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RESUMO

SILVA, L. C. - PREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AO VIiRUS DA
DIARREIA VIRAL BOVINA NO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL. Sdo Paulo. 2014.
Dissertacdo (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no Agronegdcio) —
Instituto Bioldgico.

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) € um dos principais patégenos que afetam a
produtividade de rebanhos bovideos em todo o mundo. Realizou-se um estudo para
caracterizar a situacao epidemioldgica da diarreia viral bovina no Estado de Sdo Paulo.
Foram examinadas amostras séricas de 12.854 fémeas bovinas, acima de 24 meses,
distribuidas em 1.732 propriedades localizadas em sete circuitos produtores do Estado. A
virusneutralizacdo foi o teste empregado para a deteccdo de anticorpos contra o BVDV.
Somente fémeas acima de 24 meses de idade e ndo vacinadas para o BVDV foram
testadas. Os resultados obtidos revelaram, que no Estado S&o Paulo a prevaléncia para o
BVDV foi de 47.08% (43.46-50.70 - IC 95%) de fémeas sororreagentes e 78.21% (76.23-
80.19 - IC 95%) das propriedades com pelo menos um animal soropositivo para o BVDV.
Com um modelo de regressdo logistica multivariada (p<0,05) os fatores de risco
identificados para a infeccdo pelo BVDV no Estado de Sao Paulo foram: a-) aquisicdo de
animais, b-) aluguel de pastagens, c-) rebanhos com mais de onze animais e d-) circuito

produtor do Estado.

Palavras-chave: bovino, BVDV, sorologia, virusneutralizacdo, epidemiologia.



ABSTRACT

SILVA, L. C. PREVALENCE AND RISK FATORS ASSOCIETED WITH DIARRHOA BOVINE
VIRUS IN THE STATE OF SAO PAULO, BRAZIL. S&o Paulo. 2014. Disserta¢do (Mestrado
em Sanidade, Seguranga Alimentar e Ambiental no Agronegocio) — Instituto Biolégico.

Bovine viral diarrhea virus (BVDV) is one of the most important viruses responsible
for production losses in cattle and is endemic in Brazil. This study aimed at estimating the
seroprevalence and the risk factors for BVDV in the state of Sao Paulo, Brazil, with a view to
provide a knowledge base for the state veterinary services’ planning. A total of 12.854 serum
samples from 1.732 farms were tested against BVDV antibodies using the virusneutralization
method. Only females older than 24 months and unvaccinated for BVDV were tested.
Results showed that BVDV is highly prevalent, as elsewhere in the country: 47.08% (43.46-
50.70 -IC 95%) of the cows were seropositive, whereas herd-prevalence was 78.21% (76.23-
80.19-IC 95%) of the properties. The risk factors (p<0,05) identified through a logistic
regression multivariable model were: a-) purchase of breeding stock, b-)renting of pastures,

C-) herd sizes of 11 or more animals and d-) region within the state.

Keywords: cattle, BVDV, serology, virusneutralization, epidemiology
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1. INTRODUGCAO

O Brasil possui 211,28 milhdes de cabecas de bovinos, sendo o maior rebanho
comercial e o segundo maior efetivo mundial, ficando atras somente da India, cuja criagdo
de bovinos embora tenha sua significativa importancia, ndo se da de forma comercial como
ocorre no Brasil (IBGE, 2012).

Nos dultimos vinte anos, a producdo brasileira de carne bovina cresceu 62%
chegando a 9,3 milhGes de toneladas em 2012 quando ocupou o0 segundo lugar entre 0s
paises produtores, perdendo apenas dos EUA, com 12,04 milh8es de toneladas. Isto
representa mais de 15% do total produzido no mundo (LIVESTOCK, 2013). No quesito
producdo de leite, o Brasil ocupa a sexta posicéo, ficando atras da Unido Européia, india,
Estados Unidos, China e Russia (DAIRY, 2013).

No Estado de Sdo Paulo a pecuaria vem cedendo espaco para a cultura de cana de
acucar. No entanto, o Estado é responsavel por 30% das exportacées de carne bovina e
seus derivados (ABRAFRIGO, 2013), fazendo desse o segundo produto em Valor de
Producdo Agropecuéria (VPA) para o Estado ao contabilizar 6,31 bilhdes (10,9%) dos R$
57,6 bilhdes totalizados pela agropecuaria paulista (IEA, 2013).

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um dos principais patégenos que afetam a
produtividade de rebanhos bovideos em todo o mundo. Ao restringir a qualidade e a
gquantidade da oferta de proteina animal, essa enfermidade acarreta sérios prejuizos sécio-
econbmicos a pecuaria dos paises onde é registrada. A despeito de, na atualidade, muitos
paises europeus ja terem erradicado ou estarem em fase de erradicagdo da doenga, no
Brasil ainda faltam muitas informacdes sobre a sua epidemiologia e até o presente nenhuma
forma de combate foi oficialmente dirigida para o seu controle. Portanto, a diarreia viral

bovina (BVD) é praticamente desconhecida pela maioria dos criadores de bovinos do pais.

O conhecimento da prevaléncia da infeccéo pelo BVDV e dos fatores de risco a ela
associados é o ponto de partida para o estabelecimento de prioridades e delineamento de
estratégias racionais dirigidas para seu combate. As projecbes realizadas por diversas
instituicdes de pesquisa revelam que, para os proOXimos anos, espera-se que o0 crescimento
da populacdo mundial e de sua respectiva renda aumentardo, consideravelmente, a
demanda por alimentos. Portanto, se ndo forem implantados procedimentos técnicos e

efetuados os investimentos necessarios para incrementar e qualificar a producéo e oferta de
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produtos de origem animal como a carne bovina, isso poderd resultar na perda de

competitividade internacional e a estagnacao do agronegdcio brasileiro (BRASIL, 2009).

Ante a pouca abrangéncia de informacdes e a necessidade de futuras investigacoes
para a avaliacao da extensao das perdas econdmicas e sociais que a infec¢do pelo virus da
BVD ocasiona, o0 presente trabalho foi delineado para estimar a prevaléncia de fémeas
bovinas portadoras de anticorpos contra o BVDV e os fatores de risco associados a sua
ocorréncia em rebanhos do Estado de S&o Paulo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 0 VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

2.2 ETIOLOGIA

O BVDV pertence a familia Flaviviridae e ao género Pestivirus, juntamente com os
virus da peste suina classica (CFSV) e da doenca da fronteira de ovinos (BVD) (FLORES,
2007). S&o reconhecidas duas espécies de BVDV: tipo 1 e tipo 2, com diferengas genéticas
e antigenicamente bem estabelecidas entre elas e suas subespécies (RIDPATH, 2010).
Contudo, novas andlises filogenéticas do genoma viral de BVDV indicam uma nova espécie
provisoriamente chamada de "Hobi-like" Virus ou "BVDV tipo 3" (BAUERMAN et al.,2012).

O efeito observado pelo BVDV em cultivo celular permite a sua classificagdo em dois
bidtipos, independentemente da espécie envolvida: a) causador da lise e vacuolizacao das
células (citopaticos - CP) ou, b) a integridade celular € mantida (ndo citopaticos - NCP). A
maioria das infec¢cdes naturais € causada pelo BVDV néo citopatico (RADOSTITS et al.,
2002).

Os pestivirus tem como material genético uma fita Gnica de RNA (Figura 1), que esta
constantemente sofrendo mutacfes e recombinacdes genéticas, provavel mecanismo que
originou o “Hobi-like” Virus (BAUERMANN et al., 2013). A origem do virus CP da BVD
também pode ser explicada por alteracdes na regido do gene NS2-3 (proteina néo
estrutural) que deram origem a uma nova proteina (NS3) encontrada apenas nesse biétipo
(RIDPATH, 2010).
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Figura 1. Genoma do BVDV e a origem do biétipo ndo citopatogénio

Fonte: RIDPATH, 2010.

Por ser um virus envelopado, o BVDV é rapidamente inativado por solventes
organicos (éter e cloroférmio), detergentes e desinfetantes comuns, como fendis e
clorexidine (GROOMS et al., 2006).

2.3 PATOGENIA E MANIFESTACOES CLINICAS

A transmissdo do BVDV ocorre principalmente pelo contato direto focinho-focinho
entre animais infectados e animais ndo imunes ao BVDV. Porém, outras formas de contato
direto (coito) e indireto (transplacentaria, inseminacédo artificial, transferéncia de embrido,
insetos hematéfagos, fébmites ou materiais contaminados) também podem estar envolvidas
na transmisséo viral. Em animais virémicos, transitérios ou persistentes, o virus da BVD
pode ser eliminado no sangue, saliva, corrimento nasal, lagrimas, urina, fezes e sémen
(RADOSTITIS, 2002). Apos contato com o virus, o animal permanece sororreagente (SALIKI
& DUBOVI, 2004).

A maioria das infeccdes pelo BVDV em animais imunocompetentes sao subclinicas
(FLORES et al., 2005). Quando foi descrita pela primeira vez em 1946 por OLAFSON et al.,
a BVD caracterizava-se como uma enfermidade aguda, acompanhada de leucopenia, febre
alta, depressédo, diarreia, anorexia, erosfes no trato gastrointestinal e hemorragias.
Posteriormente, outras formas foram observadas com variagdes quanto aos indices de
mortalidade e morbidade, que passaram a ser denominadas de doenca das mucosas (DM) e
de sindrome hemorrégica (RIDPATH, 2010). A DM é uma doenca rara e letal, que acomete
apenas animais persistentemente infectados (PI) infectados pelo biétipo CP do BVDV. J& a
sindrome hemorragica foi observada em surtos na América Norte no final do anos 80 e inicio
dos anos 90, acometendo animais de diferentes faixas etarias que apresentaram febre,

diarreia sanguinolenta, hemorragias e tempo de coagulacéo retardado (FLORES, 2007).
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Devido a seu efeito imunossupressor, a infec¢cdo aguda pelo BVDV pode predispor o
animal a infec¢cdes secundarias, potencializando casos de enfermidade respiratoria por
outros agentes virais (herpesvirus bovino tipo 1, virus respiratorio sincicial bovino) e
bacterianos (Pasteurella haemolytica) (RADOSTITIS, 2002; FLORES, 2007).

RIDPATH et al. (2013) compararam a sintomatologia clinica da infeccdo aguda e
experimental de bezerros com o “Hobi-like” Virus e BVDV de baixa (BV) e alta (AV)
viruléncia (2013) (Tabela 1). Em todos os trés grupos foi observada leucopenia. Somente os
animais infectados com a espécie de AV do BVDV apresentaram trombocitopenia.
Hipertermia foi observada em todos os animais infectados pelo BVDV de BV e AV e, em
apenas trés dos seis animais expostos ao “Hobi-like” virus. Em relagdo a sua duracéo, foi
detectada em apenas um dia (Hobi-like virus), de um a treze diais (BVDV de BV) e de sete a
treze dias (BVDV de AV). Somente os bezerros infectados com BVDV de BV e AV
apresentaram quadros de diarreia.

Tabela 1. NUumero de bezerros que apresentaram sinais clinicos sobre o total de expostos ao Hobi-like virus e as
espécies de alta e baixa viruléncia do BVDV.

Hipertermia

Leucopenia Trombocitopenia  Normotermia 39.4°- 40.0°- > Diarreia
40.0° C 41.1°C 41.1°C

“Hobi-like” virus Sim N&o 3/6 2/6 0/6 0/6 0/6
BVDV BV Sim N&o 0/6 2/6 4/6 0/6 2/6
BVDV AV Sim* Sim 0/6 0/6 4/6 2/6 6/6

Valores reportados: n° de bezerros afetados/n® de expostos. A hipertermia foi definida como um aumento da temperatura
retal >0,6°C em relacdo a temperatura média observada nos animais entre os dois dias antes (-2) e o dia da infec¢ao (dia
0). *O grupo infectado com BVDV de AV apresentou maior redugdo no nimero de leucdcitos sanguineos.

Fonte: RIDPATH et al., (2013).

Ainda segundo o0 mesmo estudo, dependendo da espécie viral envolvida o periodo
de viremia iniciou-se no 3° ou 4° dia e persistiu até o 9°dia (“Hobi-like” Virus), 10°dia (BVDV
de BV) e 14°dia (BVDV de AV) poés-infeccao.

Em coelhos experimentalmente infectados pelo BVDV por diferentes vias foram
detectados anticorpos por virusneutralizacdo a partir do quinto (intravenosa), oitavo (oro-
nasal) e 14°dia (digestoria- feno contaminado) poés-infecgdo. Nenhum animal apresentou
sinais clinicos de infec¢do pelo BVDV. Entretanto, ap0s a necropsia desses animais foi

observada alteragfes histoldgicas tipicas de infec¢des transitorias por BVDV, caracterizadas
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como leve a severa deplegdo linfoide em 6rgéos intestinais associados a tecido linfoide
(BACHOFEN et al., 2014).

Decorrido um periodo de viremia transitério pelo BVDV, alguns bovinos passam a
albergar o virus em determinados locais onde permanecem protegidos do sistema imune
(sistema nervoso central, células do sistema imune, foliculos ovarianos, tibulos seminiferos
do testiculo) (GIVENS; MARLEY, 2013). VOGES et al. (1998) descreveram pela primeira
vez um animal jovem, provavelmente infectado pelo BVDV durante a sua puberdade, com
anticorpos detectaveis e a presenca do virus limitada aos seus testiculos. Neste caso, a

eliminacao viral via sémen foi observada por pelo menos 11 meses.

Dependendo do periodo de gestacdo, do estado imune e da espécie viral envolvida,
a infeccdo de fémeas bovinas prenhes pelo BVDV, seguida de transmisséo transplacentéaria
ao feto ou embrido, ocasiona perdas reprodutivas graves (Figura 2): repeticdes de cio
(efeitos na fertilizagdo, implantacdo ou morte do embrido), abortamentos, méa formacdes

congénitas, nascimento de bezerros normais, fracos ou pequenos sororreagentes, bem

como bezerros Pl (FLORES, 2007).
g‘»’i E -

FEMEAS
Agudo ou Pl

TOURO
Agudo ou Pl

Bezerro
Pl

0 40 180 P. Gestacgdo (dias) g0
Infertilidade Fetos com infeccio Bezerros clinicamente normais ou fracos e/ou
persistente (P1) pequenos com anticorpos antl-BVDV
Morte do
&mbrio MalformacBes possivel PI

Abortamento

Figura 2. Perdas reprodutivas relacionadas a infeccao pelo BVDV de fémeas prenhes ndo imunes.

Fonte: FLORES, 2007.

Os fetos bovinos ao se infectarem antes do desenvolvimento completo de seu
sistema imune (40 a 120 dias de gestacdo) ndo sdo capazes de produzir anticorpos contra o
BVDV, tornando-se imunotolerantes e PI, o que Ihes confere a capacidade de eliminar o
BVDV por toda a sua vida (GROOMS, 2004, RIDPATH, 2010). Os animais Pl podem

apresentar crescimento retardado, ma formacgBes congénitas ou ser aparentemente
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saudaveis. A maioria morre nos primeiros meses de vida, no entanto, podem sobreviver até
dois anos ou mais, sendo principal fonte de infec¢cdo nos rebanhos e alvo dos programas de
controle e erradicacdo do BVDV (HOUE, 1999; HOUE et al., 1995). Se sobreviverem até a
idade adulta podem se tornar reprodutores e transmitir o virus para sua progénie (fémeas)
ou pelo sémen (machos), tornando a doenca ciclica no rebanho (FLORES, 2007).

A ocorréncia de ma formacdes congénitas € um achado comum em rebanhos em
consequéncia da infeccdo fetal pelo BVDV entre os 100 e 150 dias de gestacdo. Os
principais achados sado: hipopoplasia cerebelar, microcefalia, hidrocefalia, mielinizacédo
deficiente da medula espinhal, atrofia ou aplasia de retina, catarata, microftalmia, aplasia
timica, braquignatismo e artroprogripose. Abortamentos em qualquer fase da gestacao
podem ser atribuidos ao BVDV. Fetos infectados no terco final da gestagéo frequentemente

nascem normais, livres de virus e sororreagentes (FLORES, 2007).

2.4 EPIDEMIOLOGIA

O BVDV possui distribuicdo mundial e a sua presenca no territério brasileiro &
conhecida desde a década de 60 (FLORES et al., 2005), circulando de forma endémica que
sua ocorréncia varia de 18% a quase 100% entre a populagdo bovina e estd presente em
pelo menos 26% dos rebanhos brasileiros (Quadro 1).
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Quadro 1.Inquéritos soroldgicos para o virus da BVDV em rebanhos de bovinos de diversos estados brasileiros
efetuados no periodo de 2003 a 2011 segundo o autor, estado, tipo de amostragem, método imunodiagnostico
utilizado e o resultado obtido.

% Animais % Rebanhos
Estad Imunodiagnéstico Reagentes Reagentes
Autor Amostragem
o] (Reagentes/ Total (Reagentes/Total
examinado) examinado)
NORONHA;
CAMPOS;SAR BA Delineamento estatistico  Virusneutralizagdo 56% (123/ 220) 100% (8/8)
DI (2003)
THOMPSON et . o . L
PB Delineamento estatistico  Virusneutralizagao 22,2% (520/2.343) 88,9% (64/72)
al. (2006)
SOUSA et al. ) o o
(2009) MA Delineamento estatistico Elisa indireto 67,30% (105/156) 100% (16/16)
CHAVES et al. ) o o
(2012) Delineamento estatistico Elisa indireto 65,66% (604/920) 94,57% (84/92)
RIBEIRO o ) )
MS Conveniéncia Virusneutralizagdo 99,60% (497 /499) -
(2009)
BRITO et al. ) o ) L
(2010) GO Delineamento estatistico  Virusneutralizagao 64% (784 /3.533) 88,3% (784/888)
SAMARA et al. o o
MG Conveniéncia Elisa indireto 57,56% (141 /245) 100% (5/5)
(2004)
RIBEIRO L ) .
Conveniéncia Virusneutralizagdo 71,87% (373/ 519) -
(2009)
SAMARA et al. o o
SP Conveniéncia Elisa indireto 56,49% (74/131) 100% (5/5)
(2004)
RIBEIRO o ) )
Conveniéncia Virusneutralizagdo 47,51% (229/482) -
(2009)
POLETTO et ) o ) L
RS Delineamento estatistico  Virusneutralizagao 29,41% (60/204) 67,85% (19/28)
al. (2004)
QUINCOZES et _ - ) o
| (2007) Delineamento estatistico  Virusneutralizagdo 66,32% (1.150/ 1.734) 82.35% (70/85)
al.
STURZA et al. ) o . .
(2011) Delineamento estatistico  Virusneutralizagdo 18,12% (139/767) -
ALMEIDA et al. _ o S
(2013) Delineamento estatistico Elisa indireto - 43% (129/300)

Na Argentina, Uruguai, Venezuela, Colémbia, Peru, Chile, Equador e México, as

prevaléncias de infec¢do por BVDV em bovinos variam de 6,3% a 74% entre os individuos e
de 16 a 100% de rebanhos (CARBONERO et al., 2011; GUARINO et al., 2008; OBANDO et
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al., 1999; ORJUELA et al., 1991; STAHL et al., 2008; MELENDEZ & DONOVAN, 2003; SAA
et al.,, 2012; SOLIS-CALDERON; SEGURA-CORREA; SEGURA-CORREA, 2005).

No Equador, a altitude e a area ocupada pelas propriedades, quando associadas a
alguma forma de contato entre rebanhos, foram consideradas potenciais fatores de risco
para o BVDV (SAA et al., 2012). O compartilhamento de pasto foi observado com maior
frequéncia em propriedades situadas em elevadas altitudes (maior ou igual a 2.338 m do
nivel do mar) quando comparada a propriedades localizadas em altitudes baixas. J& areas
densamente povoadas (>70%), tiveram mais chance de contato entre rebanhos vizinhos,
que uma vez infectados, podem ter atuado como a fonte de transmissdo do BVDV a

rebanhos suscetiveis.

ORJUELA et al. (1991), na Costa Norte da Colbmbia, detectaram anticorpos contra o
BVDV em apenas 6,3% (174/2.760) dos animais examinados. No entanto, 48% (49/102) dos
rebanhos foram reagentes. Isto indica que o virus esteve presente na regido estudada, mas

as condi¢des locais ndo favoreceram a sua transmissao entre os animais.

As diferencas no tipo de exploracédo (corte, leite ou mista) e criacdo (extensiva ou
semi-extensiva) podem explicar as variacdes nas frequéncias encontradas nos diversos
inquéritos epidemioldgicos da BVD efetuados no Brasil e no exterior, contudo, as maiores
prevaléncias tém sido encontradas nas propriedades mais simples e menos tecnificadas que
aparentemente tomariam poucos cuidados, com a introdu¢cdo e manejo de animais
infectados no rebanho (SOUSA et al., 2009; SAMARA et al., 2004). Outro aspecto a ser
considerado séo diferencas climaticas e ambientais entre os locais, que poderiam ainda

contribuir para essa diversidade (SAA et al. 2012).

O “HoBi-like” virus foi identificado pela primeira vez na Europa em 2004 a partir de
um soro fetal bovino importado do Brasil (BAUERMANN et al., 2013). Contudo sua
circulacdo entre rebanhos ainda é pouco conhecida (RIDPATH et al., 2013; DECARO et al.,
2013), o que preocupa a comunidade cientifica de muitos paises quanto a emergéncia de
uma nova infeccdo. A baixa reatividade cruzada entre os virus da BVD e o Hobi-like virus
pode interferir ndo s6 na acurécia de testes diagndsticos como também na eficacia de
vacinas que estdo voltados para o BVDV (BAUERMANN; FLORES; RIDPATH, 2012;
RIDPATH et al., 2013).

Apesar dos bovinos serem o0s hospedeiros naturais do BVDV, a infeccéo ja foi
diagnosticada em outras espécies biunguladas como lhamas, alpacas, camelos, ovelhas e
suinos nos quais foram registrados casos sintométicos e ndo sintomaticos (EVERMANN,
2006; JULIA et al., 2009; DENG et al., 2012). No entanto, a capacidade de transmisséo do

virus tanto intra como entre estas espécies ainda é pouco conhecida (FLORES, 2007).
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2.5 DIAGNOSTICO

A BVD é uma doenca com mudltiplas formas de apresentacdo, que podem variar de
infecgBes subclinicas e inaparentes (mais comuns) a aquelas com sinais clinicos comuns ao
causado por outros virus, bactérias, protozoarios, micotoxinas (GROOMS, 2006), e até
mesmo por falhas de manejo zootécnico e nutricional. Neste sentido, o diagnéstico definitivo
da BVD é realizado por testes laboratoriais aliado a informes de ordem epidemioldgica
(quando existentes) (SANDVIK, 2004).

O estudo da prevaléncia do BVDV em rebanhos bovinos ndo vacinados pode ser
realizado com o emprego de métodos indiretos de diagnéstico (sorodiagnostico). A alta

prevaléncia de anticorpos anti-BVDV evidencia a presenca de animais Pl no rebanho.

A utilizacdo de métodos diretos tanto genotipicos (moleculares) quanto fenotipicos
(morfologia do virus, estrutura antigénica-identificagdo soroldgica) € o segundo passo para a
identificacdo de animais Pl (DUBOVI, 2013). O PI é persistentemente virémico e geralmente,
ndo apresenta anticorpos contra o virus (ndo reagente). Contudo, pode passar a produzir
anticorpos (reagente) ao se infectar com uma nova espécie de BVDV, para a qual nao é
imunotolerante (BAKER, 1995).

Devido ao curto periodo de viremia (duas semanas) recomenda-se que o diagndstico
da forma aguda da BVD seja realizado pela pesquisa de anticorpos em que espera-se que
haja a soroconversdo em um intervalo minimo de 21 dias entre as duas colheitas (OIE,
2008).

Dos métodos indiretos, a virusneutralizacao (VN) é o teste padréo de referéncia (OIE,
2008). A sensibilidade da VN é significativamente influenciada pela homologia entre a
espécie viral predominante a campo e a utilizada pelos laboratérios diagndsticos (SANDVIK,
2004). A vantagem da VN é que pode ser utilizada para o diagnostico da BVDV em qualquer
espécie animal (DUBOVI, 2013). Em laboratério com cultivo celular, a VN é preferivel aos
“kits” comerciais de ensaio imunoenzimatico (ELISA), normalmente caros. No entanto, €

uma técnica laboriosa e demorada (DUBOVI, 2013).

O ELISA indireto € uma técnica simples e rapida de diagnostico, sensivel e
especifica, normalmente utilizada para deteccdo de anticorpos contra o BVDV em amostras
de soro individuais, bem como coletivas obtidas em tanques de leite de expanséo (triagem)
(DUBOVI, 2013). Contudo a adequacdo dos métodos de diagndéstico, como o

desenvolvimento de novos “kits” comerciais de ELISA, faz-se necessario devido ao
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surgimento de novas especies como o “Hobi-like” Virus, evitando assim resultados falso-
negativos (BAUERMANN; FLORES; RIDPATH, 2012).

Dos métodos diretos, o isolamento viral (IV) em cultivo celular é recomendado pela
OIE (2008) devido as vantagens que apresenta. Trata-se de um teste agente independente,
que permite a identificagdo de outros virus que ndo o BVDV e que poderiam nao fazer parte
da suspeita clinica inicial ou ainda, possibilita identificar virus que n&do sejam ainda
conhecidos na regido (DUBOVI, 2013). O material de eleicdo é o sangue, especialmente a
capa leucocitaria, muito rica em virus (FLORES, 2007). Por outro lado, esse € um método
demorado (cerca de 30 dias) e como a VN, exige um cultivo celular. Além disso, o virus
deve se manter viavel para ser possivel o seu isolamento, e devido ao efeito nao
citopatogénico observado na maioria das espécies de BVDV circulantes, a identificagéo viral
€ seguida de outros métodos diretos como, imunoperoxidase (IPX), ELISA,
imunofluorescéncia (IF) e transcricdo reversa combinada a reagdo em cadeia pela
polimerase (RT-PCR) (DUBOVI, 2013).

A RT-PCR é uma técnica de diagnostico rapida, capaz de detectar concentragdes
minimas e até mesmo de material genético do virus ndo viavel. Ela tem sido utilizada para
estudar a origem, evolucéo e epidemiologia do BVDV pelo sequenciamento de seu genoma.
Por ser considerada uma técnica sensivel, o diagnéstico de animais Pl pode ser realizado
no exame de “pools” de amostras sanguineas ou de tanques de leite de expanséo, o que
contribui para reducdo do seu custo (PILZ, D.; ALFIERI, F.A.; ALFIERI, A.A, 2005; LANYON
et al.,, 2013; DUBOVI, 2013). No entanto, para a confirmacdo exige-se a repeticdo do teste

em uma segunda colheita com intervalo minimo de trés semanas.

O ELISA para como método direto que detecta a estrutura antigénica (fenétipo) do
virus pode ser considerado um teste simples e rapido de diagnéstico para a deteccdo de
animais PIl. Sua sensibilidade e especificidade variam de 67% a 100% e de 98,8% a 100%,

respectivamente, quando comparado ao isolamento viral (LANYON et al., 2013).

Nos Estados Unidos, a imunohistoquimica (IHQ) € um método muito utilizado para
deteccdo de animais Pl no exame de biépsias de pele da orelha. Sua sensibilidade
diagnostica chega a 100% quando comparada ao isolamento viral. No entanto, € uma

técnica laboriosa e que exige pessoal experiente (LANYON et al., 2013).

2.6 TRATAMENTO

Ndo h& um tratamento especifico para a BVD. Em casos de diarreia ndo severa,
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pode-se utilizar antibiéticos (infeccdes secundérias), e o tratamento sintomatico com
antidiarreicos e hidratagéo intensa. O progndéstico para 0s casos graves com diarreia aquosa
e profusa e lesdes orais acentuadas é mau, e por isso o abate para aproveitamento ou a
eutanasia devem ser considerados (RADOSTITS, 2000). Portanto, a melhor forma de se

combater a doencga é com sua prevencao e controle.

2.7 PREVENGCAO E CONTROLE

A prevaléncia de animais Pl em um rebanho infectado pelo BVDV varia de 0,5 a 2%
(RIDPATH, 2010; HOUE, 1999). Contudo o seu papel na manutencdo dos focos é
fundamental pois eliminam continuamente o virus em suas secrecdes e excrecoes, e se
atingirem a idade adulta poderdo infectar a sua progénie. Deste modo, particular atencéo
devera ser tomada com estes animais quando da realizagdo de programas de combate a

doenca.

Em paises que possuem sistemas de defesa sanitaria animal bem estruturados e
extensao territorial limitada foi possivel a redugéo da prevaléncia da infeccdo pelo BVDV em
um periodo de tempo muito curto (dois anos). Na Suica, a ajuda de custo do poder publico
para com os voluntarios no controle da doenca foi fundamental para que se conseguisse
uma significativa reducdo de animais PI, de 1,8% para menos de 0,2% no rebanho (PRESI
et al.,, 2011). Na Suécia, o tempo consumido para essa reducao foi maior pois 0 combate
empregou apenas O monitoramento e ndo adotou a vacinacdo (GREISER-WILKE;
GRUMMER; MOENNIG, 2003).

O emprego da imunoprofilaxia no combate & BVD com vacina viva atenuada ou
inativada deve ser encarado como uma medida complementar e nunca como uma estratégia
Gnica. A vacina ideal é aquela que confere a prote¢do contra todas as estirpes de BVDV,
inclusive protecéo fetal, para impedir nascimento de Pl e assim romper o ciclo da doenca
(DUBOVI, 1992). No entanto a maioria das vacinas ndo confere protecao fetal devido as
implicacdes da diversidade genética e baixa imunogenicidade do BVDV (RIDPATH, 2005).
No Brasil, a pratica da vacinagcdo € voluntaria e apenas as vacinas inativadas estao
liberadas para uso (FLORES et al., 2005).

Na Dinamarca, foram investidos US$ 27 milh6es ao longo de trés anos em
programas de combate ao BVDV. O mesmo agente acarretava ao pais um prejuizo anual
estimado em 20 milhdes de dolares (HOUE, 1999). Por isso, desde que ndo surjam novas

reinfec¢cdes, a adocdo do programa é€ justificada (HOUE, 1999). Nos Uultimos anos, 0 mesmo
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pais pode ser considerado praticamente livre do BVDV com apenas relato de casos isolados
(STAHL; ALENIUS, 2012).

BRITO et al.(2010) sugerem como estratégias de combate ao BVDV: a remogéo
gradual de animais PI, a separacdo de animais infectados de forma transitéria do restante
do rebanho, a realizacdo de quarentena no ingresso de bovinos na propriedade associados
ao monitoramento soroldgico anual. A utilizacdo de sémen livre de BVDV e de vacinas, que
poderiam fornecer imunidade aos animais suscetiveis, também deve ser considerada. Em
todas essas etapas, o diagnédstico laboratorial pode ser empregado tanto para
monitoramento da situagéo epidemioldgica da regido (avaliar se a infec¢éo ocorre e em que
propor¢do na fase de implantacéo do programa de combate & doenca) como nas atividades
de vigilancia pelo Servico Veterinario para manutencdo e consolidacdo de areas livres,

prevenindo o surgimento de novas infecgbes (DUBOVI, 2013).

Na Bélgica, apesar de 47,4% (351/770) dos rebanhos apresentarem anticorpos
contra 0 BVDV, e destes, 60% dos animais terem sido expostos ao virus, apenas 8% dos
proprietarios quando questionados, relataram algum problema relacionado ao BVDV
(SARRAZIN et al., 2013), o que demonstra que muitas vezes a infec¢do esta presente nos

rebanhos, porém néo € identificada.

As perdas econdmicas em um rebanho com surto de BVDV dependem do estado
imune inicial, do periodo de gestacao em que as fémeas séo infectadas e da viruléncia da
espécie viral envolvida (HOUE, 1999). A importancia econémica e os resultados das
estratégias de controle da doenca devem ser avaliados em relagdo ao custo-beneficio para
a sociedade (HOUE, 1999).
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3.1 OBJETIVO GERAL

e Estimar a prevaléncia de rebanhos e de animais reagentes para o BVDV

no Estado de Sao Paulo, no ano de 2011.

3.1.2 Objetivos especificos

Caracterizar as praticas zootécnicas e sanitarias das propriedades

de bovinos do Estado de Sdo Paulo, no ano de 2011;

Caracterizar os fatores de risco associados as propriedades de
bovinos reagentes para BVDV no estado de Sao Paulo, no ano
2011,

Caracterizar a distribuicdo espacial das propriedades amostradas e
propriedades reagentes para BVDV no estado de S&o Paulo, no
ano 2011.
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4. MATERIAIS E METODOS

41 AMOSTRAGEM E ANALISE DE DADOS

O material utilizado foi referente ao utilizado no inquérito epidemiol6gico para a
brucelose bovina no Estado de Sao Paulo, realizado no periodo de Novembro de 2010 a
Outubro de 2011. O Estudo foi planejado e delineado por epidemiologistas do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), da Universidade de Sao Paulo (USP) e de
Brasilia (UnB) em colaboragdo com os Médicos Veterinarios da Coordenadoria de Defesa
Agropecuéria do estado de Sao Paulo (CDA), servico veterinario oficial responsavel pela
defesa sanitaria animal no estado de S&o Paulo.

A CDA é um 6érgao da administracao publica direta do Governo do Estado de Séo
Paulo, vinculada a Secretaria da Agricultura e Abastecimento do estado de S&o Paulo,
possui em seu organograma 40 unidades regionais denominados Escritérios de Defesa
Agropecuéaria (EDAs) (Figura 3), que séo unidades técnico-administrativas de planejamento,
execucdo e avaliacdo de atividades de defesa agropecuaria. Os veterinarios dos EDAs
foram responsaveis pela colheita de soro e também pela aplicacdo do questionario

epidemioldgico nas propriedades amostradas.

O estado de Séo Paulo foi dividido em sete circuitos pecuarios (Figura 4), de acordo
com os sistemas de producéo e comercializagdo, praticas de manejo dos animais, finalidade
de exploracdo e tamanho médio de rebanhos. A divisdo do Estado em regides
correspondentes a circuitos produtores também levou em conta a capacidade operacional e
logistica do servigo veterinario oficial do Estado para a realizacao das atividades de campo,
baseando-se nas areas de atuacdo de suas unidades regionais (DIAS et al., 2009) (Figura
3).
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Figura 3. Divisdo do Estado de S&o Paulo em relacdo a area de atuagdo de seus Escritdrios de
Desenvolvimento Agropecuario (EDA).

Fonte: CDA, 2011.

Figura 4. Mapa do estado de S&o Paulo e a divisdo em seus circuitos produtores. No detalhe, a localizagéo do
Estado de S&o Paulo no Brasil.

Fonte: DIAS et al., 2009.

O delineamento amostral foi realizado em duas etapas. Na primeira foi sorteado,
aleatoriamente, um numero pré-estabelecido de propriedades com atividade reprodutiva,

gue sao as unidades primarias de amostragem (1.743 propriedades) com base no cadastro
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de propriedades rurais com atividade reprodutiva de bovinos. Na segunda, foi sorteado um
namero preestabelecido de fémeas bovinas com idade igual ou superior a 24 meses, que
sdo as unidades secundarias de amostragem (12.956 animais).

Nas propriedades rurais onde havia mais de um rebanho bovino, foi escolhido o de
maior importancia econémica, no qual os animais estavam submetidos ao mesmo manejo,
ou seja, sob os mesmos fatores de risco. A propriedade sorteada que ndo pode ser visitada
foi substituida pela proxima da relacéo do cadastro.

O numero de propriedades selecionadas por circuito foi estimado pela férmula para
amostras simples aleatérias (THRUSFIELD, 2007). Os parametros adotados para o calculo
foram: nivel de confianca de 0,95, prevaléncia estimada de propriedade e de animais de

10% (no caso, para a brucelose bovina) e erro de 0,05.

Para a estimativa do numero minimo de animais a serem examinados por
propriedade foi utilizado o conceito de sensibilidade e especificidade agregadas (DOHOO et
al., 2003), que permitiu classificar a propriedade como foco ou ndo de doenca. Para efeito
dos calculos foram adotados os valores de 95% e 99,5%, respectivamente, para a
sensibilidade e a especificidade do protocolo de testes utilizados para brucelose bovina
(FLETCHER et al., 1998) e 10% para a prevaléncia intra rebanho estimada (também para a
brucelose bovina). Nesse processo foi utilizado o programa Herdacc versao 3, e o tamanho
da amostra escolhido foi aquele que permitiu valores de sensibilidade e especificidade de
rebanho iguais ou superiores a 90%. Assim, nas propriedades com até dez fémeas com
idade superior a 24 meses, todas foram examinadas, naquelas com até 99 fémeas foram
amostrados dez animais e nas que possuiam 100 ou mais fémeas, foram amostrados

guinze animais. A escolha das fémeas dentro das propriedades foi casual sistematica.

As amostras de soro juntamente com as fichas de requisicdo e a planilha com as
respostas do questionario foram recebidas no Laboratério de Viroses do Instituto Bioldgico
(LVB) do Instituto Biolégico de S&o Paulo para avaliagdo da situacdo epidemiologica do
BVDV no estado de S&o Paulo. Os soros permaneceram estocados em freezer a -20°C até
a realizacdo das anadlises. Apoés a realizagdo dos exames foi realizada checagem dos dados
da planilha original (delineamento), para excluir propriedades e animais que por problemas
inerentes a colheita n&o foram colhidas amostras de sangue. Esta revisdo da planilha serviu
de base para a eliminacdo das inconsisténcias em relacdo ao delineamento original, bem
como para excluir rebanhos vacinados para BVDV e amostras que nao foi possivel analisar

devido contaminacdes, toxicidade ou insuficientes.

Do total de amostras recebidas no LVB (12.956) foram excluidas 102 por problemas

de toxicidade ou insuficientes ou provenientes de animais vacinados para o BVDV. Portanto,
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foram examinadas para pesquisa de anticorpos contra o BVDV 12.854 de amostras de soro
de fémeas bovinas com idade igual ou superior a 24 meses provenientes de 1.732
propriedades com atividade reprodutiva distribuidas no Estado de Sdo Paulo. O total de
propriedades com atividade reprodutiva e de fémeas bovinas assim como o nimero de
amostras examinadas para o BVDV por circuito produtor do Estado de Sao Paulo em 2010-
2011 encontram-se no Quadro 2.

Quadro 2.Dados censitarios da populagdo bovina por circuito produtor do Estado de Sdo Paulo 2010-2011 e as
respectivas amostras examinadas para o BVDV (Séo Paulo, 2014).

Circuito Total de Propriedades Total de Fémeas
produtor propriedades com | examinadas para | fémeas com | examinadas para
atividade o BVDV idade 224 o BVDV
reprodutiva meses

1 28.943 246 1.193.467 2.156

2 25.343 267 823.073 2.058

3 23.599 259 984.312 1.955

4 9.732 236 264.744 1.622

5 15.881 249 364.848 1.693

6 17.976 227 392.063 1.556

7 13.037 248 308.948 1.813
Total 134.511 1.732 4.331.455 12.854

Fonte: Dados da CDA, 2011 ; comunicag&o pessoal.

Os calculos da prevaléncia de rebanhos reagentes, de animais e intra rebanho para o
BVDV por circuito produtor e no Estado e os respectivos intervalos de confianca foram
efetuados de forma ponderada conforme DEAN et al. (1994) e DOHOO et al. (2003).

O peso por propriedade (P;) (quadro 2) no calculo da prevaléncia de rebanhos

reagentes para o BVDV no Estado foi dado por

propriedades no circuito produtor

P,-
propriedades examinadas para o BVDV no circuito

O peso por animal (P;) no calculo da prevaléncia de fémeas bovinas reagentes para
o0 BVDV no Estado foi dado por
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fémeas 2 24 meses na propriedade fémeas = 24 meses no circuito
P, X
fémeas = 24 meses examinadas fémeas = 24 meses nas propriedades examinadas
na propriedade no circuito

As informac¢Bes obtidas por meio dos questionarios e consideradas relevantes para o
estudo epidemiolégico do BVDV foram:

e Tipo de exploracao (corte leite e mista);

e tipo de criacdo (extensivo, semi-confinado e confinado);
¢ uso de inseminacao artificial (1A);

e raga bovina predominante;

e presenca de animais domésticos (ovinos e/ou caprinos, equideos, aves, cédo e

gato);

e presencga de animais silvestres (capivara, felideos, macaco, cervideo, marsupial

e outros);
e aquisicdo e venda de bovinos com finalidade reprodutiva;
¢ abate de adultos;
¢ aluguel de pastagens;
e presenca de areas alagadicas;
e concentracdo de bovinos no rebanho;
e ocorréncia de abortamento;

e presencga de piquete separado para fémeas bovinas na fase de parto e/ou pos

parto;
e compartilha aguadas/bebedouros com animais de outras propriedades;
e compartilha insumos, equipamentos ou funcionarios com outras propriedades;
e pasto comum entre as propriedades;
e assisténcia veterinaria;

o classificacdo da propriedade (rural classica, assentamento, periferia urbana,

aldeia indigena);
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e tamanho do rebanho;

e idade.

Para o estudo dos fatores de risco associados ao BVDV, as variaveis do questionario
epidemioldgico foram submetidas, primeiramente, a analise exploratdria de dados pelo teste
de qui-quadrado (univariada). As variaveis com nivel de significaAncia igual ou superior a
80% (p=<0,20) foram adicionadas, uma a uma, ao modelo final de regressao logistica
multivariada. Foram considerados fatores de risco para o BVDV as variaveis com nivel de
significancia superior ou igual a 95% (p<0,05) no modelo final. Quando necessario, realizou-
se a recategorizacdo dessas variaveis e a categoria de menor risco foi considerada como
base para a comparacdo das demais. As variaveis quantitativas foram recategorizadas em
percentis. Os dados foram analisados no programa “Stata Statistical Software” versédo 12.0
(STATACorp 2011, College Station, Texas, EUA).

Durante as visitas as propriedades, levantaram-se as coordenadas geogréaficas
(latitude e longitude) em graus, minutos e segundos, utilizando-se aparelhos de
posicionamento global por satélite que foram plotadas no mapa dos circuitos produtores,
através do programa ArcGIS® ArcMap 10.

4.2 SORODIAGNOSTICO

Os procedimentos descritos a seguir seguem o0s parametros determinados pela
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), presentes no “Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals” (OIE, 2012), e seguidos pelo Laboratorio de Viroses de
Bovideos (LVB), Instituto Biologico de S&o Paulo, Secretaria da Agricultura e Abastecimento

do Estado de Sao Paulo.

4.2.1 Cultivo celular

As células epiteliais utilizadas para a producédo do estoque viral, titulagdo do virus e
reacdo de virusneutralizacdo pertencem a linhagem de rim bovino (“Madin Darby Bovine

Kidney” — MDBK), em sua 1202 passagem e foram adquiridas da “American Type Culture
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Collection” (Manassas, EUA). Todo o processamento celular foi realizado no setor de cultivo

celular, laboratério com infraestrutura adequada para manipulagéo asséptica das culturas.

Para manutencéo celular foram utilizadas garrafas plasticas (Biosystems®, Curitiba,
Parand), de 175 cm® de area, contendo Meio Essencial Minimo de Eagle (Eagle MEM -
Nutricell®, Campinas, Brasil), acrescido de 0,2% de bicarbonato de sédio (Merck®,
Darmstadt, Alemanha), tamponado com 25 mM de &cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazineetanossulfénico (HEPES® — Biosolve, Westford, EUA) e suplementado com 5% de
SFB livre de anticorpos contra e do proprio Pestivirus (Nutricell®, Campinas, Brasil) e
mantidas em estufa a temperatura de 37°C. Os subcultivos foram realizados a cada 72
horas, utilizando uma solucéo Tripsina-Versene (Sigma-Aldrich®, Steinheim, Alemanha) para
desagregacdo das células. O inoculo celular foi constituido de 2 x 10° células/mL e a

contagem realizada em camara de Neubauer (Optik Labor®, Friedrichshofen, Alemanha).

As células e o SFB foram controlados periodicamente para a presenca de Pestivirus
por reagdo de IPX, ELISA direto (IDEXX®, Westbrook, EUA) e RT-PCR.

4.2.2 Replicagéo da estirpe viral

Foram utilizadas as estirpe virais: BVDV-1 (NADL), citopatica, fornecida pela Instituto
de Virologia da Escola Superior de Medicina Veterinaria de Hannover, Alemanha e BVDV-2
(Lote B140-99), citopéatica, fornecida pela Ford Dodge Saude Animal, Brasil.

A replicacdo viral foi realizada em garrafa plastica, 75 cm® de &rea, com
monocamada de células da linhagem MDBK pré formada (2 x 10° células/mL) e incubada
com um dia de antecedéncia em estufa umida a 37°C e 5% de CO,. O meio de origem da
garrafa foi retirado e inoculado 1mL do virus em estoque. A garrafa foi acondicionada
novamente em estufa nas mesmas condi¢des, para adsorcdo. Uma garrafa controle foi

preparada nas mesmas condicoes.

Apds uma hora de incubagéo, foi adicionado 25 mL de meio de manutengdo (MEM
com 5% SFB). A garrafa foi acondicionada novamente em estufa nas mesmas condic¢des,

até obtencéo de efeito citopatico em aproximadamente 90% da monocamada de células.

A suspenséo viral foi recolhida e centrifugada em tubo Falcon® (Biogen, Ribeirdo
Preto, Séo Paulo), estéril, a 600 x g por 15 minutos a 4°C (IEC, International Centrifuge,
modelo PR-2, Needham, EUA). Ap6s centrifugacdo, a suspensao viral foi distribuida em
tubos de criogenia (TPP®, Techno Plastic Products AG, Switzerland), estéreis, identificados

com o tipo de virus, partida e data. Os tubos foram armazenados em freezer a -80°C até
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confirmacdo da titulacdo e a seguir transferidos para botijdes com nitrogénio liquido a
-196°C.

4.2.3 Titulacao Viral

O titulo viral foi determinado, com no minimo duas repeticdes de cada partida viral,
realizando-se nove diluicdes seriadas do virus (10" a 10®°) a partir de 0,5mL do puro (ampola
viral) em 4,5 mL de meio MEM.

A placa de titulacdo foi preparada utilizando 100uL dessas dilui¢des, distribuidas em
microplacas de fundo chato contendo 96 cavidades (TPP®, Techno Plastic Products AG,
Switzerland). A coluna 10 da placa permaneceu vazia (branco). As colunas 11 e 12
serviram para controle de célula, recebendo 100puL de meio MEM. Da coluna 9 (10°) até a
coluna 1 (10" foi adicionado as diluicdes virais. Em seguida, 50uL de suspensdo de
células MDBK, na concentragéo 3 x 10° células/mL, foi distribuida por cavidade, exceto na

coluna de niumero 10 que permaneceu vazia.

A placa de titulagéo foi incubada a 37°C com 5% de CO, e umidade controlada. A
leitura foi realizada no quinto dia da incubag¢éo, em microscopio de luz invertido. O titulo viral
de trabalho (10°° DCIDso/mL) foi calculado com o método de Reed & Miiench (1938).

4.2.4 Teste de Virusneutralizacdo (VN)

A reacdo de virusneutralizagdo dividiu-se em duas etapas: a triagem e a titulagédo de

anticorpos anti-BVDV.

Todos o0s soros examinados foram inativados em banho-maria a 56°C por 30
minutos, tempo minimo necessario para inativar o sistema complemento, que possui acao

neutralizante inespecifica e pode interferir nos resultados de virusneutralizacao.

Todos os testes foram realizados em microplacas de fundo chato com 96 cavidades,

devidamente esterilizadas e manuseadas em cabine de seguranga bioldgica.

A andlise qualitativa, triagem das amostras, permitiu classificar os animais em
reagentes e ndo reagentes ao BVDV-1, estirpe NADL. Nessa etapa, todas as amostras
foram testadas em quadruplicata e com diluicéo final 1:10 (ap6s adicdo do virus). Esta é a
diluicdo considerada ponto de corte do teste, pois diferencia um animal reagente de um ndo

reagente, com uma margem de erro aceita de £0,3 (log.).
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No total, foram examinados 22 soros por placa (S1-S22). A coluna de nimero um
serviu como controle de célula e recebeu 100 pL de meio MEM. A partir da segunda coluna
da placa, as cavidades da primeira (A) e quinta (E) linha receberam 160pL de meio MEM e
40l de soro teste. As cavidades correspondentes as linhas que seguiram abaixo da
primeira (B,C e D) e quinta (F, G e H) linha receberam 50uL de meio MEM e 50pL da
diluicdo anterior (Figura 5).
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Figura 5. llustragdo de uma placa de triagem de soros da virusneutralizagao.

Todos os testes contaram com: a-) uma placa de retrotitulacdo para confirmacgéo do
titulo viral de trabalho, b-) uma placa controle de doses, no intervalo de diluicbes em base
logaritmica 2 (1,95 a 10° DCIDso/mL) ; e c¢-) uma placa de soros controle (negativo e
reagente) com titulagdo conhecida.

A solucéo de preparo para a placa de retrotitulacdo seguiu o padréo de diluicdo visto
no item anterior para titulacéo viral. Nesta, foram depositados 100pL das diluicdes 10°a 10
DICTso/mL. As colunas 5 e 10 permaneceram vazias (branco). As colunas 11 e 12 foram
destinadas ao controle de célula.

As doses virais foram preparadas em diluicbes seriadas (1,95 a 1.000 DICTso/mL) a
partir da solu¢do de preparo do virus (2.000 DICTso/mL) em 2mL de meio MEM. Cada
cavidade da placa controle de doses recebeu 100uL dessas diluicdes. As colunas 11 e 12
foram destinadas ao controle de célula e receberam 100 pL de meio MEM.

A coluna de nimero um da placa de soros controle foi destinada ao controle celular,
recebendo 100uL de meio MEM. As colunas de namero dois e trés receberam 80uL de meio
MEM e 20pL de cada soro controle. As colunas de nimeros quatro a doze receberam 50uL
de MEM. A partir da coluna trés, os soros controle foram diluidos na base logaritmica 2 (1:10

até 1:5.120). Estes foram testados em duplicata.
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Foram adicionados 50uL da solucdo de preparo do virus (2 x 10° DICTs/mL) nas
placas teste, com excecdo da coluna um (controle de célula). A placa de soros controle

recebeu a mesma solucéo viral a partir da coluna trés.

Todas as placas do teste, com excecéo da placa de retrotitulacdo, foram incubadas
por uma hora em estufa a 37°C, 5% de CO, e umidade adequada. A placa de retrotitulacédo

permaneceu em refrigerador a 4°C.

Apdés uma hora de incubacao, foi adicionado 50uL por cavidade da suspenséo de
células MDBK (3 x 10° células/mL) em todas as placas do teste. As placas retornaram a
incubadora nas mesmas condi¢des, onde permaneceram até o determinado dia para leitura

(quinto dia da incubag&o).

Para a titulagdo de anticorpos (teste quantitativo), as amostras foram diluidas em
meio MEM na base logaritmica 2 (da diluicdo 1:10 até 1:5.120). A coluna de numero um de
cada placa teste foi destinada ao controle celular, recebendo 100uL de meio MEM, a de
namero dois ao controle de toxicidade do soro e as colunas de numeros trés a doze as
diluicdes em série de cada amostra. No total foram examinados oito soros por placa (S1-S8)
(Figura 6).
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Figura 6. llustracdo de uma placa de titulacdo da virusneutralizacao.

Também foram incluidas em cada prova quantitativa uma placa de soros controles,
uma placa de retrotitulacdo e uma placa de controle de doses virais como descrito para o

teste qualitativo da VN.

Nas placas teste e soros controle foram adicionados, a partir da coluna de namero

trés, 50 L da solugéo de preparo do virus (2 x 10° DICTse/mL).



39

Todas as placas do teste, com excecdo da placa de retrotitulagdo, foram incubadas
em estufa a 37°C, 5% de CO, e umidade adequada. A placa de retrotitulacdo permaneceu
em refrigerador a 4°C.

Apés uma hora de incubacgéo, foram distribuidos 50uL da suspensdo de células
MDBK (3 x 10° células/mL) em todas as placas. Estas, retornaram a incubadora, nas
mesmas condi¢bes, onde permaneceram até o determinado dia para leitura (quinto dia da
incubacao).

Como titulos de anticorpos neutralizantes foram considerados as reciprocas das
maiores diluicdes do soro capazes de inibirem a replicagdo viral e a consequente producéo
de ECP de BVDV.

4.2.4 Validacdo do teste
A validagdo dos testes de virusneutralizagédo considerou:

e Controle celular sem a presenca de alteracdes morfologicas;

e Confirmacgédo do titulo da viral empregada pelo método de Reed-Muench
(1938), com variacéo aceita de 0,3 (log2);

o Determinacdo das doses infectantes por Spearman-Karber (FINNEY, 1964),
gque deve abranger a faixa de validacéo do teste entre 30 e 421 DCIDs/50uL
(OIE, 2008);

e Confirmacgéo da titulagdo de soros controle: negativo (ndo reagente, titulo
<10), fraco positivo (titulo 40 = 1,6 log), médio positivo (titulo 320 = 2,5 log) e
forte positivo (titulo 5.120 = 3,7 log) com variagfes aceitas de +0,3 (log2);

¢ Os soros examinados com titulo = 10 (1,0 log) foram considerados reagentes
e aqueles com titulo inferior a 10 (1,0 log), ndo reagentes;

e Quando os parametros de controle e validacdo ndo foram atendidos, as

mesmas amostras foram submetidas a reteste.
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5. RESULTADOS

5.1 PREVALENCIA DE ANIMAIS

A prevaléncia de bovinos com anticorpos anti-BVDV no Estado de Sao Paulo foi
47,08% (5.441 reagentes dos 12.854 animais examinados). A prevaléncia de reagentes ao
BVDV por circuito produtor e seus respectivos intervalos de confianga sdo apresentados na
tabela 2.

Tabela 2. Prevaléncia aparente de bovinos reagentes para o BVDV por circuito produtor no Estado de Sao
Paulo, no ano de 2011 (S&o Paulo, 2014).

Circuito Produtor Animais Prevaléncia IC
(%) (95%)
Testados Reagentes
1 2.156 1.022 43,87 [37,57 — 50,17]
2 2.058 1.237 64,33 [58,73 — 69,93]
3 1.955 768 46,74 [38,29 — 55,19]
4 1.622 707 46,96 [38,13 — 55,79]
5 1.694 739 41,49 [29,23 — 53,74]
6 1.556 513 45,20 [26,97 — 63,42]
7 1.813 455 23,75 [18,70 — 28,80]
Total 12.854 5.441 47,08 [43,46 — 50,70]

IC: Intervalo de Confianga.

5.2 PREVALENCIA DE REBANHOS

Em S&o Paulo, das 1.732 propriedades amostradas com fémeas bovinas em
atividade reprodutiva, 78,21% (1.325) apresentaram pelo menos um animal reagente ao

exame para a BVD (Tabela 3).
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Tabela 3. Prevaléncia aparente de propriedades sororreagentes para o BVDV por circuito produtor do Estado de
Sao Paulo, no ano de 2011 (Sao Paulo, 2014).

Circuito Produtor Propriedades Prevaléncia (%) Cl
(95%)
Testadas Reagentes
1 246 217 88,21 [84,18-92,24]
2 267 238 89,14 [85,40-92,90]
3 259 189 72,97 [67,56-78,39]
4 236 184 77,97 [72,67-83,26]
5 249 187 75,10 [69,72-80,48]
6 227 152 66,96 [60,83-73,08]
7 248 158 63,70 [57,72-69,70]
Total 1.732 1.325 78,21 [76,23-80,19]

IC: Intervalo de Confianga.

Em relag@o as propriedades reagentes para a BVD por circuito produtor do Estado
(Tabela 3), a maior prevaléncia foi encontrada nos circuitos 1 e 2 (88,21% e 89,14%,
respectivamente), seguida dos circuitos 3, 4 e 5 (72,97%, 77,97% e 75,10%,
respectivamente) e, por ultimo, a menor prevaléncia foi encontrada nas propriedades
pertencentes aos circuitos 6 e 7 do Estado de Sdo Paulo (66,96% e 63,70%,
respectivamente). Agrupando-se o0s circuitos dessa forma, foi observada diferenca

estatistica (p<0,05) entre as trés regides (Noroeste, Centro e Sudeste).

5.3 DISTRIBUICAO ESPACIAL DO BVDV NO ESTADO DE SAO PAULO

A distribuicdo espacial das propriedades reagentes e ndo reagentes para BVDV no
estado de S&o Paulo em 2011 estéo apresentadas na figura 7.
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Figura 7. Distribuicdo espacial das propriedades com bovinos reagentes (em vermelho) e ndo reagentes (em
verde) para BVDV no estado de Sao Paulo em 2011. Em detalhe, a localizagdo do Estado de S&o Paulo na

Ameérica do Sul (Sao Paulo, 2014).

Como pode ser observado na Figura 7, o BVDV esta amplamente distribuido nos

diversos circuitos produtores do Estado de S&o Paulo.

5.4 PREVALENCIA INTRA-REBANHO

A tabela 4 retne a prevaléncia intra-rebanho por circuito produtor do Estado em

percentis: 1° quartil (Q), mediana ou 2° quartil (Q,) e 3° quartil (Qz).

Tabela 4. Prevaléncia intra-rebanho para o BVDV por circuito produtor do Estado de Séo Paulo, no ano de 2011
(Sé&o Paulo, 2014).

PREVALENCIA INTRA-REBANHO (Percentil)

Circuito Produtor 1 2 3 4 5 6 7 Total
Q1 30,00% 40,00% 30,00% 30,00% 30,00% 22,22% 20,00% 30,00%
Md/Q» 50,00% 66,67% 50,00% 50,00% 50,00% 40,00% 33,33% 50,00%

Qs 75,00% 90,00% 70,00% 71,43% 80,00% 60,00% 50,00% 75,00%
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O circuito de numero 2 (regido noroeste do Estado de S&o Paulo) apresentou a maior
mediana (Md/Q,) dos rebanhos com animais sororreagentes ao BVDV (66,67%) e 25% (Q3)
dos rebanhos com maior nimero de animais sororreagentes (90,00%) (Tabela 4). Por outro
lado, o circuito 7 (regido do Vale do Paraiba) apresentou a menor mediana (Md/Q,) de
rebanhos com animais sororreagentes ao BVDV (33,33%) e 25% (Q,) do menor niumero de
rebanhos com animais sororreagentes (20,00%) (Tabela 4).

5.5 SORORREATIVIDADE POR FAIXA ETARIA

As frequéncias de fémeas reagentes ao BVDV por faixa etaria, a partir dos dois anos

de idade, no Estado de Sao Paulo, em 2011, encontram-se na tabela 5.

Tabela 5. Frequéncia de fémeas bovinas reagentes ao BVDV por faixa etaria no Estado de S&o Paulo, ho ano
de 2011 (S&o Paulo, 2014).

Nao

Idade (anos) Examinados Reagentes Reagentes (%)
2 951 699 252 (26,50%)
3 2.031 1.425 606 (29,84%)
4 1.824 1.217 607 (33,28%)
5 1.834 1.110 724 (39,48%)
6 1.922 1.012 910 (47,35%)
7 1.340 644 696 (51,94%)
8 1.190 547 643 (54,03%)
9 506 221 285 (56,32%)
10a 15 1.205 518 687 (57,01%)

Total 12.803 7.393 5.410
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Sororreatividade ao BVDV por faixa etaria
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Grafico 1. Frequéncia de fémeas bovinas reagentes (%) para o BVDV por idade (anos).

No gréafico 1 observa-se uma curva ascendente de sororreatividade ao BVYDV com o
avancar de idade das fémeas amostradas.

5.6 TAMANHO DO REBANHO E SORORREATIVIDADE

O valor mediano de bovinos encontrados nas propriedades amostradas no estado de
Sédo Paulo, no ano de 2011, foi 26 (primeiro quartil: 11; terceiro quartil: 58). A tabela 6
mostra o valor minimo, 1° quartil (Q,), mediana ou 2°quartil (Md/Q,), 3° quartil (Qs) e valor

méaximo do tamanho do rebanho bovino nas propriedades amostradas no Estado de Sao
Paulo em 2011.

Tabela 6. Tamanho do rebanho bovino nas propriedades examinadas no Estado de S&o Paulo, com base em
percentis, no ano de 2011 (S&o Paulo, 2014).

Minimo Q Md/Q2 Qs Méaximo
No. animais no rebanho 1 11 26 58 2.908
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Tabela 7. Sororreatividade ao BVDV por tamanho do rebanho bovino no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011
(Séo Paulo, 2014).

SORORREATIVIDADE POR TAMANHO DO REBANHO

n N&o Reagentes Reagentes Total
(animais/rebanho)
<11 187 (45,17%) 227 (54,83%) ° 414 (100,00%)
11-25 90 (20,09%) 358 (79,91%) ° 448 (100,00%)
2 26 130 (14,94%) 740 (85,06%) 870 (100,00%)
Total 407 (23,50%) 1.325 (76,50%) 1.732 (100,00%)

Nota: Letras distintas indicam diferenca estatistica.

A prevaléncia de fémeas sororreagentes foi significativamente (p=0,000) menor em
rebanhos com menos de 11 animais (54,83%) e, maior em rebanhos com 11 a 25 animais e
acima de 26 animais (79,91% e 85,06%, respectivamente) (Tabela 8). Nao houve diferenca
significativa entre rebanhos com mais de 11 animais e, portanto, a variavel tamanho do

rebanho foi analisada em apenas duas categorias: <11 animais e = 11 animais.

5.7 TITULACAO DE ANTICORPOS

Foram quantificados os niveis de anticorpos para o BVDV-1 e o BVDV-2 em 21,79%
(382/1.325) das propriedades reagentes na prova de triagem pela virusneutralizacdo. Para
este ensaio foi escolhido um animal reagente por propriedade dos circuitos produtores 1 e 2
do Estado, no total 382 propriedades. Com excecdo de sete amostras que ndo foram
reagentes (titulo<llog) para o BVDV-2, foi observada a neutralizagdo cruzada para os dois
genotipos virais testados em 375 das propriedades amostradas. Os titulos de anticorpos

variaram entre 1 log e 3,7 log na base logaritmica 10 (Quadro 3).
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Quadro 3. Titulos de anticorpos frente ao BVDV-1 e BVDV-2 nas amostras de soro de fémeas bovinas com
idade igual ou superior a 24 meses nos circuitos produtores 1 e 2 do Estado de S&o Paulo, no ano de 2011 (Sao

Paulo, 2014).
. Reagentes ao Reagentes ao
Titulo (log) BVDV-1 (%) BVDV-2 (%)
1 18 (4,71%) 2 (0,53%)
1,3 53 (13,87%) 10 (2,67%)
1,6 89 (23,30%) 20 (5,33%)
1,9 81 (21,20%) 52 (13,87%)
2.2 75 (19,63%) 87 (23,20%)
2,5 37 (9,69%) 77 (20,53%)
2,8 20 (5,24%) 64 (17,07%)
31 6 (1,57%) 36 (9,60%)
34 0 20 (5,33%)
37 3(0,79%) 7 (1,87%)
Total 375 (100%) 375 (100%)
TITULAGAO
FEMEAS SORORREAGENTES PARA O BVDV-1EBVDV-2 NOS CIRCUITOS
PRODUTORES 1 E 2 DO ESTADO DE SAQ PAULO
100 - 39 " 87
wn
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5
= 3 36
8 40
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Grafico 2. Titulagdo das amostras de soro de fémeas bovinas com idade igual ou superior a 24 meses frente ao

BVDV-1 e BVDV-2 nos circuitos produtores 1 e 2 do Estado de S&o Paulo, no ano 2011 (Sao Paulo, 2014).
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5.8 ANALISE ESTATISTICA UNIVARIADA

As variaveis que no teste de qui-quadrado ndo mostraram associacao significativa
(p>0,20) quanto ao resultado da sorologia para BVDV (Tabela 8) foram excluidas do modelo
final de regresséo logistica.

Tabela 8. Analise univariada (qui-quadrado) dos rebanhos de bovinos reagentes e ndo reagentes para o BVDV,

no Estado de S&o Paulo, no ano de 2011, considerando as variaveis ndo estatisticamente significativas (p>0,20)
(Séo Paulo, 2014).

Variavel % (reagentes BVDV) % (ndo reagentes Total p
BVDV)
Tipo de exploracéo
Corte 75,00% (465) 25,00% (155) 620 0,289
Leite 76,08% (477) 23,92% (150) 627
Misto 78,97% (383) 21,03% (102) 485
Tipo de criacdo
Extensivo 76,19% (1.133) 23,81% (354) 1.487 0,622
Semi-confinado 78,79% (182) 21,21% (49) 231
Confinado 71,43% (10) 28,57% (4) 14
Presenca de aves comerciais
Tem 76,30% (898) 23,70% (279) 1.177 0,769
Nao tem 76,94%(427) 23,06% (128) 555
Presenca de cées
Tem 76,27% (1.048) 23,73% (326) 1.374 0,662
Nao tem 77,37% (277) 22,63% (81) 358
Presenca de animais silvestres
Tem 76,84% (806) 23,16% (243) 1.049 0,685
N&o tem 75,99% (519) 24,01% (164) 683
Presenca de marsupiais
Tem 76,32% (548) 23,68% (170) 718 0,883
Nao tem 76,63% (777) 23,37% (237) 1.014
Compartilha
propriedades
Nao 75,93% (1.098) 24,07% (348) 1.446 0,210
Sim 79,37% (227) 20,63% (59) 286
Pasto comum entre propriedades
Nao 76,30% (1.127) 23,70% (350) 1.477 0,640
Sim 77,65% (198) 22,35% (57) 255
Area de pouso de boiada em
transito
Nao 76,53% (1.324) 23,47% (406) 1.730 0,376
Sim 50,00% (1) 50,00% (1) 2
Abortamento nos ultimos 12 meses
Néo 76,29% (1.107) 23,71% (344) 1.451 0,554
Sim 75,81% (141) 24,19% (45) 186
N&o sabe 81,05% (77) 18,95% (18) 95

J& as variaveis que no teste de qui-quadrado mostraram associacdo significativa

(p=0,20) quanto ao resultado da sorologia para BVDV (Tabela 9) entraram para o modelo

final de regressao logistica (Tabela 10).
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Tabela 9. Analise univariada (qui-quadrado) dos rebanhos de bovinos reagentes e néo reagentes para o BVDV,
no estado de S&o Paulo em 2011, considerando as variaveis estatisticamente significativas (p<0,20) (Sao Paulo,

2014).
Variavel %(reagentes BVDV) % (n&o reagentes Total p
BVDV)
Racas bovinas predominantes
Zebu 82,62 (328) 17,38 (69) 397
Europeu de Leite 70,97% (66) 29,03% (27) 93 0,020
Europeu de corte 86,67% (13) 13,33% (2) 15
Mestico 74,80% (840) 25,20% (283) 1.123
Outras Racas 75,56% (68) 24,44% (22) 920
Presenca de capivara
Tem 78,84% (354) 21,16% (95) 449 0,174
N&o tem 75,68% (971) 24,32% (312) 1.283
Presenca de felideos
Tem 72,40% (160) 27,60% (61) 221 0,124
N&o tem 22,90% (346) 77,10% (1.165) 1511
Presenca de macaco
Tem 79,50% (318) 20,50% (82) 400 0,107
N&o tem 75,60% (1.007) 24,40% (325) 1.332
Presenca de gatos
Tem 78,86% (552) 21,14% (148) 700 0,057
Nao tem 74,90% (773) 25,10% (259) 1.032
Presenca de suinos
Tem 78,49% (456) 21,51% (125) 581 0,166
N&o tem 75,50% (869) 24,50% (282) 1.151
Presenca de ovinos e/ou caprinos
Tem 82,42% (211) 17,58% (45) 256 0,016
Nao tem 75,47% (1.114) 24,53% (362) 1.476
Presenca de equideos
Tem 79,89% (1.001) 20,11% (252) 1.253 0,000
Nao tem 67,64% (324) 32,36% (155) 479
Aquisicdo de bovideos_reproducao
N&o 71,66% (900) 28,34% (356) 1.256 0,000
Sim 89,29% (425) 10,71% (51) 476
Venda de reprodutores
Nao 74,82% (1.135) 25,18% (382) 1.517 0,000
Sim 88,37% (190) 11,63% (25) 215
Abate de animais adultos
Nao 74,09% (912) 17,56% (319) 1.231 0,000
Sim 82,44% (413) 17,56% (88) 501
Concentra o rebanho
Nao 76,91% (1.229) 23,09% (369) 1.598 0,167
Sim 71,64% (96) 28,36% (38) 134
Aluguel de pastagens
Nao 74,30% (1.055) 25,70% (365) 1.420 0,000
Sim 86,54% (270) 13,46% (42) 312
Presenca de areas alagadicas
Nao 74,85% (884) 25,15% (297) 1.181 0,018
Sim 80,04% (441) 19,96% (110) 551
Piquete paricédo
Nao 75,18% (1.045) 24,82% (345) 1.390 0,009
Sim 81,87% (280) 18,13% (62) 342

continua
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continua
Variavel %(reagentes BVDV) % (n&o reagentes Total p
BVDV)
Assisténcia Veterinaria
N&o 74,52% (854) 25,48% (292) 1.146 0,007
Sim 80,38% (471) 19,62% (115) 586
Uso de Inseminacdo Artificial (I1A)
Nao usa IA 75,90% (1.228) 24,10% (390) 1.618 0,082
Usa IA e touro 85,13% (63) 14,87% (11) 74
Usa s6 IA 85,00% (34) 15,00% (6) 40
Compartilha aguadas/bebedouros
com outras propriedades
N&o 75,49% (1.087) 24,51% (353) 1.440 0,027
Sim 81,51% (238) 18,49% (54) 292
Classificagdo da propriedade
Rural classica 76,12% (1.173) 23,88% (368) 1.541 0,033
Assentamento 87,50% (77) 12,50% (11) 88
Periferia urbana 72,82% (75) 27,18% (28) 103
Tamanho do rebanho
<11 animais 54,83% (227) 45,17% (187) 414 0,000
211 animais 83,31% (1.098) 16,69% (220) 1.318
Circuito produtor reagrupado
1 e 2 (Noroeste) 88,69% (455) 11,31% (58) 513 0,000
3,4 e 5 (Centro) 75,27% (560) 24,73% (184) 744
6 e 7 (Sudeste) 65,26% (310) 34,74% (165) 475

5.9  ANALISE ESTATISTICA MULTIVARIADA

As variaveis foram analisadas em conjunto (Tabela 10), usando um modelo de
regressao logistica para que a interacdo entre as variaveis pudesse ser incorporada ao
modelo e para excluir possiveis fatores de confusdo. Permaneceram neste modelo as
variaveis com um valor de significancia superior ou igual a 95% (p<0,05). O odds ratio (OR)
ou razédo de chances traduz a probabilidade de a doenga ocorrer ou ndo na presenca da
variavel em estudo sobre a mesma probabilidade na auséncia da varidvel (THRUSFIELD,
2004).



Tabela 10. Modelo final da regressao logistica multivariada de fatores de risco (odds ratio) para a BVD em

bovinos do Estado de S&o Paulo, no ano de 2010 (S&o Paulo, 2014).

Variaveis OR IC (95%) Valor — p
Aquisicéo de
bovideos_reprodugao
Nao - - 0,000
Sim 2,38 [1,71-3,31]
Aluguel de pastagens
Nao - - 0,000
Sim 1,82 [1,26-2,63]
Tamanho do rebanho
< 11 animais - - 0,000
> 11 animais 3,28 [2,54 - 4,23]
Circuito produtor
1 e 2(Noroeste) 3,65 [2,58 — 5,16] 0,000
3, 4 e 5 (Centro) 1,79 [1,37 — 2,35]

6 e 7 (Sudeste)

IC: Intervalo de Confianca. Area sob a curva ROC=0,7424 (Sensibilidade e especificidade do Modelo).
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Foram considerados fatores de risco para o BVDV (Tabela 10) a aquisicdo de

animais com finalidade reprodutiva (OR=2,38; IC 95% [1,71-3,31]), 0 aluguel de pastagens
(OR=1,82; IC 95% [1,26-2,63]), os rebanhos com mais de 11 animais (OR=3,28; IC 95%
[2,54-4,23]) e, em relacdo aos circuitos produtores do Estado de S&o Paulo, a regido

Noroeste (circuitos 1 e 2) apresentou chance 3,65 vezes (IC 95% [2,58-5,16]) maior e a

regido Central (circuitos 3, 4 e 5) apresentou 1,79 (IC 95% [1,37-2,35]) maior de terem seus

rebanhos infectados pelo virus da BVD quando comparadas a regido Sudeste do Estado

(circuitos 6 e 7).
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6. DISCUSSAO

A prevaléncia de bovinos reagentes para o BVDV no Estado neste estudo (47,08%)
pode ser considerada similar a outros estudos nas mesmas regides, observando também
diferengas significativas entre os circuitos produtores do Estado. Diversos autores relataram
a ocorréncia de BVDV em bovinos em regides do Estado de Sdo Paulo, estes constataram
47,51% (229/482) de bovinos reagentes na regido Noroeste (RIBEIRO, 2009) e 56,49%
(74/131) na regido Nordeste do Estado (SAMARA et al., 2004). Houve diferencas de 16,67%
(04/24) a 100% (28/28) de regentes entre as propriedades amostradas de uma mesma
regido (SAMARA et al., 2004). No Sul do Rio Grande do Sul, utilizando-se da técnica de VN
para deteccdo de bovinos reagentes ao BVDV, essa prevaléncia foi de 66,32%
(1.150/1.734) (QUIINCOZES et al., 2007). Uma soroprevaléncia de 64% ao BVDV foi
encontrada na populacdo de fémeas bovinas com mais de 24 meses (n=3.555) no Estado
de Goias (BRITO et al., 2010).

Neste estudo, a prevaléncia de rebanhos reagentes ao BVDV foi de 78,21%. Apesar
do pequeno numero de rebanhos amostrados (n=5), SAMARA et al. (2004) observou que
todos (100%) apresentaram pelo menos um animal reagente ao BVDV na regido Nordeste
do Estado de Séo Paulo. Alta taxa de prevaléncia, 82,35% (70/85), foi encontrada em
rebanhos no Rio Grande do Sul (regido Sul) por QUINCOZES et al. (2007). No estado de
Goias, 88,3% das 888 propriedades analisadas foram reagentes ao BVDV (BRITO et al.,
2010). Em paises da América do Sul e Central, em que menos de 5% dos rebanhos sao
vacinados e nenhuma outra forma de controle é dirigida ao virus da BVD, considera-se que
a elevada prevaléncia de rebanhos reagentes, 60% (México), 70% (Argentina), 74%
(Equador), 75% (Chile), 96% (Peru) e 100% (Uruguai) (STAHL et al., 2003; MELENDEZ;
DONOVAN, 2003; SOLIS-CALDERON; SEGURA-CORREA; SEGURA-CORREA, 2005;
GUARINO et al., 2008; CARBONERO et al., 2011; SAA et al., 2012) deva-se a exposicao
natural ao virus da BVD. A prevaléncia de animais reagentes por propriedade amostrada
(intra-rebanho) para o BVDV, neste estudo, foi muito alta (mediana 50%) em todas as

regides do Estado (Tabela 4).

A proporcdo de fémeas sororreagentes ao BVDV aumentou nas categorias com
maior idade. Constatou-se que a estrutura etaria ndo tem o mesmo risco, ou seja, as fémeas
jovens apresentaram maior risco de infeccdo e a probabilidade de serem reagentes
aumentou com a idade. SOUSA et al. (2009) encontraram 62% de reagentes ao BVDV na
faixa etaria entre trés a sete anos. Para BRITO et al. (2010) o maior indice de

sororreatividade ao BVDV foi encontrado em fémeas com nove a 17 anos (76,5%) quando
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comparado ao encontrado naquelas com dois a oito anos (62,2%). A frequéncia de fémeas
sororreagentes ao BVDV em um rebanho tende a aumentar com a idade, pois quanto maior
a idade do animal também maior é o tempo de exposicao ao patégeno, aumentando assim a
probabilidade de do mesmo apresentar anticorpos ao agente. (MAINAR-JAIME et al., 2001;
THOMPSON et al., 2006; BRITO et al., 2010). Além disso, deve-se considerar que a
resposta humoral de bovinos na infec¢ao pelo BVDV é duradoura.

Sabe-se que ha neutralizacao cruzada entre BVDV-1 e BVDV-2, entretanto, os titulos
de anticorpos sdo mais altos quando os virus sdo do mesmo genadtipo que entre virus de
diferentes gendétipos (RIDPATH et al.,, 2005). Para os anticorpos nheutralizantes serem
classificados como anti BVDV-1 ou anti BVDV-2 deve haver no minimo quatro titulos de
diferenca frente aos virus testados, sendo que o maior titulo indica o provavel genaétipo viral
gue entrou em contato com o animal. Em nosso estudo essa diferenca néo foi observada e,
portanto, ndo foi possivel a realizacdo da analise comparativa. Houve discordancia em sete
amostras testadas (2%), que foram reagentes para o BVDV-1 e néo reagentes para o
BVDV-2, evidenciando a possibilidade de resultado falso-negativo quando a amostra for
testada apenas frente a um genétipo. Esse é um alerta para vigilancia constante das
estirpes de BVDV circulantes nos rebanhos.

N&o foi constatada relagéo entre o tipo de exploracéo (corte, leite, mista) ou o tipo de
criacdo (extensivo, semi-confinado e confinado) e a ocorréncia de BVDV (p=0,290 e
p=0,622, respectivamente) (Tabela 8). Para QUINCONZES et al. (2007) em um estudo para
a ocorréncia do BVDV no Estado do Rio Grande do Sul, a maior prevaléncia para o BVDV
foi encontrada em criacdes extensivas e de exploracdo mista (corte e leite).

O abortamento ndo esteve associado a sororreatividade ao BVDV (p=0,554) (Tabela
8), uma vez que a sororreatividade em fémeas que abortaram (75,81%) foi semelhante a de
fémeas que ndo abortaram (76,29%) ou que nao soube informar (81,05%). MAINER-JAIME
et al. (2001), QUINCOZES et al. (2007), BRITO et al. (2010) também n&do encontraram
relacdo entre abortamento e soropositividade ao BVDV. Para DEZEN et al. (2013) em
propriedades sororreagentes com o BVDV os abortamentos, apesar de ocorrerem foram
esporadicos e em percentual ndo preocupante, estando as perdas reprodutivas relacionadas
as baixas taxas de concepg¢do e mortalidade embrionaria elevada. Para SAMARA et al.
(2004) a ocorréncia de repeticdes de cio, abortamentos e infec¢des uterinas foi verificada
nas propriedades que apresentaram maior quantidade de animais reagentes ao BVDV.
Portanto, o resultado do presente trabalho ndo exclui a possibilidade de associacdo do
BVDV a problemas reprodutivos, visto que ndo foram feitos questionamentos sobre a

presenca de outros sinais como infertilidade, repeticdo de cio e teratogenias.
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A utilizacdo de piguetes separados para fémeas nas fases de parto e/ou pds-parto
apresentou associacdo com a sororreatividade ao BVDV (p=0,009) apenas na andlise
univariada (Tabela 9). Para QUINCONZES et al.(2007), em propriedades que adotavam
esse tipo de manejo a chance de infec¢do pelo BVDV aumentou 1,49 vezes comparado as
que ndo o faziam. Acredita-se que a concentracdo de fémeas gestantes ndo imunes ao
BVDV aumenta a chance de infeccdo ao entrar em contato com animais infectados de forma
aguda ou persistente (HOUE, 1999), o que ao invés de ser um fator de protecao, no caso de
doencas infecciosas aumenta o risco de infec¢do. Por isso, para que esta medida seja
efetiva ela deve ser precedida da investigacdo e controle sanitario do BVDV e de outras

doencas que possam estar acometendo o rebanho.

A aquisicdo de animais foi fator de risco (OR=2,38) para a ocorréncia da BVD
(Tabela 10). Para GATES et al. (2013), a aquisicao de animais também foi significativa
(p=<0,005), e pode ser explicada principalmente pela introducdo de animais Pl ou fémeas
gestando fetos Pl ou ainda, com menor importancia, por animais transitoriamente infectados
pela BVD (HOUE, 1999), ja que apenas 20% desses rebanhos submetiam os animais recém
adquiridos a testes diagnésticos durante o periodo de isolamento. Neste periodo, os animais
devem ser testados para pesquisa direta do agente. No caso de positivos para o BVDV,
procede-se ao reteste, no intervalo minimo de trés semanas, e descarte daqueles que
permanecerem positivos (Pl). LINDBERG; ALENIUS (1999) citaram o controle da introdugéo
de novos animais no rebanho como a mais importante estratégia a ser aplicada ao combate
da BVD. No entanto, infec¢bes recentes tem sido observadas em rebanhos que n&o
adquiriram nenhum animal nos ultimos anos. ERSBOLL et al. (2010) referiram que a
proximidade com rebanhos vizinhos positivos para a BVDV contribui para que a prevaléncia
se mantenha em um rebanho fechado. Ou seja, 0 monitoramento para controle do BVDV
deve levar em consideragdo ndo s6 a movimentacdo de animais no rebanho mas também o
estado sanitario das propriedades em seu entorno. Em rebanhos bovinos com BVDV parece
gue ha sempre alguma forma de contato que possa explicar novas infeccdes até mesmo
com outras espécies (HOUE, 1999). Neste estudo, a presenca de ovinos e caprinos foi
significativa (p=0,016) para sororreatividade ao BVDV apenas na andlise univariada (Tabela
9), sendo que essa criacdo conjunta foi observada em somente 256 (14,7%) do total de
propriedades examinadas. No entanto, para QUINCOZES et al. (2007) o contato de bovinos
com ovinos mostrou ser um fator associado a ocorréncia da BVD pois propriedades que
criam ovinos (n=1.005) tiveram chance 1,48 vezes maior de apresentarem a infec¢cdo do que
propriedades que ndo criam ovinos (n=729). Isto ocorre porque ha evidéncias que a espécie

ovina atue como reservatorio natural do BVDV (JULIA et al., 2009).



54

O aluguel de pastagens foi um fator de risco (OR=1,82) para a BVD (Tabela 10). O
censo agropecuario (IBGE, 2006) destacou que a utilizacado de pastos comuns ou alugados
fora dos estabelecimentos agropecuarios com mais de 50 cabecas de bovinos foi observada
em 4.237 unidades criadoras de bovinos no Estado de S&o Paulo, principalmente nas
regibes de Presidente Prudente (n=606), Jales (n=264), Sdo José do Rio Preto (n=199),
Itapeva (n=160) e Fernanddpolis (n=144), localizadas nos circuitos produtores 1 e 2 do
Estado. Na dependéncia da temperatura ambiental o BVDV pode sobreviver nas fezes de
animais infectados por trés horas (35°C), trés dias (20°C) e até por trés semanas (5°C)
(NISKANEN; LINDGERG, 2003 apud BENDIXEN, 1993). Portanto, a pratica de aluguel de
pastagens pode favorecer o contato dos animais com ambientes previamente contaminados.
Devido a alta rotatividade, observa-se multiplos ingressos com animais de diversas
procedéncias e que oferecem mais risco de infecgdo pelo BVDV. Apesar de o pasto em
comum nao ter sido significativo (p= 0,640) (Tabela 8), essa pratica também esta sujeita ao
risco de infeccdo pelo contato inter-rebanho.

Os rebanhos com onze ou mais animais apresentaram 3,28 mais chances de serem
sororreagentes ao BVDV quando comparados a rebanhos com menos de 11 animais
(Tabela 10). Acredita-se que a maior prevaléncia do BVDV nesses rebanhos ocorra devido a
maior movimentacdo, como a compra e venda de animais (STAHL et al., 2002; ERSBOLL et
al., 2010; GATES et al., 2013). De fato, segundo o censo agropecuario de 2006 (IBGE),
23.792 estabelecimentos agropecuarios do Estado de Sao Paulo adquiriam bovinos naquele
ano sendo essa movimentacdo observada principalmente nas regibes como Presidente
Prudente (n=2.977), Jales (n=1.613), Sao José do Rio Preto (n=1.242), Andradina (n=999) e
Birigui (n=853), regibes em que também observa-se 0 maior nimero de animais por

rebanho.

Em relacdo aos circuitos produtores do Estado de S&o Paulo, a regido Noroeste
(circuitos 1 e 2) apresentou 3,65 vezes mais chance e a regido Central (circuitos 3, 4 e 5)
apresentou 1,79 mais chances de ter seu rebanho infectado pelo virus da BVD quando
comparadas a regido Sudeste do Estado (circuitos 6 e 7) (Tabela 10).0O Noroeste do Estado
de Sado Paulo (circuitos produtores 1 e 2) abrange regi6es como Aracatuba, Presidente
Prudente, Dracena e Adamantina. Nessas regides concentram-se os maiores rebanhos (=
11 animais) e sdo também nessas regifes que praticas como aquisi¢cao de animais e aluguel
de pastagens estdo mais presentes e tendem a contribuir para a elevada prevaléncia de
rebanhos positivos na regido. Para GATES et al. (2013), em estudo realizado na Escdcia, a
reposicdo e o comércio de animais ocorreu com mais frequéncia em rebanhos de corte,
contribuindo para que a movimentacdo de animais representasse um risco maior para a

BVD nesses rebanhos (OR=3,21) que quando comparada a que ocorria em rebanhos
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leiteiros (OR=1,82), quase sempre rebanhos fechados. De fato, segundo o IBGE (2006) a
bovinocultura de corte do Estado movimenta mais animais quando comparada a
bovinocultura de leite e concentra-se principalmente na regido Noroeste do Estado (Figura
8).

Bovinocultura de corte no Estado de S3o Paulo 2007-2008

Legenda :
fegera Ay ccia NGMaco de cabegas fili v ¢ B e
Db e Bovinos para corte PR

Figura 8. Distribuicdo da bovinocultura de corte segundo o numero de cabecgas no rebanho no Estado de Sdo
Paulo nos anos de 2007-2008.

Fonte: SAO PAULO, 2007-2008.

A proximidade com os Estados de Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (MS), também
pode contribuir para que a regido Noroeste de S&o Paulo sirva como via de transito e
comércio de animais, dado que estes Estados sao os principais criadores de bovinos do
Pais (IBGE, 2012) e, por sua vez, Sao Paulo concentra grande parte das plantas frigorificas
existentes no Brasil (ABIEC, 2013). RIBEIRO (2009) verificou que a ocorréncia de BVDV no
MS era elevada (99,60% de sororreagentes), o pode ter contribuido para a elevada
prevaléncia animal (64,33% - IC 95%: 58,73 — 69,93) encontrada no circuito 2.

Embora tenham investigado rebanhos leiteiros com minimo de movimentagcédo e de
comercializacdo de animais, SAMARA et al. (2004), concluiram que nos rebanhos mais
simples e menos tecnificados foi verificado um maior nimero de animais reagentes quanto a

presenca de anticorpos contra o virus da BVD. Contudo, este estudo verificou que este
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namero foi maior nos rebanhos bovinos com maior nimero de animais, destacando que
caracteristicas do tipo de manejo e controle sanitario adotado nessas criacdes podem estar
contribuindo para a ocorréncia e disseminagédo do BVDV.

SMITH et al. (2014) compararam o custo da infeccdo pelo BVDV ao custo de
prevencdo da doenga, usando para isso fatores de risco (aquisicdo de fémeas bovinas
gestante e 0 uso de pasto comum), que contribuem em elevar o custo financeiro com a
doenca, e medidas de biosseguridade (monitoramento do rebanho através de testes
diagnoésticos e 0 uso de vacinacdo). Quando nenhuma medida de biosseguridade foi
adotada, o custo da doengca aumentou significativamente ao adquirir fémeas gestantes
guando comparado a aquisicdo de fémeas ndo gestantes, uma vez que existe o risco de
estarem gestando fetos PI. A vacinacgdo foi recomendada para rebanhos que compartilham
pasto ou que tem o contato através de cerca com outros rebanhos de bovinos, ja que o risco
de introducdo do BVDV né&o pode ser controlado apenas testando-se os animais. O uso da
vacinagdo combinado a testes diagnodsticos no rebanho reduziu o custo com risco de
infeccdo pelo BVDV em rebanhos acima de 100 animais, ja que a baixa prevaléncia
encontrada em pequenos rebanhos (50 a 100 cabegas) ndo justificou o custo com sua
prevencdo a longo prazo (pelo menos dez anos). Geralmente, pequenos rebanhos estédo
sujeitos ao fendbmeno de “self-clearance” (auto limpeza). Quando a entrada de animais no
rebanho é controlada, limita-se a possibilidade de novas infec¢cdes por um animal Pl
(LINDBERG; ALENIUS, 1999).

O presente estudo revelou que o BVDV esta amplamente distribuido nos diversos
circuitos produtores do Estado de Sdo Paulo (Figura 7), em uma prevaléncia dentro dos
limites considerados pela estatistica como usuais do patégeno nas diferentes regides
(Tabela 3). Esta situacdo caracteriza endemicidade (GONCALVES, 1990), sendo este o
primeiro estudo soroepidemiolégico para avaliar a situagéo da BVD no Estado de Sao Paulo,
com amostragem representativa de todas as regides. Outros estudos mais pontuais
realizados por diferentes grupos de pesquisa no Estado de S&o Paulo e em outros Estados
brasileiros (Quadro 1) revelaram que os indices de sororreatividade nos rebanhos foram tdo

elevados quanto o observado nesta pesquisa.

A situacdo epidemioldgica da BVDV nos rebanhos bovinos do Estado de Sao Paulo e
demais estados brasileiros demonstra a falta de controle sanitario desta enfermidade.
Assim, faz-se necessario planejar medidas sanitarias estratégias que podem ser

inicialmente colocadas em pratica, dentre as quais:
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¢ Implementar medidas de biosseguranca:

controle de transito de animais respeitando periodo de quarentena,
com exames laboratoriais realizados para deteccdo de possiveis

animais PI;
— Utilizacdo de sémen e embrides certificados livres de BVDV;

— Medidas higiénico-sanitarias gerais, a fim de evitar transmissao

iatrogénica por meio de fémites contaminados;

— Tomar medidas de biosseguranca antes de alugar pastagens para

mitigar o risco de infec¢@o dos animais suscetiveis;

e Demonstrar a presenca da infeccao por meio de métodos indiretos (pesquisa
de anticorpos) nas diversas categorias etarias;

e Pesquisa de Pl nos animais jovens;
e Descarte dos animais PI;

e Se houver risco de nova introducdo do BVDV, vacinar de forma sisteméatica

todo o rebanho;

e Deteccdo precoce da doenga e monitoramento continuo do rebanho para

avaliar auséncia viral;

Apesar da presenca de assisténcia veterinaria ndo ter permanecido no modelo final
de regresséo logistica como fator de risco para a BVDV, ressalta-se a sua importancia na
transmisséao indireta do BVDV entre rebanhos. Das 586 propriedades assistidas, 471
(80,38%) foram reagentes ao BVDV. Os materiais, equipamentos e a vestimenta utilizada
por esses profissionais podem atuar como importante fonte de transmissao entre rebanhos
infectados e suscetiveis quando atendidos em um mesmo dia, isso explica o risco de
infeccdo em rebanhos em fase de erradicagdo da doenga ((NISKANEN; LINDBERG, 2003;
ROSSMANITH et al., 2004). Segundo ALMEIDA et al. (2013) a técnica de IA foi considerada
de risco para o BVDV (p=0,032; OR=2,82) porque muitos dos inseminadores que serviam a
cooperativa atendiam varias propriedades em um mesmo dia, facilitando assim a

transmissdo indireta do BVDV através do uso comum de equipamentos e vestimentas.

O uso de vacinas contra o BVDV no Brasil ainda é incipiente e é realizado de forma
irregular nas diferentes regides e sistemas de producdo (FLORES et al., 2005). No presente
trabalho, apenas 59 animais (0,05%), distribuidos em seis propriedades, foram vacinados

para o BVDV. Em outros paises, a vacinacao contra o BVDV tem sido utilizada com relativo
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sucesso para proteger animais da enfermidade clinica, reduzir a circulagdo de virus e para
tentar impedir a infeccdo fetal e a consequente producdo de bezerros Pl (DUBOVI, 1992).
No Brasil, as vacinas para o BVDV sao formuladas com isolados norte-americanos,
geralmente s&o polivalentes (BVDV, BoHV-1, PI-3 e BRSV) e obrigatoriamente inativadas. A
maior preocupacdo com a efichcia de vacinas contra o BVDV refere-se a grande
variabilidade antigénica do virus (RIDPATH, 2013). Estudos realizados no Brasil revelaram
que, além da diversidade antigénica entre isolados locais, estes isolados apresentam uma
baixa reatividade sorologica cruzada com as cepas norte-americanas utilizadas nas vacinas.
Isto gerou questionamentos sobre a eficacia das vacinas em uso e sobre a necessidade de
se reavaliar as estratégias de produgéo, licenciamento e usos de vacinas contra o0 BVDV no
pais (FLORES et al., 2005).

Ha legislacdo no Brasil para impedir a entrada de touros virémicos em centros de
colheita e processamento de sémen (BRASIL, 2006). Considerando que os reprodutores
sdo originados de sistema de cria e recria onde o agente é endémico, ressalta-se aqui a
importancia no cumprimento dessas normas que permitem a identificacdo de animais Pl e

descarte antes do seu ingresso nesses centros (ALTAMIRANDA et. al, 2012).

No Brasil, ainda faltam pesquisas que possam estimar e comparar 0S Custos
financeiros com a doenca e com a sua prevencdo aos rebanhos bovinos. Esta informacéo
sera necessdria para se avaliar o custo-beneficio na implantacdo de programas sanitarios

para o BVDV no pais.
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7. CONCLUSAO

A BVD estd amplamente disseminada entre as fémeas bovinas com mais de 24
meses de idade nos rebanhos do Estado de S&o Paulo: cerca de 50% (43,46-50,70 — IC
95%) de animais sororreagentes e 80% (76,23-80,19 — IC 95%) das propriedades com pelo

menos um animal reagente a BVD.

Os fatores de risco encontrados para o BVDV no Estado de Sdo Paulo foram:
aquisicdo de animais, aluguel de pastagens, rebanhos com mais de onze animais e circuito

produtor.

A prevaléncia de rebanhos reagentes ao BVD na regido Noroeste do Estado
(88,69%) foi significativamente superior a observada nas demais regifes, e esteve
provavelmente associada ao tamanho do rebanho.

Evidenciou-se maior vulnerabilidade dos animais jovens tendo em vista que a
sororreatividade ao BVDV aumentou com a idade. Portanto, o risco de infeccdo de animais
em inicio de atividade reprodutiva deve ser motivo de alerta em decorréncia dos prejuizos ja

vistos que a doenga acarreta caso o rebanho venha se infectar nessa fase.

Deve-se fortalecer aspectos de vigilancia epidemiolégica implementando a¢cdes com
base em informacgbes cientificas. A identificacdo de fatores de risco por localizacdo
geografica, por sistema de producdo, por imunidade ao BVDV, dindmica do fluxo de bovinos
(movimentag&o) possibilita o desenvolvimento e a aplicagdo de um programa sanitario
dindmico com a finalidade de realizar medidas de vigilancia mais efetivas e de menor custo

as partes interessadas.

Evidenciou-se a necessidade de realizacdo de atividades de educacado sanitéria para
capacitacdo de veterinérios e pecuaristas sobre as medidas de biosseguranca e de controle
do BVDV. Com informagdes sobre os fatores de risco pode-se aplicar medidas sanitarias

especificas, adaptadas a realidade local.
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