). Entretanto, os
efeitos da infecdo dependem do biétipo e estirpe do virus, e do periodo gestacional

em que ocorre (Fig. 2).
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Figura 2. Consequéncias da infeccdo de fémeas bovinas prenhes
pelo BVDV, de acordo com o biétipo do virus e com o estagio de
gestacdo. Fonte: Adaptado de RIDPATH; FLORES (2007)

Quando a infec¢do acontece durante as primeiras trés semanas de gestacéo,
ndo ha infeccdo do embrido pois o BVDV parece ndo ser capaz de penetrar na zona
peltucida. No entanto, apos o desenvolvimento dos cotilédones, uma infeccdo da mae

pode resultar em infeccdo e morte embrionaria (MOENNIG; LIESS, 1995). Quando o
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embrido ou feto é infectado por cepas NCP entre o 40° e 120° dia de gestacao, seu
sistema imunologico ainda reconhece 0s antigenos virais como proprios e por isso é
incapaz de montar uma resposta contra 0 virus. Isso resulta no nascimento de
bezerros Pl que excretam o virus continuamente em suas secre¢fes e excrecdes
(FLORES, 2007). Infecgbes entre o 80° e 150° dia de gestacao pode levar a efeitos
teratogénicos ou a morte fetal e aborto sem qualquer efeito sobre a vaca (MOENNIG;
LIESS, 1995).

Em animais imunocompetentes e fémeas nao gestantes a infeccéo € na maioria
das vezes assintomatica, mas ocasionalmente, estirpes de maior patogenicidade
podem provocar doenca clinica. Os sinais clinicos sdo geralmente transitorios,
iniciando aproximadamente uma semana ap6s a infeccdo, e incluem febre,
inapeténcia, diminuicdo na producao leiteira e lesbes em mucosas associadas com
quadros respiratérios e gastrointestinais (FINO et al., 2012a). A doenca clinica aguda
ocorre principalmente em bezerros imunocompetentes, entre 6 e 24 meses quando
ha uma diminuicdo da imunidade colostral, sem a presenca de imunidade adquirida
ao virus (THURMOND, 2005).

A doenca das mucosas (DM) ocorre quando um animal Pl é infectado com uma
amostra de BVDV-CP, geralmente originado de muta¢g6es do BVDV-NCP do préprio
animal. A DM é uma doenca aguda e quase sempre fatal, ocorrendo principalmente
em animais entre seis meses e dois anos de idade. E caracterizada por diarreia,
inapeténcia, desidratacdo, lesbes erosivas nas narinas e na boca e morte dentro de
poucos dias (FLORES, 2007).

2.1.4 Diagnostico

Devido a diversidade de manifestacdes clinicas, que vdo desde uma forma
inaparente até uma sindrome fatal, um diagnéstico conclusivo sé podera ser obtido
com o auxilio de testes laboratoriais. O método de eleicdo devera levar em conta o
objetivo clinico da investigacao, as condi¢des do rebanho e do nimero de amostras a
serem analisadas (DIAS et al., 2010). Dentre as possibilidades inclui-se o isolamento
viral, imunofluorescéncia, imunohistoquimica, soroneutralizacdo e ELISA, além de
técnicas moleculares baseadas na deteccéo de acidos nucléicos virais como RT-PCR,
Southern blot, Northern blot e dot /slot blot (FLORES, 2007).
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Quando o objetivo da investigacdo é a erradicacdo do BVDV do rebanho, é
imprescindivel a deteccao do virus ou antigeno especifico, por ser a inica maneira de
identificar e posteriormente eliminar os animais Pl presentes no efetivo (LANYON et
al., 2014). O isolamento viral ainda € considerado pela OIE como padrédo ouro para o
diagnostico do BVDV. A técnica amplia as possibilidades de um diagndstico final, uma
vez que pode ocasionalmente identificar outros virus que nado faziam parte da
presuncéo inicial (DUBOVI, 2013). Como a maioria dos BVDV isolados sao do bidtipo
NCP, o teste devera incluir analises por imunofluorescéncia ou imunohistoquimica,
utilizando anticorpos marcados para identificagdo do antigeno viral (SALIKI; DUBOVI,
2004).

Atualmente a RT-PCR tem sido amplamente utilizada como padrado, por ter boa
sensibilidade e especificidade, além de ser mais rapida, mais barata e ndo exigir
instalacdes para cultivo celular (LANYON et al., 2014; MARTIN et al., 2016). A RT-
PCR pode ainda ser utilizada como teste de triagem em rebanhos leiteiros através de
amostra de leite de tanques, reduzindo drasticamente o tempo e o custo da
identificacdo destes animais no rebanho (HILL et al., 2010).

A imunohistoquimica também é largamente usada para confirmar a presenca
de animais Pl em rebanhos, através de amostras de tecidos (ANDRADE et al., 2005;
HILBE et al., 2007). Sua principal vantagem é a possibilidade de identificacdo de
animais Pl sem que haja a interferéncia de anticorpos colostrais, e sem a necessidade
de fixacdo na preparacao dos fragmentos de pele (SALIKI; DUBOVI, 2004).

O ELISA de captura de antigeno € o método de detec¢do antigeno especifico
mais simples e rapido, e por isso 0 mais utilizado na rotina clinica, principalmente
como método de rastreio. Pode ser usado com amostras de soro, leite ou tecido de
orelha, com sensibilidade e especificidade que variam de 67% a 100% e 98,8% a
100%, respectivamente, quando comparados com o isolamento do virus (LANYON et
al., 2014; SALIKI; HUCHZERMEIER; DUBOVI, 2000).

Ferramentas de diagndéstico baseadas na deteccdo de anticorpos em animais
expostos ao virus, seja através de infeccdo natural ou vacinagdo, sdo amplamente
utilizadas e envolvem principalmente as técnicas de soroneutralizacdo (SN) e ELISA
(SALIKI; DUBOVI, 2004). Contudo, a positividade indica apenas que houve uma
exposicdo prévia ao agente viral, ndo sendo possivel a diferenciacdo entre infecgéo
natural ou vacinacdo. Por isso, em rebanhos vacinados o valor do teste é limitado,

constatando apenas o status sorolégico e a eficacia da vacina. Animais PI, por ndo
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possuirem ou apresentarem baixos niveis de anticorpos contra o virus, ndo séo
identificados por métodos soroldgicos, devendo serem submetidos a ensaios de
deteccdo de virus ou de antigenos virais (RT-PCR, ELISA) (LANYON et al., 2014;
LINDBERG, 2003).

A soroneutralizacdo é o teste padrédo para detec¢cdo de anticorpos anti-BVDV
do bidtipo citopatico. A técnica baseia-se na quantificacdo do efeito inibitério dos
anticorpos na replicacéo do virus na cultura celular, através da avaliacdo da presenca
de efeito citopatico em diversas diluicbes de soro (SANDVIK, 2005). A atividade
neutralizante cruzada entre os diferentes genotipos virais € reduzida ou até mesmo
indetectavel na SN, principalmente quando baixos niveis de anticorpos estédo
presentes. Deste modo, como as estirpes de referéncia utilizadas, “NADL” ou “Oregon
C24V”, sao do genotipo 1 do BVDV, infecgdes causadas por estirpes de campo
diferentes destas, podem né&o ser detectadas pelo teste de SN (GIANGASPERO et
al., 1988). Contudo, apesar de ambas as variacdes de gendtipos e bidtipos serem
resultado de mutacdes genéticas, apenas as diferencas virais genotipicas tem
significancia para a detecc¢éo e controle através de soroneutralizacdo, ja que os dois
bi6étipos sdo antigenicamente idénticos e por isso indistinguiveis sorologicamente
(RIDPATH, 2003).

2.2 Rinotraqueite Infecciosa Bovina

2.2.1 Agente etioldgico

A Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), a Vulvovaginite Pustular Infeciosa
(IPV) e a Balanopostite Pustular Infecciosa (IBP) fazem parte de um complexo de
enfermidades causadas pelo Herpesvirus Bovino Tipo-1 (BoHV-1). Um virus cujo
genoma é composto por uma molécula de DNA fita dupla linear (Fig. 3), envelopado,
pertencente a Familia Herpesviridae, Subfamilia Alphaherpesvirinae e Género
Varicellovirus (FLORES, 2007; KING et al., 2012).
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Figura 3. llustrag&o simplificada de uma particula virica da familia Herpesviridae.
Fonte: Adaptado de: http://viralzone.expasy.org/all_by_ species/178.html

O BoHV-1 pode ser subdividido em trés diferentes gendtipos, baseado em suas
caracteristicas gendmicas e antigénicas: BoHV-1.1 geralmente associado a sinais
respiratorios classicos da IBR, abortos e infertilidade; BoHV-1.2a relacionado a IPV e
IBP e também manifestacdes respiratérias e BoHV-1.2b menos patogénico e incomum
no Brasil, geralmente associado apenas a doenca respiratéria leve (FLORES, 2007).
Entretanto, a associacdo de um subtipo com cada quadro clinico ndo é de natureza
exclusiva e o desenvolvimento de rinotraqueite ou vulvovaginite/balanopostite
depende mais da via de infeccdo do que do subtipo do virus (OIE, 2016a). O BoHV-1
nao possui hospedeiro especifico, tendo sido encontrado em uma ampla variedade de
mamiferos (KING et al., 2012).

As espécies BoHV-1 e BoHV-5 sdo genética e antigenicamente relacionadas,
razdo pela qual existe um alto grau de reatividade sorologica cruzada entre elas. A
similaridade génica entre as glicoproteinas do envelope viral € em média de 82%,
chegando a 98% para a glicoproteina D (gD) (DELHON et al., 2003). Contudo, apesar
desta correspondéncia, o BoHV-1 e o BoHV-5 possuem diferentes capacidades de
invadir o tecido nervoso (GABEV et al., 2010). Enquanto o BoHV-5 é capaz de infectar
diferentes regides do cérebro causando meningoencefalite, o0 BoHV-1 normalmente
ndo ultrapassa os ganglios nervosos, onde estabelece infec¢do latente, embora
ocasionalmente, o BoHV-1 pode ser detectado no sistema nervoso central de bovinos
(VOGEL et al., 2003). Uma importante caracteristica biologica desses virus é sua
capacidade de estabelecer laténcia nos ganglios sensoriais, caracterizada pela

presenca do genoma viral inativo no ndcleo dos neurdnios, sem expressao génica ou
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produgdo de progénie viral. Os animais infectados tornam-se portadores
assintomaticos e o virus permanece ali por toda a vida do animal. Em situacfes de
estresse ou imunossupressao como parto, febre dos transportes, manejo intenso ou
tratamento com corticosteroides, pode haver uma reativacao do virus levando a uma

infeccdo ativa e reexcrecdo de particulas infectantes (JONES, 2003).

2.2.2 Epidemiologia

Bovinos de todas as idades sdo suscetiveis ao BoHV-1, porém a infeccao
ocorre com maior frequéncia em animais acima de seis meses de idade. A infecgcao
por este virus apresenta elevada morbidade, no entanto a morte € um evento raro e
geralmente decorrente de complicacbes causadas por infeccbes secundarias,
mantendo a taxa de mortalidade abaixo de 5% (FLORES, 2007). As maiores
concentracbes de virus sdo encontradas nas secrecfes respiratorias, oculares e
genitais, consistindo nas principais fontes de contaminacdo pelo BoHV-1. A
transmissao ocorre por contato direto com as secre¢cdes contaminadas, aerossois ou
indiretamente através de fomites contaminados (FINO et al., 2012b; NANDI et al.,
2009). Ha também transmisséo através do sémen, tanto durante a monta natural
guanto por inseminacéo artificial, devido a contaminacgéo do ejaculado quando entra
em contato com 0s virus presentes na mucosa do prepucio (FRANCO; ROEHE;
VARELA, 2012). Oliveira et al. (2011) analisaram 57 amostras de sémen fresco e
congelado, de touros de corte do Rio Grande do Sul, e detectaram DNA viral em todas
as amostras testadas, sendo 44% positivas para BoHV-1 e 100% positivas para
BoHV-5. Logo, todas as amostras positivas para BoHV-1 tinham infecgéo
concomitante com BoHV-5.

Surtos da doenca estdo normalmente associados a situacfes de estresse, a
reativacdo viral ou a introducdo de animais infectados em rebanhos suscetiveis
(FLORES, 2007). O estresse pode induzir o surgimento de sinais clinicos menos
severos e com menor tempo de duracdo do que na infec¢do clinica, tornando-os
menos perceptiveis (VAN REENEN et al., 2000). No entanto, a partir do terceiro dia
apos reativacao ja podem ser detectadas particulas virais nas secrecdes genitais que,
embora em titulos inferiores aos detectados na infec¢cdo aguda, parecem ser

suficientes para infectar outros animais (HENZEL et al., 2008).
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Embora o estado de laténcia viral dificulte a estimativa dos casos de infeccao
pelo BoHV h& estudos realizados utilizando a técnica de PCR podem identificar a
presenca de DNA viral nos ganglios. Campos et al. (2009) demonstraram a presenca
de infeccdo em 87% das amostras coletas em abatedouro, com prevaléncia de 6,9%
para BoHV-1, 17,2% para BoHV-5 e 75,9% para infecgdo concomitante de BoHV-1 e
BoHV-5, no Rio Grande do Sul. Resultados diferentes foram relatados por Oliveira et
al. (2015) através da mesma metodologia no estado do Parana, onde 27,25% dos
bovinos eram herpéticos, sendo 14,25% infectados com BoHV-1, 9,75% infectados
com BoHV-5 e 3,25% portadores de infec¢ao mista.

A frequéncia de anticorpos descrita na literatura indica que o BoHV-1 encontra-
se disseminado no rebanho bovino de todos os estados da regido sul do Brasil,
apresentando diferencas significativas de acordo com a localizacdo geografica
(Tab.3).

Tabela 3. Estudos soroldgicos realizados acerca da prevaléncia da infec¢édo pelo Herpesvirus Bovino
Tipo-1 (BoHV-1) na regido sul do Brasil (1995-2015)

Origem Caracteristicas n Pos. Prev. Referéncia
RS Bovinos leiteiros 7.956 1495 18,80% LOVATO et al. (1995)
W Animais com problemas

Regido Sul ) 2.239 703 31,40% VIDOR et al. (1995)
reprodutivos
Animais com problemas MEDICI; ALFIERI;

PR ; 1.235 540 43,70%
reprodutivos ALFIERI (2000)

Passo Fundo Bovinos leiteiros 204 67 32,84% POLETTO et al. (2004)

Santa Vit6ria do ; ;
Bovinos de corte e leite  1.734 540 31,14% QUINCOZES (2005)
Palmar e Chui

PR Fémeas = 24 meses 1.930 64,41%* DIAS et al. (2008)
RS Fémeas = 24 meses 2.200 642 27,00% HOLZ et al. (2009)
RS Bovinos de corte 200 88 44,00 CAMPOS et al. (2009)
PR Fémeas = 24 meses 14.803 7125 59,00% DIAS et al. (2013)
Fémeas com problemas PASQUALOTTO at al.
SC ) 842 482 57,54%
reprodutivos (2015)

Bovinos de corte sem

PR o 400 57 14,25%  OLIVEIRA et al. (2015)
sinais clinicos
Amostras recebidas no

Sul do RS Lab.Vir — UFPel 1.224 299 24,40% BECKER et al. (2015)

(2013-2014)

*n: nUmero de amostras testadas; Pos.: Positivos; Prev.: Prevaléncia



27

No Parana a frequéncia média encontrada foi de 46,97%, baseada na analise
de mais de 16000 amostras de sangue coletadas em estudos realizados entre 0s anos
de 2000 a 2015 (MEDICI; ALFIERI; ALFIERI, 2000; DIAS et al., 2008; OLIVEIRA et
al., 2015). No estado de Santa Catarina, segundo levantamento soroldgico realizado
no oeste catarinense em 2015, 57,54% dos animais apresentavam titulos de
anticorpos contra o BoHV-1. No Rio Grande do Sul foram realizados diversos estudos
desde 1995 até 2015, demonstrando uma prevaléncia média de 30% entre os animais
testados (LOVATO et al., 1995; VIDOR et al., 1995; QUINCOZES, 2005; POLETTO
et al., 2004; CAMPOS et al., 2009; HOLZ et al., 2009; BECKER et al., 2015).

A mesorregido noroeste do RS € uma das regides com menor prevaléncia de
infeccdo pelo BoHV-1 no estado. Lovato et al. (1995) detectaram na bacia de Passo
Fundo, pertencente a referida regido, 12% das amostras positivas. Holz et al. (2009)
encontrou soropositividade de 19,6% que, embora superior ao encontrado por Lovato
et al. (1995), € 35% menor em relacdo a média estadual e um dos indices mais baixos
encontrados no RS. Algumas caracteristicas de cada propriedade ou de cada rebanho
podem influenciar diretamente na disseminac¢éo do virus entre os animais. Em analise
retrospectiva de estudos que avaliaram a associagdo de varidveis com a positividade
do rebanho, nota-se que a idade dos animais e a compra de animais para reposicao,
principalmente reprodutores, tem sido as mais citadas (Tab.4).

Frequéncias mais altas de infeccédo tém sido detectadas em animais com mais
de 24 meses de idade, provavelmente associada a maior probabilidade de exposicéo
ao virus com o passar o tempo. Além disso, as mudancas de manejo que ocorrem
com o inicio da vida produtiva e reprodutiva, favorecem aglomeracdes e o contato
mais intimo entre 0os animais, aumentando a probabilidade de contagio (BARBOSA,
BRITO; ALFAIA, 2005; DIAS et al., 2008; FREITAS et al., 2014; LOVATO et al., 1995;
MELO et al., 2002).

A compra de animais, quando realizada sem controle sanitario, € outro fator
altamente relevante na disseminacdo do BoHV-1. Dias et al. (2008) demonstraram
que propriedades que adquirem touros destinados a reproducado tem 2,68 vezes mais
chances de ter animais positivos em seus rebanhos. Machos reprodutores possuem
alta capacidade de disseminacdo do BoHV-1, pelo contato direto com um grande
namero de fémeas, somado a alta transmissibilidade do virus por via venérea, além

das demais vias de transmissdo. Concordando com Boelaert et al. (2005), que
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demostrou apds estudo de rebanhos na Bélgica, que machos mais velhos e a compra
de animais séo fatores de risco para a ocorréncia de BoHV-1.

Tabela 4. Relacéo de fatores de risco para infec¢éo pelo BoHV-1 em bovinos, por autor, obtidos através
de estudos realizados entre os anos de 1995 e 2014.

Autores Fatores de risco
LOVATO et al. (1995) Idade

Compra de animais, as visitas de profissionais, distancia até outras

VAN SCHAIK et al. (1998)
fazendas de gado

MELO et al. (2002) Tipo de exploracao (corte/recria) e idade dos animais (>31meses)
BARBOSA,; BRITO;
ALFAIA (2005)

Idade

BOELAERT et al. (2005) Para rebanhos de até 50 animais: compra de animais e tamanho do
rebanho.

QUINCOZES (2005) Uso de inseminacéo artificial
Numero (223) fémeas com idade 224 meses; compra de

DIAS et al. (2008) reprodutores; uso de pastagens em comum; histérico de aborto nos
ultimos 12 meses; presenga de animais silvestres.
Tipo de exploragéo (corte), monta natural; compra de animais,

DIAS et al. (2013) aluguel de pasto; existéncia de piquete maternidade e registros de
aborto nos dltimos 12 meses.

SOUSA et al. (2013) Auséncia de assisténcia veterinaria.
Retorno ao cio, reposi¢cdo de animais oriundos de outros

FREITAS et al. (2014) estados/regido e a criacdo de caprinos/ovinos associados com

bovinos.

Particularidades da propriedade como tamanho do rebanho, tipo de exploracéo,
presenca de ovinos e caprinos, aluguel de pasto, pasto em comum e utilizacdo de
piguete maternidade, também sédo fatores responsaveis pelo aumento na prevaléncia
de infec¢cdes pelo BoHV-1 (BOELAERT et al.,, 2005; DIAS et al., 2008, 2013).
Rebanhos maiores possuem maior risco de infeccdo provavelmente pela maior
densidade entre os animais, facilitando o contato com a secrecfes contaminadas
(BOELAERT et al., 2005). Além disso, geralmente nestas propriedades sdo praticas
mais comuns a compra de animais, a participagdo em exposi¢coes e as visitas de
profissionais, aumentando o nimero de variaveis associadas a soropositividade para
o BoHV-1 (VAN SCHAIK et al., 1998). Contudo, para Souza et al. (2013) a auséncia
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de assisténcia veterindria representa uma variavel de associacdo mais significativa,
com risco de 7,71 vezes para a ocorréncia da infeccao.

Ja a presenca de caprinos e/ou ovinos e animais silvestres nas propriedades,
faz com que estes atuem como carreadores do virus, tanto de maneira mecéanica pela
facilidade de transito dentro da propriedade, quanto bioldgicos ja que também séo
considerados reservatorios naturais do virus, que estabelece nestes animais infec¢éo
latente (FREITAS et al., 2014; MOLLEMA et al., 2005; SIX et al., 2001). Os piquetes
maternidade, além de serem uma importante ferramenta que auxilia no manejo da
vaca e na assisténcia ao recém-nascido, impedem o contado de outros animais com
fluidos e envoltorios fetais. Todavia, 0 agrupamento de animais sem controle de
contaminagdo cruzada, torna-se um fator facilitador para que outras fémeas na
mesma condi¢ao se infectem pelo BoHV-1, principalmente devido a imunossupressao
que ocorre durante as fases de pré e pés parto (DIAS et al., 2013).

Embora as manifestagcbes de distirbios reprodutivos sejam comumente
genéricas, foi observado que o retorno ao cio, abortos e o destino inadequado de seus
produtos, aumentam as chances de positividade nos animais que apresentavam
algum destes sinais clinicos (DIAS et al., 2008, 2013; FREITAS et al., 2014). Em
contrapartida, para Sousa et al. (2013) a presenca de sinais clinicos reprodutivos nao
foi considerada fator de associagdo com a doenca.

O tipo de manejo reprodutivo esta fortemente relacionado ao risco de infeccao
pelo BoHV-1. Aspectos como o tipo de acasalamento, a entrada de reprodutores e a
utilizagdo de sémen para inseminagdo artificial, sem atestado negativo, s&o
considerados fatores importante e apresentam associagao positiva com a prevaléncia
da doenca (DIAS et al., 2013). O mesmo autor relacionou ainda como fator de risco o

uso de monta natural e o aluguel de areas de pastagem.

2.2.3 Patogenia e Sinais Clinicos

A entrada do BoHV-1 ocorre principalmente pelas mucosas da cavidade nasal,
olhos, orofaringe e o trato genital. Ao penetrar no organismo o BoHV-1 inicia um ciclo
litico de replicacdo nas células do epitélio, onde ha destruicdo celular e aparecimento
de sinais clinicos. Em seguida, pode ser transportado via hematdégena aos 6rgaos alvo
do sistema digestivo, reprodutivo e nervoso, ou penetrar nas células nervosas e ser

transportado pelo fluxo retrogrado do axbnio para o corpo do neurbnio, onde
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estabelece infeccdo latente (FRANCO et al., 2012). O comportamento do virus ao
penetrar no organismo, em relacdo a sua replicacdo ou laténcia, € definido pelas
interacOes que ocorrem entre ele e a célula hospedeira, baseado na expressédo ou nao
de alguns genes virais e consequentemente a producédo de proteinas especificas,
responsaveis pela capacidade de replicacdo do virus. Embora sua replicacdo e
consequente desenvolvimento de sintomatologia esteja condicionado a essas
interacbes, em todas as infec¢cdes havera o estabelecimento de infeccédo latente
(FRANCO; ROEHE; VARELA, 2012).

As manifestacdes respiratorias estdo relacionadas a multiplicacdo do virus no
trato respiratorio, e incluem febre, mucosa nasal hiperémica, descarga nasal serosa
ou mucopurulenta, devido a infeccdo secundaria por bactérias, dispneia, tosse e
inapeténcia. Geralmente, ha manifestacdo de conjuntivite caracterizada por secre¢ao
lacrimal abundante, e ocasionalmente, podem ser visualizadas pequenas opacidades
na juncdo corneoescleral e pustulas na conjuntiva (RIET-CORREA et al. , 2007)

Nas fémeas lactantes ha queda na producéo de leite. Amostras virais de alta
viruléncia como BoHV-1.1 e BoHV-2.1a, podem resultar em morte embrionaria e fetal,
abortos, endometrite, repeticdo de cios e retardo no crescimento dos bezerros
(FRANCO et al., 2012). O aborto, quando presente, ocorre principalmente entre o
quinto e o oitavo més de gestacdo, apds um periodo de incubacdo de
aproximadamente trés a seis semanas (FLORES, 2007). A forma genital pode
produzir nas fémeas uma variedade de manifestacfes clinicas, como presenca de
secrec¢ao mucopurulenta, pustulas distribuidas na mucosa que se rompem formando
ulceragbes, edema, congestdo da vulva e dificuldade de micgdo (HENZEL et al.,
2008). Nos machos h& o surgimento de orquite, balanopostite, pustulas a semelhanca
das fémeas, presenca de corrimento e recusa a monta (RIET-CORREA et al., 2007).

O BoHV-1 é um dos agentes envolvidos no Complexo de Doencas
Respiratérias dos Bovinos (DRB), comumente chamada “febre do transporte”, uma
doenca multifatorial que acomete principalmente bezerros submetidos a situacdes
estressantes, como a desmama e o transporte dos centros de recria para 0s
confinamentos (RIET-CORREA et al., 2007).
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2.2.4 Diagnéstico

O virus pode ser isolado das secre¢cfes nasais ou genitais e do sémen de
animais durante a fase aguda da infeccdo, e de érgéos coletados no pds-morte. O
teste padrdo para deteccdo do BoHV-1 é o isolamento viral em cultivo celular (OIE,
2016a). Entretanto, a identificacdo definitiva s6 podera ser realizada utilizando-se
anticorpos monoclonais, através de neutralizacédo do efeito citopatico ou de técnicas
de fluorescéncia. Métodos moleculares também podem ser utilizados tanto para a
identificacdo como diferenciagcao entre os subtipos virais (OIE, 2016a).

Técnicas sorologicas baseadas na deteccao do virus, componentes do virus ou
ainda anticorpos especificos sado amplamente utilizadas para o diagndstico
laboratorial. No entanto, as técnicas soroldgicas baseadas na deteccéo de anticorpos
sdo incapazes de diferenciar infeccdes causadas pelo BoHV-1 e 5, devido a alta
incidéncia de reagdo cruzada existente entre os dois. Além disso, durante o periodo
de laténcia, a baixa expresséo viral e consequentemente o baixo titulo de anticorpos,
também dificultam o diagnéstico através de provas soroldgicas (VOGEL et al., 2002).
Testes soroldgicos sdo amplamente utilizados para deteccdo de anticorpos anti-
BoHV-1, principalmente em inquéritos epidemioldgicos, ja que a resposta humoral
contra 0 BoHV-1 se d& aproximadamente uma semana apoés o inicio da infeccéo
(THIRY et al., 2006).

O teste padrao para o diagnostico soroldgico € a SN, em que a presenca do
virus é confirmada pela formacao de efeito citopatico apds 2-4 dias de incubacgéo. O
efeito caracteristico de infec¢ao pelo BoHV é desorganizacao celular, vacuolizacédo e
agrupamento de células arredondadas formando pontos com aspecto de “cacho de
uva” (BRUM; WEIBLEN, 2012).

2.3 Leptospirose
2.3.1 Agente etioldgico

A leptospirose é uma doenga causada por espiroquetas do género Leptospira,
pertencentes a familia Leptospiraceae, da ordem Spirochaetales. At¢é o0 momento

foram descritas mais de 20 espécies diferentes, divididas em trés subgrupos de

acordo com sua patogenicidade. Dentre elas, nove espécies sdo patogénicas e
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capazes de causar leptospirose no homem e nos animais: L. interrogans, L. kirschneri,
L. borgpetersenii, L. santarosai, L. noguchii, L. weilii, L. alexanderi, L. kmetyi, L. alstonii
e L. mayottensis. Cinco sédo consideradas intermediarias, capazes de infectar mas
causadoras de sinais clinicos mais leves: L. inadai, L. broomii, L. fainei, L. wolffii e L.
licerasiae. E por fim as espécies saprofitas, isoladas da agua e meio ambiente e
incapazes de causar doenca em humanos e animais: L. biflexa, L. wolbachii, L. meyeri,
L. vanthielii, L. terpstrae, L. idonii e L. yanagawae (BOURHY et al., 2014).

Devido a limitada diferenciacéo fenotipica dentro do género, foram utilizados
critérios antigénicos como base para sua identificacdo e classificacdo em sorovares.
Estes, foram baseados na variabilidade do lipopolissacarideo (LPS) de parede, sendo
definidos por aglutinacdo apds adsorcao cruzada com antigeno homologo. Até o
momento ja foram identificados mais de 300 sorovares (BOURHY et al.,, 2014,
PICARDEAU, 2013). Os sorovares que sdo antigenicamente relacionados tém sido
tradicionalmente agrupados em sorogrupos que, embora facilitem o entendimento
epidemioldgico, ndo possuem posi¢ao taxonémica (LEVETT, 2001).

Contudo, devido a possibilidade de troca de material genético entre os
sorovares, existe uma baixa correlacdo entre a tipagem sorolégica e a classificacéo
genética em espécies (SPICKLER; LEEDOM LARSON, 2013). De fato, existem
sorovares patogénicos e ndo patogénicos dentro da mesma espécie. Além disso,
estudos recentes demonstraram heterogeneidade genética dentro dos sorovares, de
modo que nem 0 sorogrupo nem o serovar sao capazes de predizer de forma confiavel
as espécies de Leptospira, jA que um mesmo sorovar pode representar mais de uma
espécie (LEVETT, 2001). Por esta e outras razdes praticas, o método de classificacao
por sorovar ainda € amplamente usado na rotina diaria (SPICKLER; LEEDOM
LARSON, 2013).

As leptospiras séo longas, finas, flexiveis e enroladas para o lado direito sobre
seu proprio eixo, dando-lhes um formato helicoidal ou em espiral (Fig.4). Medem de 6
a 20 ym de comprimento e 0,1 um de diametro e apresentam uma ou ambas
extremidades afinadas e curvadas em forma de gancho (LEVETT, 2001). Possuem
dois filamentos axiais polares, denominados flagelos periplasmaticos, que ampliam
sua capacidade de locomocédo conferindo-lhes alta motilidade em meio aquoso
(FAINE et al., 1999).
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Figura 4. (A) Microscopia eletrénica de varredura de L. interrogans sorovar Icterohaemorrhagiae.

(B) Leptospiras sp. vistas ao microscopio de campo escuro (200x).
Fonte:(A) LEVETT, 2001 (B) www.medicalnewstoday.com/articles/246829.php

Sao bactérias Gram-negativas e assim como as demais, o LPS é seu principal
componente antigénico. No entanto, possui atividades biolégicas mais fracas do que
o LPS de outras bactérias gram-negativas e por isso baixa endotoxicidade (SHIMIZU
et al.,, 1987). As leptospiras sdo mais facilmente visualizadas por microscopia de
campo escuro ou imunofluorescente, ja que ndo se coram pelas coloracdes habituais,
apenas pelo método de Fontana-Tribondeau em que a parede celular das bactérias é
impregnada pela prata (FAINE et al., 1999).

S&o bactérias aerdbicas estritas, com temperatura 6tima de crescimento entre
28 e 30°C e pH entre 7,2 e 7,4. O meio mais utilizado para o seu cultivo € o meio
liquido de Ellinghausen-McCullough modificado por Johnson e Harris (EMJH). Sua
formulagédo € enriguecida com nutrientes essenciais para o seu desenvolvimento,
como acidos graxos de cadeia longa (Tween 80), sua principal fonte de energia,
albumina sérica bovina, acido oleico, vitaminas B2 e B12, sais de amoénio, ferro,
fosfato, célcio e magnésio (ELLINGHAUSEN; MCCULLOUGH, 1965; JOHNSON;
HARRIS, 1967).

As leptospiras sdo pouco resistentes as condicdes adversas, sendo
rapidamente destruidas em temperaturas entre 50 e 60°C, pela desidratacdo, pela
acdo de desinfetantes ou em meio acido. Tem seu crescimento inibido em pH inferior
a 6,8 e superior a 8, e temperaturas abaixo de 10°C (FAINE et al., 1999). Sob
condi¢cdes adequadas podem sobreviver por longos periodos, sendo frequentemente

encontradas na lama, acumulos de agua doce e em érgéos e tecidos de animais vivos
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ou mortos (FAINE et al., 1999). Embora apenas as espécies saprofitas se multipliquem
no ambiente, as leptospiras patogénicas sdo capazes de sobreviver por periodos
prolongados de tempo em ambientes aquosos. Elas podem detectar o meio viscoso
formado por outros microrganismos, sobre os quais formam agregados favorecendo

sua sobrevivéncia no meio ambiente (TRUEBA et al., 2004).

2.3.2 Epidemiologia

Apesar dos roedores serem 0s principais hospedeiros da leptospirose, uma
ampla gama de animais domésticos e silvestres podem ser infectados e carrear o
agente. Embora cada sorovar tenha predilecdo por determinado hospedeiro, eles nédo
sdo hospedeiro exclusivos podendo infectar outros animais, e do mesmo modo, um
hospedeiro pode ser reservatorio de diversos sorovares. Esta variedade de
hospedeiros, somada a variabilidade antigénica das leptospiras e sua resisténcia ao
meio ambiente, é fundamental para a manutencéo da circulacdo da doenca (BHARTI
et al., 2003; FAINE et al., 1999).

Os animais infectados contaminam o solo, a 4gua e os alimentos, através da
urina, fetos abortados e corrimentos uterinos. Contudo a urina é a principal fonte de
contaminacgao, uma vez que apoés a colonizacao dos rins, as leptospiras passam a ser
eliminadas pelos tubulos renais por longos periodos, sobretudo em animais que se
tornam portadores convalescentes (MCBRIDE et al., 2005; WYNWOOQOD et al., 2014).
A entrada das leptospiras no organismo ocorre através das mucosas, principalmente
nasal, ocular e genital, ou através da pele lesada. Pode haver também transmisséo
da infeccéo através do sémen contaminado, tanto através da monta natural quanto da
inseminacao artificial. A via oral ndo € uma via comum de infeccdo (RADOSTITS et
al., 2000).

A prevaléncia de leptospirose é bastante varidvel em razdo de sua ocorréncia
estar relacionada aos diversos fatores ambientais e climéticos, sendo mais comum
durante as estacBes quentes e chuvosas. Além disso, existe ainda variacdo dos
sorovares presentes em cada regido, e das diferentes relacdes estabelecidas entre
eles e a espécie hospedeira, apresentando diferentes niveis de infectividade,
patogenicidade e viruléncia, de acordo com o grau de adaptacdo aquela espécie
(MARINHO, 2008; SPICKLER; LEEDOM LARSON, 2013).
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Estudos sorolégicos em bovinos demonstraram que na regido sul do Brasil a
leptospirose é endémica e encontra-se amplamente difundida (FAVERO et al., 2001,
SARMENTO et al., 2012). A Tab.5 mostra os resultados encontrados por diversos
autores e publicados entre os anos de 1995 a 2015, a respeito da prevaléncia de
anticorpos anti-Leptospira nesta regido. Em todos os casos o0s animais foram
submetidos a prova sorologica, realizada por meio do Teste de Aglutinacao
Microscopica (MAT), visando a deteccdo de anticorpos e a determinacdo dos
sorovares envolvidos na infeccdo. Todos consideraram a aglutinacéo de pelo menos
50% das leptospiras na diluicdo de soro 1:100 como ponto de corte. A prevaléncia
média encontrada no estado do RS foi de 41,1%, com valores entre 28,1% e 51,7%.
Em SC a prevaléncia média foi de 51,1%, variando entre 25,2% e 79,3%. Jano PR a
prevaléncia média foi de 30,5% com valores entre 13,3% a 43,7%.

As diferencas entre as prevaléncias obtidas pelos autores podem estar
relacionadas as caracteristicas das amostras coletadas por cada um. Enquanto uns
selecionaram animais aleatoriamente, outros basearam-se em amostras enviadas ao
laboratorio, ou ainda em amostras coletadas de animais que apresentavam sinais
clinicos de doenca reprodutiva. Todavia, mesmo sendo de carater subjetivo, estudos
epidemiologicos sédo fundamentais para o conhecimento da realidade de cada regido,
contribuindo de maneira efetiva para o desenvolvimento de programas de controle
destas enfermidades.

Os bovinos sdo considerados hospedeiros de manutencdo dos sorovares
Hardjo e Pomona, no entanto, podem ser hospedeiros acidentais de uma série de
sorovares comuns a outras espécies animais (PICARDEAU, 2013). Foram citados 19
sorovares pelos autores analisados, sendo os mais frequentes: Hardjo, Pomona,
Icterohaemorrhagiae e Wolffi. A alta prevaléncia do sorovar Wolffi ocorreu, em grande
parte devido a reacdo cruzada existente entre ele e o sorovar Hardjo (ADLER;
MOCTEZUMA, 2010; ARDUINO et al., 2009). O isolamento e inclusao de cepas locais
na colecdo de antigenos empregados no MAT é de fundamental importancia para o
diagnéstico, epidemiologia e controle da enfermidade. Sarmento et al. (2012)
adicionou 10 cepas autoctones isoladas no Brasil na colecéo de antigenos do MAT,
propiciando um incremento de 6% (594 animais) no numero de animais classificados
como reagentes pelo teste.

Os fatores de risco estatisticamente significativos, reportados por diversos

autores entre os anos de 2003 e 2014, estdo descritos na Tab.6.



Tabela 5. Estudos sorol6gicos sobre a prevaléncia de anticorpos anti-Leptospira em bovinos da regido sul do Brasil.
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UF

Caracteristicas da amostra

Positivo/
Examinados

%

Principais sorovares encontrados

Referéncia

RS

PR

RS

RS

SC
PR

RS

S/ amostragem probabilistica

Fémeas leiteiras

Recebidas no CPVDF de 1999-2001

LZB-FMVZ-USP de 1984 a 1997

LZB-FMVZ-USP de 1984 a 1997
LZB-FMVZ-USP de 1984 a 1997

Recebidas no IPVDF de 1996-2006

1.354/3.265

166/1.253

1827/5.094

709/2.451

130/517
435/1.675

9385/18.806

41,5%

13,3%

35,8%

28,9%

25,2%
26,0%

49,9%

Icterohaemorrhagiae 28,91%; Pomona
21,1%; Bataviae 16,9%; Autumnalis 14,5%;
Canicola 11,4%; Hardjo 10,8%; Bratislava
10,2%; Butembo 7,8%; Pyrogenes 7,2%;
Hebdomadis 6,6%; Wolffi 6,0%

Hardjo 66%; Wolffi 22%; Icterohaemorrha-
Giae 13%; Hebdomadis 12%; Bratislava
11%; Australis 8,7%; Pomonna 7,9%;
Tarassovi 7%; Grippotyphosa 6,2%;
Coopenhageni 5%; Pyrogines 3,9%;
Autumnalis 3%; Canicola 3%

Hardjo 40,4%; Wolffi 8,9%; Pyrogenes
5,4%

Hardjo 47,3%; Castellonis+Patoc 5,5%
Hardjo 45%; Wolffi 12,5%; Pomona 10%
Hardjo 46,94%; Wolffi 29,18%; Bratislava
20,09%; Pomona 16,35%; Hebdomadis
16,12%; Copenhageni 14,62%; Australis
13,35%; Icterohaemorragiae 10,39%;
Grippotyphosa 10,11%; Autmnalis 10,03%,

Tarassovi 8,22%

BROD et al. (1995)

RODRIGUES et al. (1999)

WESCHENFELDER et al.
(2005)

FAVERO et al. (2001)

FAVERO et al. (2001)
FAVERO et al. (2001)

MESQUITA et al. (2006)
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UF

Caracteristicas da amostra

Positivo/
Examinados

%

Principais sorovares encontrados

Referéncia

SC

SC

RS

SC

PR

PR

RS

SC

Fémeas com problemas reprodutivos

Recebidas no Demip-UFSM
de 2005-2008

Fémeas em idade reprodutiva

Fémeas em idade reprodutiva

Fémeas em idade reprodutiva

Fémeas com mais de 2 anos

Adultos criados extensivamente

Fémeas com problemas reprodutivos

186/344

2.585/3.945

387/748

172/217

723/1.655

647/1.880

527/1.360

229/723

54,1%

65,5%

51,7%

79,3%

43,7%

34,4%

38,8%

31,7%

Hardjo 68,3%; Butembo 42,5%;
Grippotyphosa 31,1%; Icterohaemorragiae
22,4%; Wolffi 20,6%; Canicola 12,4%;
Castelloni 10,2%; Pomona 9,4%; Bratislava
9,4%; Australis 4,1%; Tarassovi 2,6%
Hardjo 31,36%; Wolffi 10,90%; Butembo
8,36%; Grippotyphosa 6,01%;
Icterohaemor-Ragiae 2,94%; Bratislava
2,58%; Pomona 1,67%; Canicola 1,12%;
Australis 0,59%

Hardjo 25,69%; Australis 14,23%;
Shermani 9,09%

Hardjo 46,79%; Shermani 21,10%;
Grippotyphosa 11,01%

Hardjo 25,77%; Shermani 19,38%;
Autumnalis 14,98%

Hardjo 54,7%; Grippotyphosa 7,74%;
Shermani 7,18%; Tarassovi 2,76%; Sentot
2,76%; Autumnalis 1,66%; Bratislava 1,10%
Hardjo 29,12%; Hebdomadis 2,21%; Wolffi
1,54%; Grippotyphosa 1,18%;

Pomona 1,10%; Bratislava 0,88%

Nao informado

CAVAZINI et al. (2008)

TONIN et al. (2010)

SARMENTO et al. (2012)

SARMENTO et al. (2012)

SARMENTO et al. (2012)

HASHIMOTO et al. (2012)

HERRMANN et al. (2012)

PASQUALOTTO et al. (2015)
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Tabela 6. Relacdo de fatores de risco para infeccdo por Leptospira spp. em bovinos, por autor, obtidos
através de estudos realizados entre os anos de 2003 e 2014.

Autores

Fatores de risco

LILENBAUM; SOUZA
(2003)

CASTRO et al. (2009)

FIGUEIREDO et al. (2009)

MARQUES et al. (2010)

OLIVEIRA et al. (2010)

SCHOONMAN; SWAI
(2010)
CARVAJAL-DE LA
FUENTE et al. (2012)

HASHIMOTO et al. (2012)

RYAN et al. (2012)

SILVA et al. (2012)

PIMENTA et al. (2014)
SALGADO et al. (2014)

Auséncia de assisténcia veterinaria, contato com outros animais
(principalmente suinos)

Tamanho do rebanho (>24 animais), presenca de suinos, uso de
inseminacao artificial, compra de reprodutores de outras fazendas,
pastos compartilhados, criacdo de ovinos/caprinos

Raca (zebu) e tipo de exploracéo (corte)

Tipo de exploracdo (corte); pratica de inseminacdo artificial; raca
europeia de corte; presenca de ovinos e caprinos; presenca de
capivaras; compra de reprodutores em exposicfes e de outras
propriedades; aluguel de pastos em alguma época do ano; presenca
de piguete maternidade e ocorréncia de abortos

Presenca de mais de 28 fémeas bovinas em idade reprodutiva no
rebanho, presenca de cervideos, compra de animais, abate de
animais na prépria fazenda, utilizacdo de pastos compartilhados e
presenca de suinos

Sistema de pastagem, presenca de cabras/ovelhas na propriedade,
idade e tipo de piso do galpéo

Raca, presenca de animais domésticos e selvagens que consumiam
placenta e fetos abortados.

Numero de animais 243, compra de animais para reposi¢ao, aluguem
de pastos, a presenca de piquetes maternidade e a presenca de
cavalos na propriedade

Numero de reprodutores, tamanho do rebanho, uso de monta natural,
tamanho da pastagem e porcentagem de areas de pastagem alagada
na propriedade

Presenca de equinos, presenca de capivaras e rebanhos bovinos com
32 ou mais fémeas adultas

Presenca de animais silvestres e a presenca de pastos alagados

Monta natural, uso de piquete maternidade

A presenca de outros animais na propriedade, compra de animais e tamanho

do rebanho foram os fatores mais vezes identificados. Animais de diferentes espécies

podem servir de hospedeiros de manutencéo de diferentes sorovares de Leptospira,

e 0 convivio estreito com os bovinos propicia a disseminacdo da leptospirose,

influenciando o status de infecg&o dos rebanhos leiteiros (SALGADO et al., 2014). Em

rebanhos maiores, 0 niumero de animais expostos ao agente também €& maior,
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aumentando a probabilidade de disseminacdo da doenca e tornando-se mais dificil
seu controle e erradicagdo. Além disso, as varidveis tamanho do rebanho e compra
de animais, frequentemente encontram-se associadas. Quando isso ocorre sem a
realizacdo de controle sanitario, pode levar a introducdo, manutencéo e disseminacao

da leptospirose na propriedade (OLIVEIRA et al., 2010).

2.3.3 Patogenia e Sinais Clinicos

Apbs a fase de bacteremia que pode durar até 7 dias, comegam a aparecer 0s
sinais clinicos relacionados as les6es no endotélio de pequenos vasos sanguineos
(LEVETT, 2001). Componentes de Leptospira ou toxinas podem induzir diretamente
leséo tecidual, no entanto, a persisténcia da infeccédo gera respostas inflamatorias do
hospedeiro, e a consequente liberacdo de citocinas e mediadores inflamatorios, que
promovem danos adicionais resultando em lesdes severas aos oOrgaos afetados e
manifestacdes clinicas mais graves (CHIRATHAWORN; KONGPAN, 2013). Essas
lesBes levam a isquemia localizada do 6rgéo afetado resultando em necrose tubular
renal, lesdo hepatocelular e pulmonar, meningite, miosite e placentite. Hemorragias e
ictericia podem ocorrer nos casos graves, geralmente acompanhadas de
granulocitose e esplenomegalia (ADLER; DE LA PENA MOCTEZUMA, 2010).

A ictericia ocorre devido a extensa lesdo hepatica, confirmada pelo aumento
das transaminases hepaticas, gama glutamil transferase e fosfatase alcalina. A
colestase ocasionada pela presenca de leptospiras nos canaliculos biliares, provoca
um aumento na bilirrubina sérica e também contribui para o agravo da ictericia
(PEREIRA et al., 2005). Os tubulos renais sdo o local de preferéncia para a
colonizacéo pelas leptospiras. Tantos nos tubulos renais quanto na bexiga, embora
haja certa presenca de anticorpos, eles sdo incapazes de neutralizar a bactéria,
provavelmente devido ao baixo aporte sanguineo nestes locais (ATHANAZIO et al.,
2008).

A maioria das infec¢cbes causadas por leptospiras sdo assintomaticas, e sinais
reprodutivos sdo a principal evidéncia de infeccdo. No entanto, a leptospirose pode
desenvolver sinais clinicos graves dependendo da competéncia imunolégica do
hospedeiro, do sorovar envolvido na infec¢do e da localizagdo do patdgeno (JAFARI
DEHKORDI; SHAHBAZKIA; RONAGH, 2011). Na fase aguda as principais

manifestagdes clinicas sao febre, anemia hemolitica com hemoglobindria, ictericia e
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petéquias nas mucosas, alteracdes no leite como queda na producdo, leite
avermelhado com presenca de coagulos e mastite (RADOSTITS, OTTO M.; GAY,
CLIVE C.; BLOOD, DOUGLAS C.; HINCHCLIFF, 2000). Na forma crénica ocorrem
infertilidade, aborto, natimortos e a queda na producao de leite, além de gerar perdas
econdmicas relacionadas a custos com assisténcia veterinaria, medicamentos,
vacinas e testes laboratoriais (TONIN et al., 2010). As formas mais graves ocorrem
com mais frequéncia em bezerros e cursa com febre alta, anemia hemolitica,
hemoglobindria, ictericia, congestdo e angustia pulmonar, insuficiéncia renal e

hepética, e ocasionalmente meningite e morte (FAINE et al., 1999).

2.3.4 Diagnostico

O diagnostico da leptospirose depende muito do exame clinico do animal,
sendo importante investigar casos de queda brusca da producdo de leite,
principalmente se acompanhada de algum outro sinal como ictericia ou
hemoglobindria, ou ainda em casos de infertilidade crénica com ocorréncia de abortos
e reabsorcdes fetais. As provas laboratoriais envolvem testes que se dividem entre a
possibilidade de detec¢éo de anticorpos anti-Leptospira e da constatacao da presenca
de antigenos ou DNA bacteriano nos tecidos animais. A escolha de cada um
dependera da fase evolutiva em que se encontra o paciente e da finalidade do ensaio
(OIE, 2016b). Cada um deles apresenta certas peculiaridades, que sdo fundamentais
para o sucesso na deteccao, seja do agente ou de anticorpos.

A bacteremia transitéria, que ocorre principalmente na primeira semana de
infeccdo, nem sempre € acompanhada de sinais clinicos, tornando dificil sua detec¢éo
através de amostras de sangue e limitando o isolamento e identificacdo das
leptospiras em animais in vivo (PICARDEAU, 2013). Do mesmo modo, a
demonstracao de leptospiras no trato genital ou urinario pode apenas indicar que o
animal seja portador. Por isso em ambos os casos é fundamental a observacédo da
coexisténcia de sinais clinicos de doenca aguda. No entanto, quando ha possibilidade
de coleta de material durante a fase de bacteremia, ou seja, durante o periodo inicial
da infeccdo, testes de deteccdo de antigeno sdo os teste de escolha para a
identificacdo das leptospiras, visto que durante esta fase ainda ndo séo detectados

anticorpos no sangue (SMITH et al., 1994).
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Os anticorpos anti-Leptospira aparecem aproximadamente uma semana apos
0 inicio da doenca e persistem por varios meses. Com isso, 0s testes soroldgicos
baseados na deteccdo de anticorpos tem sido os procedimentos de escolha para o
diagnéstico laboratorial da leptospirose (LEVETT, 2001). O MAT é o teste soroldgico
padrdo e o meio de diagndstico mais utilizado, tanto para testar animais de maneira
individual quanto em rebanhos, sendo o método recomendado pela OIE em estudos
de prevaléncia da infeccdo. O teste possui como vantagem a diferenciacédo do sorovar
presente na infeccdo, mas para tanto, os antigenos selecionados para utilizagcdo no
MAT deverao incluir estirpes representativas dos sorogrupos conhecidos por existir
na regido, bem como aqueles conhecidos por serem caracteristicos da espécie em
teste (OIE, 2016b). Contudo, em animais cronicamente infectados os titulos de
anticorpos podem cair para niveis indetectaveis, mesmo que haja manifestacao de
sinais clinicos, dificultando sua deteccdo nesse tipo de teste (LEVETT, 2001). Outro
ponto desfavoravel é a impossibilidade de diferenciacdo entre o tipos e a origem das
imunoglobulinas, e a consequente distincdo entre a origem da titulacdo de anticorpos

ser de infeccdo natural ou devido a vacinacao (SMITH et al., 1994).

2.4 Neosporose

2.4.1 Agente etiolégico e ciclo biologico

A neosporose € causada pelo protozoario coccidio Neospora caninum, um
parasita intracelular obrigatério pertencente ao Filo Apicomplexa, classe Sporozoa,
ordem Eucoccidiorida, subordem Eiomeriose, familia Sarcocystidae, subfamilia
Toxoplasmatinae (DUBEY et al., 1988). E um parasito formador de cistos que acomete
diversas espécies de animais, sendo responsavel por grande parte dos abortos de
origem infecciosa em bovinos ao redor do mundo (REICHEL et al., 2013). Possui
grande semelhanca com Toxoplasma gondii, no entanto apresenta caracteristicas
antigénicas, imunogénicas e patogénicas distintas em relagdo aos seus hospedeiros
(DUBEY et al., 1988)

O ciclo de vida do N. caninum é heteréxeno e apresenta trés formas tipicas
segundo sua fase de multiplicacdo: taquizoitos, bradizoitos contidos em cistos e
esporozoitos no interior dos oocistos (DUBEY, 2003). Os HDs podem se infectar

atraves da ingestao de cistos presentes nos tecidos dos HIs, de oocistos esporulados
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ou verticalmente por taquizoitos através da placenta. Os cistos contendo bradizoitos
(Fig.5) possuem forma esférica e sédo encontrados principalmente no sistema nervoso
central e esporadicamente no sistema nervoso periférico, na musculatura e na retina
(DAFT et al., 1997; DUBEY; LINDSAY, 1996; PETERS et al., 2001).

Durante o processo de digestédo, acontece a dissocia¢ao da parede do cisto e
a liberacdo dos bradizoitos, que penetram nos enterdcitos, onde ocorre a
diferenciacdo sexual em esporozoito e formacdo de oocistos. Os HDs eliminam
oocistos ndo esporulados através das fezes contaminando os pastos e a agua. Essa
eliminacdo tem inicio a partir do quinto dia apos a ingestao das formas teciduais e se
mantendo por um periodo de aproximadamente trés semanas. A quantidade de
oocistos liberados nas fezes pode variar de acordo com o tecido de infeccdo, o numero
de cistos ingeridos, bem como com a idade do cdo (GONDIM; MCALLISTER; GAO,
2005).

de N. caninum.
Fonte: https://ruthdavies.files.wordpres.com/
2014/02/neospora-caninum_-cyst-ii.jpg

Os oocistos tém formato arredondado ou ovalado, possuem parede grossa e
contém em seu interior dois esporocistos, cada um com quatro esporozoitos, que
apresentam formato alongado (Fig.6) (LINDSAY; UPTON; DUBEY, 1999). Em contato
com o ambiente o0s oocistos esporulam apdés 24 a 72 horas, dependendo das
condicbes de umidade e temperatura, tornando-se altamente resistentes as
adversidades do meio, como altas temperaturas, dessecacgéo e agao de desinfetantes
(BELLI; SMITH; FERGUSON, 2006).
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Figura 6. Oocistos de N. caninum contendo espofozc;itos
nao esporulados (A) e esporulados (B), em seu interior.
Fonte: (ANDREOTT!I et al., 2003)

Os HIs ingerem oocistos esporulados através de agua, alimentos
contaminados, ou mesmo pelo contato direto com as fezes. Quando chegam no
intestino a parede dos oocistos é digerida, liberando os esporozoitos que penetram
na parede intestinal, diferenciam-se em taquizoitos e passam por uma fase de
multiplicacéo, possivelmente nos linfonodos mesentéricos. A partir dai, os taquizoitos
sao liberados no sangue (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006). Eles se dividem
rapidamente dentro das células e podem infectar muitos tipos de células, incluindo
células neurais, células endoteliais vasculares, miocitos, hepatdécitos, células renais,
macrofagos alveolares e trofoblastos placentarios. Os taquizoitos se dividem por
endodiogenia, processo no qual duas células-filhas sdo formadas dentro da célula-
mae. Como consequéncia dessa multiplicacéo, ocorre a lise celular e a liberacdo dos
taquizoitos, que passam a infectar outras células. (DUBEY et al., 2002).

Os taquizoitos tem formato semilunar (Fig.7) e sdo dotados de diversas
organelas localizadas no complexo apical. Essas organelas sdo responsaveis pela
secrecdo de enzimas e proteinas, que auxiliam na fixacdo e adesdo a superficie
celular. Apés penetrarem na célula hospedeira, encontram-se dentro de vacuolos
parasitéforos localizados no citoplasma. Sao encontrados em diversos tipos celulares
como neurbnios, células musculares, principalmente do coracéo, células endoteliais e
outros 6rgaos como figado, rins e placenta (DUBEY, 1999).

Os taquizoitos e cistos teciduais sdo os estagios intracelulares do parasita,
encontrados nos His (DUBEY, 1999). A diferenciacdo dos taquizoitos em bradizoitos
e a consequente formacao de cistos teciduais se d&, provavelmente, como forma de
evasao a resposta imune do hospedeiro. Do mesmo modo, em situagdes onde ha uma

diminuicdo na imunidade do hospedeiro, os bradizoitos rompem os cistos teciduais,
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se diferenciam em taquizoitos e reiniciam o processo de invasao celular e reproducéo
assexuada. O verdadeiro mecanismo ainda ndo foi totalmente esclarecido, mas
acredita-se que se dé a semelhanc¢a do que ocorre com T. gondii, cuja interagdo com
0 hospedeiro € coordenada de maneira extremamente delicada, envolvendo diversas

células do sistema imune, receptores “Toll-like” e um complexo mecanismo de

ativacéo das vias de sinalizagéo e producéo de citocinas (MILLER et al., 2009).
j - .-,
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Figura 7. Tquizoitos de N. caninum.
Fonte: http://www.gds18.org/
Neosporose/images_NEO/neol.jpg

2.4.2 Epidemiologia

Os HDs séo principalmente os caes (Canis lupus familiaris), no entanto ja foi
descrita presenca de oocistos nas fezes de coiotes (Canis latrans), dingos
australianos (Canis lupus dingo) e lobos (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011; GONDIM
et al., 2004a; KING et al., 2010; MCALLISTER et al., 1998). Estes hospedeiros podem
no entanto atuar tanto como HD quanto HI, abrigando também os estagios teciduais
do parasita (DUBEY et al., 2014). Varias espécies de animais domésticos e silvestres,
inclusive o homem, podem ser infectadas pelo parasito e servir como HI (GONDIM et
al., 2004b; LOBATO et al., 2006). Ha confirmacéo de infeccdo natural em bovinos,
ovinos, caprinos, equinos, suinos, galinhas, passaros, bufalos, felinos selvagens,
alpacas, antilopes, bisbes, camelos, camundongos, capivaras, cervos, guaxinins,
javalis, lagomorfos, lhamas, mamiferos marinhos, rinocerontes, roedores, urubus e
veados (AZEVEDO et al.,, 2010; BARTLEY et al.,, 2013; DARWICH et al., 2012;
DUBEY et al., 2003; DUBEY, 1999; DUBEY; SCHARES, 2011; DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007; GONDIM et al., 2010).
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A transmissao do N. caninum ocorre por dois mecanismos: horizontal e vertical.
Na transmissao horizontal, ou pds-natal, os hospedeiros susceptiveis se contaminam
através da ingestdo de oocistos esporulados ou de tecidos com cistos contendo
bradizoitos (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Na transmisséo vertical, ou
congénita, a doencga € transmitida da méde para seus descendentes através da
placenta, sendo dividida em dois tipos: exégena quando a mae se infecta durante a
gestacdo e a parasitemia resulta na disseminacdo do parasito pelo utero gravidico,
contaminando o feto; e a enddégena quando a fémea, infectada antes da prenhez, sofre
uma reativacao da infeccado desencadeada pela diminuicdo de sua imunidade durante
a gestacéao, transmitindo-a ao feto (TREES; WILLIAMS, 2005) . Essa fémea pode ter
sido contaminada também de dois modos: ap0s o0 nascimento mas antes da gestacao,
ou de maneira congénita e por isso ser persistentemente infectada. A via enddgena é
considerada o modo mais comum de infecgcdo em bovinos, contribuindo para a
manutencdo da infeccdo em rebanhos mesmo sem a participagdo de HD, pela
transmissao do parasito de um animal para outro de geracdo em geracao (DUBEY;
SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Porém, foi constatada uma diminuicdo na taxa
de infeccdo congénita com a idade do animal, sugerindo que as vacas desenvolvem
um grau de imunidade que impeca a transmissao transplacentaria endégena com o
passar do tempo (DIJKSTRA et al., 2003).

Através da andlise de diversos estudos de prevaléncia realizados na regido sul
do pais (Tab.7), observa-se pouca variacao entre os estados com médias de 22,75%
no RS, 21,87% no PR e 32,8% em SC. Contudo a diferenca é bem mais acentuada
quando os estudos sdo avaliados individualmente, variando de 11,2% a 53,3% s6 no
estado do RS (CAMILLO etal., 2011; CORBELLINI et al., 2002). Estima-se que muitos
dos casos de aborto causado pelo parasito ainda ndo sejam diagnosticados. Isso
ocorre além de outros motivos, pela falta de interesse de alguns proprietarios e pela
nao inclusao da doenca na rotina de diagndsticos laboratoriais (ANDREOTTI et al.,
2003).

Assim como as demais enfermidades, diversos fatores podem favorecer a
ocorréncia da infeccdo, e foram amplamente avaliados segundo a literatura. No
entanto apesar de diversas tentativas de identificar esses fatores, existe grande

diversidade entre os resultados avaliados (Tab.8).
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Tabela 7. Estudos sorolégicos sobre a prevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em bovinos da regido
sul do Brasil (2001-2013)

UF  Caracteristicas da amostra n Pos. Prev. Referéncia
- LOCATELLI-DITTRICH et al.
PR  Rebanho com histérico de aborto 172 60 34,8%
(2001)
RS Fémeas leiteiras 223 25 11,2% CORBELLINI et al. (2002)
RS Fémeas de corte e leite 140 28 20,090 RAGOZO et al. (2003)
PR Fémeas de corte e leite 90 20 22,2% RAGOZO et al. (2003)
PR Fémeas leiteiras 623 89 14,3% GUIMARAES et al. (2004)
PR  Fémeas leiteiras 385 45 12% OGAWA et al. (2005)
PR Fémeas com histérico de aborto 35 5 14,3% SANTOS et al. (2005)
RS Fémeas Leiteiras 1.549 276 17,8% CORBELLINI et al. (2006)
RS Machos e fémeas 781 89 11,4 VOGEL et al. (2006)
] LOCATELLI-DITTRICH et al.
PR  N&o informado 1.263 423 33%
(2008)
RS Vacas lactantes 201 107 53,3% CAMILLO et al. (2011)
PR Fémeas Leiteiras 309 63 20,4% MARTINS; VIEIRA (2012)
SC Fémeas leiteiras 373 86 23,1% MOURA et al. (2012)
PR  Fémeas leiteira 94 23 24% LANGONI et al. (2013)
SC Fémeas de corte 120 51 42,5% MACEDO et al. (2013)

*n: nimero de amostras testadas; Pos.: Positivos; Prev.: Prevaléncia

A presenca de caes na propriedade é um exemplo claro disso. Sabe-se que os
cdes sdo os principais reservatorios do parasito, levando a crer que a presenca destes
nas propriedades fosse diretamente proporcional ao nimero de animais positivos.
Todavia, apesar de ter sido descrito como fator de risco por alguns autores, esta nao
€ uma realidade absoluta. Isso acontece possivelmente devido as diferentes pressfées
de infeccdo a que os rebanhos de diferentes regides estdo submetidos, além dos
diferentes habitos alimentares dos caes presentes nas propriedades e de outros
hospedeiros silvestres encontrados em cada regido (BARLING et al., 2000; MARTINS;
VIEIRA, 2012). Em suma, estas variaveis estdo associadas principalmente as
condicdes que afetem a imunidade dos bovinos, ou que facilitem o contato mais intimo

entre os eles e os HDs da doencga
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Tabela 8. Relacdo de fatores de risco para infeccdo por N. caninum em bovinos, por autor, obtidos
através de estudos realizados entre os anos de 1999 e 2015.

Autores

Fatores de risco

(BARTELS; WOUDA;
SCHUKKEN, 1999)
(BARLING et al., 2000)
(GUIMARAES et al., 2004)
(SARTOR et al., 2005)

(CORBELLINI et al., 2006)

(GUIMARAES JUNIOR;
ROMANELLI, 2006)

(OSHIRO et al., 2007)

(SILVA et al., 2008)

(BRUHN, 2012)

(MARTINS; VIEIRA, 2012)

(SOUSA et al., 2012)

(LLANO, 2015)

Presenca de caes, presenca de aves e alimentacdo com silagem de
milho mofada

Densidade, abundancia de hospedeiros definitivos

Idade (>24m), raca (Holandesa)

Tipo de exploracao (leite)

Numero de cdes na propriedade, area da fazenda (menores),
utilizacdo de pool de colostro, regido

Periodo de nascimento dos bezerros, densidade animal, manutencao
de animais em uma Unica area, permitindo paricdes e concentracao
de bovinos nesses locais, canideos selvagens com acesso a racao,
novilhas criadas para reposi¢édo na propriedade

Historico de aborto

Falta assisténcia veterindria, estado nutricional, presenca de
instalacdes alagadicas, falta de protecdo no manuseio do feto,
manutencdo e tratamento das vacas que abortaram, histérico de
aborto e fase da gestacdo em que ocorre

A ocorréncia de repeticdo de cio, abortos repetidos, anestro
temporario, os caes criados soltos e/ou alimentados com carne crua
Producédo de alimentos na fazenda, a auséncia de programa de
inseminacdao artificial e 0 acesso de animais domésticos e selvagens
as instalacfes das vacas leiteiras ou ao alimento das vacas

Criagdo de bovinos sem outras espécies consorciadas, destino
inadequado dos fetos abortados

Historico de aborto, compra de animais para reposicao, idade (>36m),
ordenha manual

2.4.3 Patogenia e sinais clinicos

Os bovinos séo altamente suscetiveis a infec¢cdo por N. caninum, causando

grandes prejuizos devido a ocorréncia de abortos, natimortos e nascimento de animais
cronicamente infectados. (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). O aborto

ocorre por diversos fatores. A multiplicacdo dos taquizoitos gera inflamacéo, necrose

e descamacéo do endotélio vascular da placenta, dando inicio & formacéo de trombos

gue interrompem o fluxo sanguineo. Isso pode causar danos diretos a placenta

ocasionando a morte fetal por falta de oxigenacao. Além disso, as lesdes causadas

pelo parasita podem causar a liberacao de prostaglandinas maternas, que por sua vez
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causam lutedlise e aborto. Ou ainda a producdo de citocinas pré-inflamatérias do tipo
Thl, como o IFN-y, TNF e interleucina 12 na placenta, que induzem a uma resposta
imune e consequente expulsdo do feto. Danos primarios no feto também ocorrem,
com presenca de pontos de necrose tecidual principalmente no miocardio e sistema
nervoso (DUBEY; BUXTON; WOUDA, 2006; INNES et al., 2002).

Todas as fémeas podem abortar, mas a gravidade desta manifestacéo clinica
é influenciada pela idade, fase gestacional e intensidade da resposta imune do
hospedeiro. A infeccao transplacentaria durante o primeiro trimestre de gestacéao é
geralmente mais grave e ocasiona 0 aborto, estando provavelmente associado a
imaturidade do sistema imune do feto, que é incapaz de combater com eficacia a
infeccdo. Por outro lado, infec¢cdes mais tardias tendem a ser mais brandas. Os fetos
gue se contaminam e sobrevivem a infeccdo, podem nascer clinicamente normais, no
entanto permanecem infectados durante toda a vida (RAMOS et al., 2016). A infecgéo
fetal pode causar além do aborto, reabsorcdo embrionaria, autdlise e mumificacdo
fetal. Apesar de ocorrer em todas as fases gestacionais, € descrita uma frequéncia
maior de abortos entre 0 5° e 6° més de gestacdo (DUBEY; SCHARES, 2011). A
expulsdo de fetos mumificados por sua vez, € um indicativo de que a infecgdo foi
instalada antes do quinto més de gestacado (BARR; ANDERSON; SVERLOW, 1995)
Outros sinais clinicos, além das desordens reprodutivas, s6 foram relatados em
animais com menos de dois meses de idade e incluem flexdo de membros anteriores
ou posteriores, ataxia, diminuicdo do reflexo patelar, perda de consciéncia
proprioceptiva, exoftalmia e eventualmente defeitos congénitos do sistema nervoso
(DUBEY; SCHARES, 2011).

2.4.4 Diagnostico

O diagnéstico clinico da neosporose € dificil devido a inespecificidade dos
sinais clinicos, sendo necessaria confirmacdo através de analise laboratorial dos
casos suspeitos. Entretanto, mesmo nos casos em que ha confirmacgéo laboratorial
através de sorologia ou da deteccdo do parasita, € dificil estabelecer uma relacéo
entre o aborto e o parasita, visto que infeccbes assintomaticas sédo comuns e,
encontrar a presenca do parasita, nao significa que ele causou o aborto (DUBEY;
SCHARES, 2011).
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Diversas técnicas podem ser utilizadas para deteccdo de infeccdo por N.
caninum como, histopatologia, imunohistoquimica, técnicas moleculares, isolamento
e cultivo, ou ainda técnicas sorolégicas como reacdo de imunofluorescéncia indireta
(RIFI), ELISA, aglutinacdo direta e imunoblotting (DUBEY; SCHARES, 2011). As
provas soroldgicas sdo as mais utilizadas para o diagndstico em animais vivos,
destacando-se entre elas a reagédo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o teste de
ELISA. A reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) é o teste sorologico de
referéncia para o diagnostico em infecgdes por N. caninum (DUBEY; SCHARES,
2006). A técnica visa a deteccdo de anticorpos contra os antigenos de superficie dos
taquizoitos. Para isto, diversas diluicbes do soro suspeito sdo distribuidas em laminas
contendo taquizoitos fixados, seguida pela aplicacdo de anti-IgG bovina conjugada
com fluoresceina. Resultados positivos séo obtidos pela visualizacéo de fluorescéncia
na amostra. Ao inicio das andalises um ponto de corte deve ser estabelecido em
relacdo a diluicdo do soro que sera considerada positiva (ANDREOTTI et al., 2003).

O ELISA é o método de eleicdo para avaliacdo de rebanhos pois além da
rapidez na execucdo da técnica, apresenta alta sensibilidade e especificidade, e
leitura objetiva dos resultados diminuindo a possibilidade de interpretacdes erréneas
(ANDREOTTI et al., 2003). Podem ser utilizados antigenos originados de lisados do
parasita, no entanto a utilizacao de proteinas de superficie recombinantes, possibilita
maior sensibilidade e especificidade (BORSUK et al., 2011). Aguado-Martinez et al.
(2008) descreveram ainda a utilizacdo de ELISAs baseados nas proteinas
recombinantes NCGRA7 e NcSAG4 para deteccao e diferenciacdo entre infeccao
primaria, reativacéo e infecdo crénica. Contudo, a janela para o diagnéstico de uma
infeccdo aguda € curta, durando apenas uma semana apés a infeccdo (DUBEY;
SCHARES, 2011).

O diagnoéstico através do feto € realizado por exame histopatolégico ou
imunohistoquimico do cérebro, uma vez que a lesdo mais caracteristica da doenca é
encefalite focal com presenca de necrose nao supurativa. Porém, varios outros 6rgaos
podem ser utilizados na tentativa de detectar a presenca do parasito como: coragao,

figado, pulmé&o, rim e masculos esquelético (PESCADOR et al., 2007).
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RESUMO

As doencas reprodutivas infecciosas geram grandes prejuizos a explora¢do pecuaria
devido a ocorréncia de abortos, perdas embrionarias e queda na producdo. Assim, este
estudo teve como objetivo investigar a soroprevaléncia de anticorpos contra BoHV-1,
BVDV, Leptospira spp. € Neospora caninum no rebanho leiteiro do municipio de Novo
Xingu. Foram coletadas 405 amostras de soro de fémeas bovinas provenientes de 109
rebanhos e determinadas as variaveis associadas a infeccdo por cada agente. As amostras
foram divididas em categorias de acordo com o status vacinal do rebanho. Dentre os 147
animais vacinados, 74,8% possuiam titulos de anticorpos contra BoHV-1, 53% contra
BVDV e 52,3% contra Leptospira spp. A vacinagdo ndo conferiu imunidade protetora em
mais de 40% dos bovinos. Entre os 258 animais ndo vacinados, 9,3% foram positivos pra
BoHV-1, 11,2% para BVDV, 12% para Leptospira spp. e 37,3% para N. caninum.
Tiveram associacao a soropositividade dos animais as variaveis: historico de aborto, mées
ou avos com histérico de aborto, historico de retorno ao cio, utilizacdo de piquete
maternidade e presenca de animais silvestres. Os resultados demonstraram eficacia
limitada conferida pelas vacinas comerciais, baixa prevaléncia das doencas viricas e

bacteriana avaliadas e significativa presenca de N. caninum nos rebanhos.
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ABSTRACT

Infectious reproductive diseases cause great economic losses to livestock production due
to the occurrence of abortions, embryonic losses and production decrease. Thus, this
study aimed to investigate the seroprevalence of antibodies against BoHV-1, BVDV,
Leptospira spp. and Neospora caninum in the dairy herd of the municipality of Novo
Xingu. A total of 405 serum samples of dairy cattle from 109 herds were collected and
the variables associated with infection by each agent were determined. Samples were
divided into two categories according to the herd's vaccine status. Among the 147
vaccinated animals, 74.8% had antibody titers against BoHV-1, 53% against BVDV and
52.3% against Leptospira spp. Vaccination did not confer protective immunity in more
than 40% of bovines. Among the 258 unvaccinated animals, 9.3% were positive for
BoHV-1, 11.2% for BVDV, 12% for Leptospira spp. and 37.3% for N. caninum. The
following variables were associated with the seropositivity of the animals: history of
abortion, mothers or grandparents with a history of abortion, history of return to estrus,
use of a maternity picket and presence of wild animals. The results demonstrated limited
efficacy conferred by commercial vaccines, low prevalence of viral and bacterial diseases

and the significant presence of neosporosis in herds.

Key words: reproductive diseases, seroepidemiology, vaccines, risk factors

INTRODUCAO

As manifestacbes clinicas de ordem reprodutiva observadas nos bovinos
envolvem morte embrionéria ou fetal, repeticdes de cio, abortos, mumificacdo fetal e
natimortos. Esses distdrbios estdo relacionados a uma série de fatores como problemas de
manejo, sanitarios, nutricionais e ambientais. Contudo, grande parte dos casos de aborto
ou natimortos em bovinos sdo causados por agentes infecciosos, destacando-se entre estes
0 virus da diarreia viral bovina (BVDV), o herpesvirus bovino tipo | (BoHV-I), o

Neospora caninum e a Leptospira spp. (Givens, 2006).
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A diarreia viral bovina (BVD) é uma enfermidade causada pelo BVDV que
promove doenca respiratoria, doenca gastroentérica (BVD e Doenga das mucosas),
distdrbios reprodutivos e diminuicdo da resposta imune do hospedeiro, favorecendo o
aparecimento de infec¢des secundarias. Infeccbes transplacentarias ocorridas pelo biotipo
ndo citopatico do virus, entre 0 40° e 120° dia de gestacdo, ocasionam 0 nascimento de
bezerros persistentemente infectados. Estes s&o fontes constantes e permanentes de
eliminacdo do virus, e por isso principais disseminadores da infeccdo nos rebanhos
(Flores et al., 2005).

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) por sua vez, é responsavel por um
complexo de enfermidades que acometem o trato respiratorio e reprodutor dos bovinos,
determinadas de acordo com a localizacdo dos sinais clinicos e o genétipo do virus
(Flores, 2007). Assim como os demais integrantes da sua familia, o0 BoHV-1 tem sua
estimativa de prevaléncia dificultada devido a capacidade de estabelecer laténcia nos
ganglios nervosos, gerando niveis muitas vezes indetectaveis de anticorpos circulantes
(Holz et al., 2009). Esta caracteristica possibilita sua manutencdo no rebanho, com
esporadica reativacdo em condicdes de diminuicdo da resposta imune do hospedeiro. Tal
condicdo pode ou ndo ser acompanhada de sinais clinicos, tornando os animais portadores
disseminadores silenciosos da doenca (Jones, 2003).

A neosporose, doenga causada pelo protozoario Neospora caninum, é considerada
uma das causas infecciosas mais importantes de abortos em bovinos em todo 0 mundo,
responsavel por perdas econdmicas globais em torno de US$ 2 bilhGes/ano (Reichel et
al., 2013). Estima-se que s6 no Brasil, mais de 474 mil abortos podem estar ocorrendo
devido a doenca em rebanhos leiteiros (Nicolino et al., 2015). O protozoario tem no céo
seu principal hospedeiro definitivo e varias espécies de animais domeésticos como
hospedeiros intermediarios. Pode ser transmitido de maneira horizontal através da
ingestdo de oocistos contendo esporozoitos esporulados ou verticalmente via
transplacentaria (Andreotti et al., 2010).

Ja a leptospirose € uma antropozoonose de distribuicdo mundial causada por
espiroquetas do género Leptospira que acomete 0 homem e uma ampla gama de animais
domeésticos e selvagens (Oliveira et al., 2013). Os bovinos sdo considerados hospedeiros
de manutencdo do sorovar Hardjo, no entanto podem ser infectados por uma série de

sorovares comuns as outras espécies. Os animais infectados eliminam a bactéria
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principalmente através da urina, mas também nas secrecdes uterinas e liquidos fetais,
contaminando a &gua, o solo e a vegetacdo (Oliveira et al., 2013). As leptospiras penetram
no hospedeiro principalmente através das mucosas e de lesbes na pele, contudo pode
haver transmissdo por meio do sémen contaminado (Lilenbaum et al., 2008). Na forma
aguda, a doenca manifesta-se por febre, anemia hemolitica com hemoglobindria, ictericia,
petéquias nas mucosas e alteracbes como queda na producdo de leite, leite avermelhado
e mastite (Radostits et al., 2000).

Esses agentes encontram-se amplamente disseminados por todo o estado do Rio
Grande do Sul, com prevaléncias médias proximas a 53,5% (BVDV), 27% (BoHV-1),
38,75% (Leptospira spp.) e 18% (N. caninum) (Becker et al., 2015; Corbellini et al., 2006;
Herrmann et al., 2012; Holz et al., 2009). No entanto, poucos estudos foram realizados
na regido onde o municipio esta situado e uma estimativa mais atualizada da prevaléncia
dessas doencas se fez necesséria, uma vez ha uma ampla casuistica de problemas
reprodutivos naquela localidade. Por isso o objetivo deste estudo foi, através de exames
soroldgicos e da aplicacdo de um questionario epidemioldgico, estimar a prevaléncia e 0s
aspectos relevantes associados a infeccdo por BVDV, BoHV-1, Leptospira spp e
Neospora caninum no rebanho bovino leiteiro do municipio de Novo Xingu, localizado
na mesorregido noroeste do RS, maior produtora de leite do pais (IBGE, 2015). Essas
informacdes servirdo de base para o estabelecimento de um programa de prevencao e

controle destas enfermidades junto aos produtores locais.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido em propriedades leiteiras localizadas no municipio de
Novo Xingu (27°44'49"S, 53°03'18"0), situado na regido noroeste do estado do Rio
Grande do Sul. Foram considerados apenas estabelecimentos que possuissem pelo menos
cinco fémeas bovinas em idade reprodutiva no rebanho. A amostragem foi do tipo
aleatdria simples, considerando um nivel de confianca de 95%, erro amostral de 5% e
uma frequéncia esperada (FE) de 50% para uma populagéo de 2400 animais, distribuidos
em 152 propriedades. A utilizagdo de uma FE de 50% deu-se devido a falta de dados reais
a respeito de levantamento deste tipo no municipio. A partir do célculo estabeleceu-se a

coleta estratificada de 20% das fémeas em idade reprodutiva, de cada uma das
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propriedades visitadas. Com isso, foram coletadas 405 amostras provenientes de 109
propriedades, representando 16,9% do rebanho e 72% das propriedades leiteiras do
municipio.

Concomitante a coleta foi aplicado um questionario epidemiolégico envolvendo
variaveis possivelmente associadas a sorologia positiva do rebanho. Dentre elas: tamanho
da propriedade, nimero de animais no rebanho, tipo de criagdo, utilizacéo de inseminacéo
artificial ou monta natural, aluguel de pasto, utilizacdo de piquete maternidade, presenca
de fungos na silagem, uso de adsorvente de micotoxinas, utilizacdo de silo para racao,
presenca de &reas alagadas na propriedade, presenca de animais silvestres, local fixo de
alimentacédo, repasse de pastagem por categorias mais jovens, se as novilhas comem
restos de alimentacdo das vacas, ocorréncia de retorno ao cio, ocorréncia de abortos, fase
da gestacdo em que ocorreram, relacdo de parentesco entre fémeas que abortaram, uso de
vacinacdo e fomento reprodutivo por Médico Veterinario.

As coletas foram realizadas entre 0os meses de janeiro a abril de 2016, conforme
aprovacdo junto a Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA/UFPEL) sob o
numero 7027/2015. O sangue foi coletado por puncdo da veia coccigea, utilizando-se
sistema fechado de coleta (Vacutainer®). Apos obtencdo do soro foi feita a inativacdo do
sistema complemento, em banho-maria a 56 °C por 30 min, e as amostras foram
armazenadas a -20 °C até a realizacdo dos ensaios.

A sorologia para diagnéstico de IBR e BVD foi realizada no Laboratorio de
Virologia da UFPEL através de soroneutralizacdo (SN), conforme técnica descrita por
FISCHER et al. (2007). Para isso foram utilizadas as estirpes virais BoHV-1 LA e BVDV
NADL e c¢lulas MDBK (“Madin Darby Bovine Kidney”).

Para a pesquisa de anticorpos anti-Neospora caninum as amostras foram
processadas por duas técnicas distintas, em razdo da utilizacdo futura destes dados como
comparativo em relacdo a um teste diagndstico ainda em desenvolvimento. Deste modo,
200 amostras foram analisadas no Laboratorio de Biologia Molecular e Sanidade animal
da Embrapa Gado de Corte, pela técnica de Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
conforme descrito por Andreotti et al. (2010). Foram consideradas positivas as amostras
em que foi observada fluorescéncia da superficie dos taquizoitos na diluicéo de 1:100. As
205 amostras restantes foram analisadas por ELISA comercial (Neospora X2 Ab Test -
IDEXX®).
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O diagndstico de leptospirose foi realizado por meio do Teste de Aglutinacéo
Microscopica (MAT) segundo critérios recomendados pelo “Human leptospirosis:
guidance for diagnosis, surveillance and control” (WHO, 2003). Um pré-ensaio foi
realizado em 10% das amostras, utilizando-se 21 sorovares. A partir deste, foram
selecionados os 13 sorovares com maior taxa de aglutinagdo para a analise das demais
amostras (Tab. 1). Considerando-se como positivas as amostras que tiveram aglutinagéo
>50% das leptospiras na dilui¢ao de 1:100, em comparagdo ao controle. A seguir foi feita
a titulacdo das amostras positivas em diluicdes crescentes na proporcdo geométrica de
raz&o dois, de 1:100 a 1:3200.

Tabela 1. Relacdo de sorovares de Leptospira utilizados na realizagdo do MAT.

Especie Sorogrupo Sorovar Cepa
Autumnalis Autumnalis AKIYAMI A
Icterohaemorrhagiae Copenhageni M20
L. interrogans Canicola . Canicola . HOND UTRECHT IV
' Hebdomadis Hebdomadis HEBDOMADIS
Sejroe Hardjo HARDJOPRAJITNO
Djasiman Djasiman DJASIMAN
L. kirshneri Grippotyphosa Grippotyphosa MOSKVA YV
Ballum Castellonis CASTELLON 3
L. borgpetersenii Sejroe. Hardj_o HARDJOBOVIS
' Javanica Javanica VELDRATBATAVIA 46
Tarassovi Tarassovi PRELEPELITSIN
L. noguchii Panama Panama CZ 214K
L. santarosai Shermani Shermani 1342 K

O célculo da amostragem e a compilacdo dos dados do questionario, bem como a
analise estatistica, para obtencdo dos valores de prevaléncia e associacdo entre as
variaveis (regressdo logistica) foram realizados utilizando-se o programa Epilnfo™
versdo 7.1.1.14 (CDC, 2013). Para determinar a significancia estatistica, foi utilizado o
intervalo de confianca de 95% (IC 95%) e p<0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Das 405 amostras coletadas, 147 foram provenientes de 29 (26,6%) propriedades

que fazem uso de vacinagdo contra BoHV-1, BVDV e Leptospira spp., e 258 foram de

animais ndo vacinados pertencentes a 80 (73,4%) propriedades do municipio. Assim, as
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amostras foram divididas em dois extratos, de acordo com o status vacinal do rebanho,
para a interpretacdo dos resultados (Fig.1).

Considerando-se apenas as amostras de animais ndo vacinados, as prevaléncias de
anticorpos contra BoHV-1 e BVDV foram de 9,3% e 11,2% respectivamente, ficando
entre os menores indices relatados no RS. Todas as reagdes positivas contra BoHV-1
tiveram titulos <32, j& contra 0 BVDV, 62% apresentaram titulos >32.

Os estudos de Holz et al. (2009) mostraram os baixos indices de positividade para
0 BoHV-1 da regiao noroeste do RS quando comparada a outras partes do estado, visto
que encontraram uma prevaléncia de 19,6%, valor 35% menor do que a média estadual.
No entanto, os achados do presente estudo foram surpreendentes, pois se esperavam
indices proximos a 30% para ambos o0s virus, semelhantes aos encontrados por Poletto et

al. (2004) no municipio de Passo Fundo, localizado na mesma regido.

Figura 1. Relacdo de animais com presenca de anticorpos de acordo com
o status vacinal do rebanho.
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4 Positivos Vacinados ~ mPositivos Nao Vacinados

Aumentos da circulacdo viral estdo comumente associados a altas taxas de lotacéo,
manejo intensivo de animais e compra de animais para reposi¢éo (Dias et al., 2008). No
municipio, 90% das propriedades estudadas caracterizam-se como de pequeno porte, com
area destinada a pecuaria com <20 hectares, sendo 83% delas possuindo menos de 20
animais em ordenha, criados em sistema semi-intensivo. E provavel que o proprio perfil
dos estabelecimentos, em que a circulacdo e a aglomeragédo de animais ndo sdo comuns,
tenha contribuido para a baixa prevaléncia de anticorpos contra 0 BoHV-1 e 0 BVDV.
Além disso, 58% das propriedades utiliza apenas inseminacéo artificial e por isso ndo

possuem touro na propriedade. Este fato diminui o risco de transmissdo da doenca, ja que
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estes animais tendem a apresentar maiores taxas de positividade e atuam como
disseminadores dessas enfermidades (Dias et al., 2008).

Entre os animais vacinados, 74,8% apresentaram sorologia positiva para o BoHV-
1 e 53% para BVDV. Né&o existem no Brasil normas que determinem a titulacdo minima
de anticorpos que vacinas contra esses virus devam ser capazes de induzir. Assim,
levando-se em conta a regulamentagcdo norte americana, vacinas inativadas e/ou
atenuadas contra 0 BoHV ou BVDV devem induzir titulos >8 em ao menos 80% de
animais (US GOVERNMENT PUBLISHING OFFICE, 2016). Com base nisso,
observamos que 42,1% e 51,5% dos bovinos ndo estavam protegidos contra 0 BoHV-1 e
0 BVDV, respectivamente. Sendo que, 25,1% das amostras foram negativas contra
BoHV-1 e 46% contra 0 BVDV pelos métodos testados, ndo havendo deteccdo de
anticorpos neutralizantes. O numero de animais e a respectiva titulacdo de anticorpos
observados na SN, para os dois virus, de acordo com tempo transcorrido entre a data da
vacinacdo e a coleta das amostras, é apresentada na Tab.2. As titulacdes encontradas neste
estudo sdo bem proximas as encontradas por Becker et al. (2015) onde, das amostras de
animais vacinados coletadas no ano de 2014, 44,5% nao estavam protegidos contra a

infeccdo por BoHV-1 e BVDV, considerando o mesmo ponto de corte.

Tabela 2. Titulos encontrados através da soroneutralizacdo em amostras de bovinos
vacinados contra 0 BoHV-1 e BVDV, de acordo com o periodo transcorrido em meses.

Meses ap0s a vacina

) 1-3 4-6 7-9 10-12 Total
Titulo BoHV BVDV BoHV BVDV BoHV BVDV BoHV BvVDV BoHV BVDV
0 11 21 12 25 | 10 17 4 6 | 37(251%) 69 (46%)
2 2 2 6 1 4 2 1 2 13(8,8%) 7 (4,8%)
4 3 1 4 0 5 0 0 0 12 (82%)  1(0,7%)
8 4 3 6 5 4 1 1 1 | 15(102%) 10 (6,8%)
16 8 2 6 1 4 3 3 0 | 21(143%) 6 (4,1%)
32 9 2 2 0 4 4 1 0 | 16(10,9%) 6 (4,1%)
64 8 6 6 2 1 2 0 0 | 15(102%) 10 (6,8%)
128 | 10 9 1 4 1 2 0 0 12 (8,2%) 15 (10,2%)
>256 | 6 15 0 5 0 2 0 1 6(4,1%) 23 (15,6%)
Total 61 61 43 43 33 33 10 10 147 147

Parte destes achados estdo relacionados as vacinas comerciais vendidas no Brasil,

gue contém cepas inativadas de BVDV-1 isolados nos Estados Unidos, possuindo
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reduzida eficécia frente as amostras de campo brasileiras (Lima et al., 2005). A baixa
reatividade soroldgica entre as cepas ocorre devido as diferengas antigénicas existentes
entre os isolados, especialmente quando se tratarem de gendtipos distintos (BVDV-2)
(Vogel et al., 2002). Ja para Silva et al. (2007) a baixa capacidade imunogénica de grande
parte das vacinas comercias contra 0 BoHV-1 pode ser consequéncia de uma série de
fatores como: baixa concentracdo de antigeno, a metodologia utilizada na inativacao,
formulacéo, concentracdo de adjuvantes e eficiéncia na emulsificacdo dos antigenos.

Os resultados obtidos na pesquisa de anticorpos contra Leptospira spp.
demonstraram positividade de 52,4% entre 0s animais vacinados que conforme o
esperado, apresentaram maior prevaléncia dos sorovares Hardjo, Grippotyphosa e
Canicola, por fazerem parte da vacina comercial utilizada. Entre os nao vacinados, 12%
foram positivos, com predominancia do sorovar Hardjo e elevada ocorréncia de
coaglutinagdes (30,2%) (Fig.2). Nao houve titulos superiores a 1:100 contra 0s sorovares
Autumnalis, Tarassovi e Panama. Estes resultados diferem dos obtidos por Hermann et
al. (2012), que encontraram 38,75% de positividade ao analisarem amostras de soros de
bovinos nas regides sudeste e sudoeste do RS. Sarmento et al. (2012) também evidenciou
maior prevaléncia de infeccéo, utilizando uma colegdo com 23 antigenos de referéncia e
10 autdctones, com 51,74% de reacGes positivas. No entanto em ambos os estudos o
sorovar mais prevalente foi Hardjo, com valores proximos a 30%.

Na pesquisa de anticorpos contra Neospora caninum obtivemos uma prevaléncia
de 37,3% dos animais e 67,9% das propriedades possuiam pelo menos um animal
positivo. Estes indices demonstram a ampla circulagdo do protozoario nos rebanhos,
principalmente quando comparado aos achados de Corbellini et al. (2006), que
detectaram 17,8% e Vogel et al. (2006) que observaram 11,4% de positividade em
rebanhos do RS. No entanto, os resultados obtidos neste estudo foram inferiores aos
reportados por Camillo et al. (2011), com 53,3% de amostras positivas em rebanhos
leiteiros na regido central do estado.

O questionario epidemioldgico levou em consideracao as variaveis com possivel
associacao a presenca de anticorpos contra os agentes infecciosos estudados, respeitando
as particularidades de cada um. Do total de animais objeto do estudo, 75% (304)
apresentaram algum sinal de distdrbio reprodutivo e 35,1% (142) foram positivos para ao
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menos uma das quatro enfermidades. O periodo de gestacdo com maior nimero de

abortos foi 0 2° trimestre (57%), seguindo pelo 3° trimestre (22%) e 1° trimestre (21%).

Figura 2. Distribuicdo dos sorovares de Leptospira spp., em soros de bovinos
vacinados (n=147) e ndo vacinados (n=258) com reacdo positiva ao MAT.
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*Vacina composta por bacterina dos sorovares Canicola, Grippotyphosa, Hardjo, Icterohaemorrhagiae e Pomona.

Analisando as informagBes obtidas pela aplicacdo do questionario
epidemioldgico, observou-se associacdo entre soropositividade contra 0 BoHV-1 e as
seguintes variaveis: utilizacdo de piquete maternidade (OR:3,75; 1C:1,59-8,85; p:0,001),
mdes ou avos com histérico de aborto (OR:4,81; 1C:1,85-12,52; p<0,001), fomento
reprodutivo por veterinario (OR:4,5; 1C:1,84-11,01; p<0,001) e uso de adsorvente de
micotoxinas (OR:3,7; 1C:1,09-12,54; p:0,02). A variavel local fixo de alimentacdo no
comedouro atuou como fator de protecdo contra a infeccdo pelo BoHV-1 (OR:0,37;
IC:0,14-0,98; p:0,03), provavelmente associada a diminuicdo do contato com secrecdes
nasais entre 0s animais.

Tiveram associacdo com a infeccdo pelo BVDV: utilizacdo de piquete
maternidade (OR:2,51; IC:1,13-5,53; p:0,01), médes ou avos com historico de aborto
(OR:3,58; 1C:1,42-9,04; p:0,004), presenca de animais silvestres (OR:4,03; 1C:0,92-17,5;
p:0,04) e historico de retorno ao cio (OR:1,00; 1C:0,44-2,25; p<0,001). A prevaléncia de
leptospirose teve associacdo apenas com a realizacdo de fomento reprodutivo por
veterinario (OR:3,61; 1C:1,19-10,93; p:0,01) e presenca de animais silvestres (OR:4,68;
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IC: 2,03-10,76; p<0,001). J& as variaveis correlacionadas com a presenca de animais
positivos para N. caninum foram: histérico de aborto (OR:3,33; 1C:1,91-5,82; p<0,001),
mées ou avés com histérico de aborto (OR:2,17; 1C:1,23-3,84; p:0,006) e presenca de
piquete maternidade (OR:1,50; 1C:1,00-2,25; p:0,048).

As variaveis realizacdo de fomento reprodutivo por veterinario e uso de
adsorvente de micotoxinas mostraram-se associadas a infeccéo, contudo a adogéo destas
praticas se deu, provavelmente, como uma medida de controle devido a anterior
ocorréncia de sinais clinicos. Sugerido pela associacdo positiva que ocorreu entre a
variavel uso de vacinagdo e as variaveis histérico de aborto (OR:2,03; I1C:1,18-3,50; p
<0,01) e historico de retorno ao cio (OR:2,14; 1C:1,32-3,46; p <0,01). Bem como a
associacdo entre histérico de aborto e uso de adsorvente de micotoxinas (OR:2,79;
IC:1,21-6,40; p:0,01). Demonstrando que estas medidas foram adotadas por produtores
que ja apresentavam problemas reprodutivos no rebanho, como tentativa de amenizar os
problemas reprodutivos enfrentados na propriedade.

O aborto e o retorno ao cio sdo os principais sinais clinicos de doenca reprodutiva.
Sua ocorréncia é resultante de uma alta taxa de infeccdo no feto e seus envoltorios,
constituindo a principal fonte de infecgdo para outros animais. Além disso, fémeas
infectadas podem transmitir a doenca aos seus descendentes por via transplacentaria ou
pelo contato direto apds o parto (Radostits et al., 2000). Assim, estes sinais sdo as
varidveis de maior associacdo com a presenca de animais soropositivos e por isso tidos
como indicadores da presenca de doencas infecciosas nos rebanhos (Marques et al., 2010;
Bruhn et al., 2012; Dias et al., 2013). Este é um fator altamente relevante e pdde ser
evidenciado pela associacdo das variaveis historico de aborto e mées ou avos com
histérico de aborto com a soropositividade dos animais. Além disso, houve correlacao
também das duas variaveis entre si (OR:2,57; 1C:1,33-4,95; p<0,005), evidenciando que
vacas filhas de mées ou avds que abortaram tem maior probabilidade de abortarem, bem
como de serem soropositivas para BoHV-1, BVDV ou N. caninum.

A utilizacdo de piquete maternidade ¢ uma medida que auxilia na assisténcia ao
parto e ao recem-nascido. Contudo, necessita de préticas de controle de contaminagéo
cruzada entre 0s animais, ja que ha associagéo entre o alto potencial infectante dos fluidos
e envoltorios fetais com o agrupamento de animais em fase de imunossupressdo devido

ao parto. Fatos relatados também por Quincozes et al. (2007) e Dias et al. (2013).
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A associacdo observada entre a presenca de animais silvestres e a soropositividade
do rebanho tem sido confirmada por diversos estudos que também identificaram esta
variavel como fator de risco para a transmissdo de doencas aos bovinos (Marques et al.,
2010; Pimenta et al., 2014). Isso acontece porque animais silvestres, além de serem
considerados reservatorios naturais de uma série de patégenos, podem atuar como vetores

mecénicos participando de maneira significativa do ciclo epidemioldgico destas doengas.

CONCLUSOES

O municipio de Novo Xingu apresentou baixa prevaléncia de infec¢éo por BoHV-
1, BVDV e Leptospira spp, e acentuada ocorréncia de infeccdo por Neospora caninum.
Os resultados dos exames soroldgicos foram repassados aos produtores, que receberam
uma capacitagédo sobre particularidades das enfermidades, possibilidades de tratamento,
vacinag&o, destino de envoltdrios fetais e demais medidas de controle e prevencédo a serem
adotadas em cada propriedade, com base nas variaveis aqui identificadas. A baixa
titulacdo de anticorpos vacinais encontrada sugere que estudos controlados devem ser

implementados para melhor avaliar a protecdo induzida por algumas vacinas comerciais.
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4 Consideracgdes Finais

De acordo com a literatura consultada o BoHV-1, o BVDV, a Leptospira spp. e
o N. caninum encontram-se disseminados no rebanho bovino da regido Sul do Brasil,
com uma prevaléncia média de 47,7%, 34,9%, 41,3% e 23,6%, respectivamente. No
entanto, neste estudo foram observadas frequéncias das doencas viricas e bacteriana
abaixo desta média, com valores até 80% menores. Em contrapartida, houve uma
ocorréncia mais significativa de anticorpos para N. caninum no rebanho, com
ocorréncia 57% maior em relagdo a média da regido Sul.

A baixa titulacdo de anticorpos vacinais encontrada sugere que estudos
controlados devem ser implementados para melhor avaliar a protecdo induzida por
algumas vacinas comerciais. Além disso a qualidade das vacinas utilizadas nos
protocolos de vacinacdo deverdo ser revistas, de modo a ampliar a protecao
imunoldgica do rebanho.

Dentre as variaveis estudadas houve maior associa¢cdo com a soropositividade
do rebanho: o histérico de aborto, histérico de retorno ao cio, utilizacdo de piquete
maternidade, maes ou avos com histérico de aborto e presenca de animais silvestres.

Em seguida, de posse dos resultados, estes foram repassados aos produtores
locais, que foram instruidos quanto as medidas de controle necessarias de acordo
com a sua realidade. Abordando-se temas como transmissdo, vacinacao,
possibilidades de tratamento, condutas relacionadas aos animais doentes e destino
de fetos abortados e envoltérios fetais. Além do uso de equipamentos de protecéo
individual no auxilio ao parto, e demais medidas de prevencdo e controle das
principais doencas reprodutivas dos bovinos a serem adotadas em cada propriedade,

com base nas variaveis aqui identificadas.
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Anexo 1

FORMULARIO PARA ENTREVISTA DE PRODUTORES

Propriedade n°:
Amostra a

Nome do proprietario:

Animais a serem coletados:

Localidade:

Coordenadas:

Area de terra:

Numero de fémeas bovinas na propriedade:

Diviséo por idade (meses): 13-24: 25-36: +36:
10.Machos: Inteiros: Castrados:

© © N o g B~ wDdPRE

11.Ndmero de fémeas em lactagéo:
12.Produtividade de leite (média/vaca dia):
13.Regime de criacao da propriedade? Extensivo ( ) Semi-intensivo ( )
Intensivo ( )
14.Possui sala de ordenha? SIM ( )NAO ()
15.Mangueira SIM ( ) NAO ()
16.Silo para rac¢do SIM () NAO ()
17.Aluga pastos em alguma época do ano? SIM ( ) NAO ()
18.Tem pastos em comum com outras propriedades? SIM ( ) NAO ( )
19.Existe na propriedade areas alagadicas nas quais o gado tem contato?
SIM ( ) NAO ()
20.0Ocorrem enchentes na propriedade?
21.Tem piquete separado para fémeas na fase do parto ou pés parto?
SIM ( ) NAO ()
22.Existe apoio técnico? SIM ( ) NAO ()
23.Sem SIM, qual? ( ) zootecnista ( ) veterinario ( ) agrénomo ( ) outro
24.0 proprietario recebeu algum treinamento? SIM () NAO ()
25.H& quanto tempo tem criacdo de bovinos? ( ) menosde 1 ano ( ) de 1 a 3 anos

( ) mais de 5 anos
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26.Numero de bovinos/hectare:

27.0nde os animais dormem? CAMA ( ) PASTO () ESTABULO ()

28.Como é fornecida a alimentacdo? Canzil ( ) Cocho ( )

29.0s animais tem local fixo e predeterminado para se alimentar, ou seja, entram
sempre na mesma baia? SIM () NAO ()

30.Animais de categorias menores costumam comer os restos de alimentos das
vacas no galpdo? SIM ( ) NAO ()

31.E feito repasse da pastagem com categorias menores de fémeas?
SIM () NAO ()

32.Fornece mineral? SIM ( ) NAO ()

33.Em cocho coletivo ( ) ou individual ( )

34.Considera ter problemas com fungos na silagem ou feno?
SIM () NAO ()

35. Utiliza adsorvente de micotoxinas? SIM ()  NAO ()

36.Numero de cées na propriedade:

37.Como os cées sdo mantidos? PRESOS () SOLTOS( )

38.Qual o tipo de alimentacdo dado aos céaes?
COMIDA CASEIRA () RACAO ()

39. Costuma dar restos de matanca aos cdes? SIM () NAO ()

40.Tem acude na propriedade? SIM () NAO ()

41.0s animais tem acesso ao acude? SIM () NAO ()

42.Vermifugacdo: SIM () NAO ()

43.1solamento de animais doentes? SIM ( ) NAO ( )

44.Higiene e antissepsia das instalacdes? SIM ( ) NAO ()

45. Outras espécies na propriedade: ( ) ovinos/caprinos ( ) equinos ( ) suinos ( )
aves () caes ( ) gatos ( ) roedores

46.De onde vem a agua que os animais bebem? POCO ( ) FONTE ( )
CORREGO ( ) Outro:

47.Considera ter problemas com roedores? SIM ( ) NAO ()

48.Ja avistou algum animal silvestre: ratdo do banhado, raposa, quati, outros?
SIM () NAO ()

49. Utiliza algum método de controle de roedores? SIM ( ) NAO ()
QUAL?
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50.J4 houveram episodios de abortos na propriedade? SIM ( YNAO ( )

51.Esporadicamente ( ) Frequentemente ( )

52.Em qual fase gestacional eles mais ocorrem?

53.Foi percebida alguma relacdo entre avds, maes e filhas com historico de
aborto? SIM ()  NAO ()

54.E feito confirmacédo de prenhes? SIM ( ) NAO ()
Com quantos dias?
55.Ha ocorréncia de retorno ao cio? SIM () NAO ()

56.Em média quantas inseminagfes sao necessarias para se obter uma prenhes?
57.Qual o tipo de acasalamento? IA( ) MONTA NATURAL ( )
58.Qual é o intervalo médio entre partos da propriedade?
59.0 que faz com o feto abortado e a placenta?
( ) enterra/joga em fossa/queima ( ) alimenta caes/porcos ( ) nada
60.Compra fémeas ou machos com a finalidade de reproducéo?
SIM ( ) NAO ()
61.Se SIM, de onde? ( ) em exposicdo ( ) em leildo/feira ( ) de comerciante de
gado ( ) diretamente de outras fazendas
62.Vende fémeas ou machos para reproduc&o? SIM () NAO ( )
63. Sincronizac&o de cio: SIM () NAO ()
64.Se SIM, a quem? () em exposicdo ( ) em leildo/feira ( ) de comerciante de
gado ( ) diretamente de outras fazendas
65.Ja percebeu algum corrimento vaginal nos animais? SIM () NAO ()
66.Ja percebeu algum corrimento nasal nos animais? SIM () NAO ( )
67.Ha ocorréncia de conjuntivites nos animais? SIM ( ) NAO ()
68.Notou a presenca de bezerras com atraso no crescimento e dificuldade no
ganho de peso? SIM () NAO ()
69.H& ocorréncia de pneumonias frequentes em vacas e bezerras?
SIM () NAO ()
70.Alguma vez foi feito diagndstico clinico de leptospirose na propriedade?
SIM () NAO ()
71.Ja ocorreram casos de diarreia NAO responsivos ao tratamento com ATB?
SIM () NAO ()
72.E realizado algum tipo de fomento reprodutivo na propriedade?
SIM () NAO ()



73.0 veterinario costuma tocar todos os animais com a mesma luva?
SIM () NAO ()
74.J4 utilizou ultrassom para confirmacao de gestacdo? SIM ( ) NAO ()
75.J4 fez utilizacdo de ultrassom para fins de diagnéstico? SIM ()  NAO ()
76.Quais os principais problemas detectados?
( ) Cistos ( )Metrites ( )outros. Cite:
77.Costuma reutilizar agulhas e seringas? SIM ( ) NAO ()
78.J4 fez algum exame soroldgico no rebanho? SIM ( ) NAO ()
79.Para quais doencas?
80.Qual o foi o resultado?
Leptospirose: ( )positivo ( )negativo
IBR: ( )positivo  ( )negativo
BVD: ( )positivo ( )negativo
Neospora: ( )positivo ( )negativo
Outras. Cite:
81.Faz algum tipo de vacina no rebanho? SIM ( ) NAO ()
82.Se SIM preencha o quadro

VACINA FREQUENCIA ULTIMA DOSE
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Anexo 2

FORMULARIO DE IDENTIFICACAO INDIVIDUAL

Propriedade n°: Numero de coleta®:
Proprietario:

Data da coleta:

Numero do animal:

Data de nascimento: Idade do animal:
Raca:

Gestante: SIM () NAO () Tempo:

NUmero de partos:

© © N o g B~ wDdPRE

Intervalo entre partos:

10. Historico de aborto: SIM( ) NAO () Quantos?

11.Em que fase gestacional?

12.Ha quanto tempo ocorreu o Ultimo aborto?

13.Numero de Inseminac¢fes por gestacao:

14.Tem parentesco com outro animal que tenha histoérico de aborto?
SIM () NAO ()

15. Histérico de retorno ao cio: SIM ()  NAO ()

16.Sinais Clinicos na data da coleta ( ) nenhum ( ) febre ( ) ictericia ( )
corrimento nasal ( ) conjuntivite ( ) corrimento vaginal ( ) diarreia ( )

17.Relacionar:

18.Vacinas Frequéncia Data da ultima vacinacao
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Anexo 3

UFPel

5%

erm Fxpesmemtagdo Arima

Pelotas, 14 de janeiro de 2016.

De: M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix
Presidente da Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA)
Para: Prof. Odir Anténio Dellagostin

Biotecnologia — Centro de Desenvolvimento Tecnologico

Senhor Professor:

A CEEA analisou as corregdes feitas o projeto intitulado: “Investigacio
sorolégica e valida¢io de ELISA combinado para diagnéstico de Leptospirose,
Neosporose, Rinotraqueite Infecciosa Bovina e Diarréia Viral Bovina” processo
n°23110.007027/2015-76, que envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, Subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica, sendo
de parecer FAVORAVEL a sua execugio, pois esta de acordo com os preceitos da Lei
n°® 11.794, de 8 de outubro de 2008, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimenta¢do Animal (CONCEA).

Solicitamos, apés tomar ciéncia do parecer, reenviar o processo a CEEA.

Salientamos também a necessidade deste projeto ser cadastrado junto ao
COBALTO para posterior registro no COCEPE (codigo para cadastro n® CEEA 7027-
2015).

Vigéncia do Projeto: 15/01/2016 a 01/04/2016
Espécie/Linhagem: Bovina/Leiteiras

N° de animais: 410

Idade: > 25 meses

Sexo: Fémeas

Origem: Propriedades Leiteiras da Regido Norte do Rio Grande do Sul

(e

M.V. Dra. Anelize de Oliveira Campello Felix

Ciente em: / /2016

Assinatura do Professor Responsavel:




