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SPONCHIADO, D. Prevaléncia dos principais virus respiratéorios em
bovinos da raga holandesa, no estado do Parana. 2014. 151p. Tese
(Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Botucatu,
2014.

RESUMO

Realizou-se levantamento sorolégico dos seguintes virus respiratorios
Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), Virus
da Parainfluenza Bovina Tipo 3 (bPIV-3) e Virus Respiratério Sincicial Bovino
(BRSV) em bovinos da raga Holandesa variedade Preta e Branca (HPB),
criados no estado do Parana. Colheram-se 714 amostras de sangue da veia
jugular de bovinos, ndo vacinados para os agentes estudados, com mais de
seis meses de idade, de 26 propriedades leiteiras, distribuidas em 17
municipios do estado do Parana. Paralelamente a colheita, aplicou-se um
questionario para cada propriedade estudada, com a finalidade de avaliar os
fatores de risco associados aos virus examinados. As amostras sorolégicas
foram submetidas ao teste de diagndstico de virusneutralizacdo no Laboratério
de Viroses de Bovinos do Instituto Biolégico de S&o Paulo. Foram observadas
prevaléncias de 22,3%; 35,8%; 80,4% e 93,5% de bovinos sororreagentes e
65,3%, 88,5%, 96,1% e 100% das propriedades reagentes para BoHV-1,
BVDV, bPIV-3 e BRSV, respectivamente. A coinfeccdo que ocorreu com maior
prevaléncia foi a bPIV-3 e BRSV (37,1%). Ap6s anadlise de regresséao logistica,
os fatores de risco associados ao BoHV-1 foram: bovinos com idade maior que
48 meses (OR=15,012; 1C95% 7,500 — 30,051), area da propriedade 26 a 50
hectares (OR=11,328; IC95% 2,482 — 51,697), lotacdo maior de trés bovinos
por hectare (OR=1,026; IC95% 0,370 — 2,847), percentual de entrada maior
que 10% de bovinos (OR=52,520; 1IC95% 13,269 — 207,876); para o BVDV
foram: bovinos com idade maior que 48 meses (OR=4,407; IC95% 2,456 —
7,906), regiao Sudoeste (OR=52,388; IC95% 4,629 — 5892,873), sistema de
producao semi-intensivo (OR=1,333; 1C95% 0,261 — 6,815), propriedade com
numero de animais menor ou igual a 50 bovinos (OR=16,682; 1C95% 3,218 —
86,481), percentual de entrada maior que 10% de bovinos (OR=17,56; 1C95%
7,613 — 40,506) e compartiihamento de pasto com os vizinhos (OR=9,148;



IC95% 3,751 — 22,310); para bPIV-3: bovinos com idade maior que 48 meses
(OR=5,530; 1C95% 3,172 — 9,639), area da propriedade menor ou igual a 25
hectares (OR=1,419; 1C95% 0,517 — 3,893), lotagdo de trés bovinos por
hectare (OR=8,874; IC95% 2,858— 27,554); para BRSV a regidao Oeste
(OR=2,676; 1C95% 0,344 - 20,801). Todos os virus estudados estéao
disseminados nos bovinos leiteiros da raga HPB do estado do Parana. As
medidas de controle sanitario devem ser tomadas para minimizar a
disseminagao viral entre os rebanhos, evitando assim perdas econémicas para

bovinocultura leiteira do estado.

Palavras-chave: bovinocultura de leite; virus respiratérios; prevaléncia;

virusneutralizagao.
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ABSTRACT

A serological survey of the following respiratory viruses: Bovine Herpesvirus 1
(BoHV-1), Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV), Bovine Parainfluenza Virus
Type 3 (bPIV-3) and Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV) in Holstein
cattle black and White (HPB), raised in Parana state was performed. 714 blood
samples were collected from the jugular vein of cattle not vaccinated for the
studied agents, over six months of age, from 26 dairy herds, distributed in 17
municipalities of Parana state. Alongside the collection, a questionnaire was
used for each property studied in order to assess the risk factors associated
with the viruses examined. The serum samples were subjected to the diagnosis
test of virus neutralization at the Laboratory of Viral Diseases of Cattle of the
Biological Institute of Sdo Paulo. Frequencies of 22.3%; 35.8%; 80.4% and
93.5% of seropositive cattle were observed and 65.3%, 88.5%, 96.1% and
100% of the seropositive properties BoHV-1, BVDV, bPIV-3 and BRSV,
respectively. The co-infection that occurred most frequently was the bPIV-3 and
BRSV (37.1%). After logistic regression analysis, risk factors associated with
BoHV-1 were cattle with more than 48 months of age (OR = 15.012; 95% CI
7.500 to 30.051), property area 26-50 hectares (OR = 11.328; 95% CI 2.482 —
51.697), stocking higher than three animals per hectare (OR = 1.026; 95% CI
0.370 to 2.847), cattle entry percentage higher than 10% (OR = 52.520 entry;
95% CIl 13.269 to 207.876); for BVDV were cattle older than 48 months (OR =
4.407; 95% CIl 2.456 to 7.906), Southwest region (OR = 52.388; 95% CI 4.629
to 5892.873), semi-intensive production system (OR = 1.333; 95% CI 0.261 to
6.815), property with fewer animals than or equal to 50 (OR = 16.682; 95% CI
3.218 to 86.481), a percentage of cattle entry higher than 10% (OR = 17.56;
95% CI 7.613 — 40.506) and neighboring pasture sharing (OR = 9.148; 95% CI
3.751 to 22.310); for bPIV-3 cattle older than 48 months (OR = 5.530; 95% ClI
3.172 to 9.639), property area less than or equal to 25 hectares (OR = 1.419;
95% CI 0.517 to 3.893), stocking of three animals per hectare (OR = 8.874;



95% CI 2.858- 27.554); BRSV for the west region (OR = 2.676; 95% CI 0.344 to
20.801). All viruses studied are widespread in dairy cattle of HPB breed in
Parana state. Sanitary control measures should be taken to minimize viral

spread among herds, thus avoiding economic losses for dairy cattle in the state.

Keywords: dairy cattle; respiratory system; seroprevalence; virusneutralization.



1 INTRODUGAO

O Parana se destaca no cenario nacional pela producéo de 3.597.775.000
litros/ano de leite, o que corresponde a 11,7 % da producado brasileira, e é o
terceiro estado com maior produgao no Brasil (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATITICA, 2010). Tem como caracteristica a
heterogeneidade de produtores e propriedades, sendo que 51% dos animais
dos rebanhos possuem caracteristicas da raga Holandesa (INSTITUTO
PARANAENSE DE DESENVOLVIMENTO ECONOMICO E SOCIAL, 2008).

Dentre os problemas enfrentados pelos produtores leiteiros no mundo
destacam-se as enfermidades respiratérias, responsaveis por perdas
econbmicas relacionadas a diminuicdo da produgao, retardo do crescimento,
diminuicdo da conversdo alimentar e morte dos animais acometidos
(NATIONAL AGRICULTURAL STATISTICS SERVICE, 2006).

As doencas respiratorias causam alta taxa de morbidade entre os bovinos
(FARSHID et al., 2002; SNOWDER et al., 2006). A frequente exposi¢cdo do
sistema respiratério as variagbes climaticas, agentes irritativos e
microrganismos patogénicos somados as particularidades do trato respiratério
dos bovinos predispdéem esta espécie as doencas inflamatérias pulmonares
(MOSIER, 1997; RADOSTITS et al.,, 2007). Dentre as principais doengas
infecciosas, que acometem o sistema respiratério, as pneumonias estao entre
as principais causas de morte em bovinos de até um ano de idade (ASSIS-
BRASIL et al., 2013).

Os problemas respiratérios classificam-se em doengas do trato
respiratério anterior e posterior. Como agentes etioldégicos determinantes
destas doengas observam-se basicamente agentes virais, bacterianos e
parasitarios. As afec¢cdes de maior predominancia, com maiores perdas
econdmicas sdo as do trato aéreo posterior. De maneira geral, os virus atuam
inicialmente causando pneumonias intersticiais, as bactérias provocam
broncopneumonias e os parasitas a pneumonia verminética (RADOSTITS et
al., 2007).

Os agentes virais sao de importancia crucial nas doengas respiratorias

dos bovinos. Na maioria das vezes, os virus iniciam a infecgdo rompendo



barreiras, atuam na imunossupressdo do individuo acometido, facilitando
assim, a entrada de agentes oportunistas como as bactérias (MARTIN;
BOHAC, 1986). Dentre os principais virus respiratorios pode-se citar: Virus da
Diarreia Viral Bovina (BVDV), Herpes Virus Bovino 1 (BoHV-1), Virus da
Parainfluenza Bovina Tipo 3 (bPIV-3), e Virus Respiratério Sincicial Bovino
(BRSV) (VALARCHER; HAGGLUND, 2006).

De maneira geral o rebanho leiteiro apresenta maior frequéncia de
doencas respiratorias que o rebanho de corte, uma vez que a forma de manejo
pode facilitar a transmissao dos agentes infecciosos (HOUE, 1999). Sistemas
de produgdo mais intensivos adotados em propriedades com alta tecnologia,
com maior lotagdo por metro quadrado, falta de ventilagdo e outros agentes
predisponentes, permitem maior exposicdo aos agentes determinantes as
afeccdes respiratérias. O aumento na concentragao de ureia no ambiente pode
lesionar o epitélio respiratorio, facilitando a entrada de virus e/ou bactéria, por
exemplo (REBHUN, 2000).

Com os esforgos da Defesa Sanitaria do Estado do Parana no controle e
erradicacdo da Febre Aftosa para alcancar o status de “Area Livre sem
Vacinagdo” e exigéncias sanitarias internacionais crescentes, ressalta-se a
importancia do controle das afecgbes como Diarreia Viral Bovina e
Rinotraqueite Infecciosa. Para tanto, este controle deve ser realizado com base

em informacdes epidemioldgicas regionais e fatores de riscos locais.

Dentre os fatores de risco associados as doencgas virais respiratorias
citam-se: tamanho do rebanho, introdugao de animais sem prévio exame, idade
dos animais, tipo de manejo, densidade populacional, associagdes com outros
virus, altitude, assisténcia técnica e compra de touros (DIAS et al., 2008;
CARBONERO et al., 2011; BEZERRA et al., 2012; CHAVES et al., 2012)

Com isso, pode-se dizer que o conhecimento da prevaléncia dos
principais agentes virais e fatores de riscos que influenciam na sua
disseminagao sao as chaves necessarias para prevencao e controle de grande
parte dos problemas respiratoérios em bovinos.

Levando-se em conta o destaque do estado do Parana na produgao

leiteira brasileira, a importancia das doencas respiratérias dentro da producao



de bovinos leiteiros e as poucas referéncias nacionais e estaduais que
correlacionem os principais virus respiratérios BVDV, BoHV-1, bPIV-3 e BRSV
aos possiveis fatores de riscos para disseminacdo, € de suma importancia a
realizacdo de estudos envolvendo avaliagdes sorologicas dos rebanhos de
bovinos para verificar a prevaléncia dos virus associados a problemas
respiratorios em bovinos leiteiros, assim como identificar seus fatores de risco.
A partir disto, é possivel estabelecer um plano de controle eficiente e prevenir,
a infecgdo por estes agentes diminuindo as perdas econémicas e visando a

permanéncia da abertura do mercado externo ao estado do Parana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

O virus da Diarreia Viral Bovina se manifesta de varias formas clinicas:
subclinica, infec¢gdes respiratérias, gastroenterite, alteragbes cutaneas,
trombocitopenia e hemorragias, problemas reprodutivos (retorno de cio,
nascimento de bezerros fracos, malformacdes congénitas e natimortos) e, a
forma altamente fatal que ocorre principalmente em animais persistentemente
infectados (PI), que é a afec¢gdo denominada Doenca das Mucosas (DM)
(RAMSEY; CHIVERS, 1956; BAKER, 1995; FLORES et al., 2005).

O Virus da Diarreia Viral Bovina (Bovine viral diarhea virus - BVDV)
pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus (INTERNATIONAL COMITEE
ON TAXONOMY OF VIRUSES, 2012). Além dele, dentro do género Pestivirus,
existem dois virus importantes para Medicina Veterinaria: o virus da Peste
Suina Classica e o virus ovino da doencga da fronteira (border disease). Ambos
os virus causam doengas de notificagdo obrigatoria a Organizagdo Mundial da
Saude Animal e podem ser empecilho para exportacdo de produtos carneos e
derivados, assim como de material genético (WORLD ORGANIZATION FOR
ANIMAL HEALTH, 2013).

Os Pestivirus sao virus esféricos com 40 a 60nm de diametro,
envelopados, com capsideo icosaédrico tendo genoma RNA de fita simples,
nao segmentado, de polaridade positiva, de aproximadamente 12,5kb
(FLORES, 2007). Segundo Donis (1995), o virus possui proteinas nao
estruturais (NP, P7, NSy/3, NS4A, NS4B, NSsA, e NS5B), que sdo responsaveis
pela replicagao viral e, as proteinas estruturais (C, E™, E4, E,), as quais fazem
um papel importante no revestimento do material genético do virus e

possibilitam a entrada e a saida de particulas virais das células infectadas.

De acordo com o efeito causado no cultivo celular o BVDV pode ser
dividido em dois biétipos: citopatogénico (CP) e nao citopatogénico (NCP). Os
virus CP sao encontrados principalmente em amostras de animais afetados

pela Doenca das Mucosas (DM) e os NCP na maioria dos isolados a campo



(FLORES, 2003; RIDPAHT, 2005). A primeira classificagado esta relacionada
com o efeito de vacuolizacdo citoplasmatica e destruicdo celular acentuada em
48 a 72 horas, culminando com extenso dano no cultivo celular. O néo
citopatico caracteriza-se por auséncia de dano celular ou pouca mudanga nas
células de cultivo (FLORES, 2007; RADOSTITS et al., 2007).

Dentre os mais de cinquenta BVDV listados por Flores et al. (2005),
caracterizados no Brasil no periodo de 1974 a 2004, a maioria pertenceu ao
biétipo NCP. As amostras virais de campo foram originarias dos estados de
Sé&o Paulo, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Parana, Minas Gerais e

Rondénia.

Outra caracteristica marcante do virus da diarreia viral bovina é a
variabilidade antigénica, essa particularidade proporcionou a divisdo do BVDV
em dois grupos antigénicos BVDV-1 e BVDV-2, ambos ja isolados no Brasil, a
partir de diferentes materiais biolégicos (soro sanguineo e feto abortado) e
histéricos clinicos (sinais respiratérios persistentes e doenga gastroentérica)
(FLORES et al., 2005).

Duas amostras citopaticas de BVDV (BVDV-1: IBSP-2 e BVDV-2: SV-253)
foram caracterizadas e submetidas a atenuacédo para testar a eficiéncia para
formulacdo de vacinas atenuadas. O estudo comprovou a eficiéncia das
amostras brasileiras, uma vez que a inoculagao induziu titulagdo moderada a
elevada de anticorpos neutralizantes frente as amostras homologas e isolados
brasileiros. Isso evidencia a importancia da introdugcdo dessas amostras as
vacinas atenuadas produzidas contra o BVDV e utilizadas no Brasil (LIMA et
al., 2004).

O BVDV-1 é subdividido em dois subgrupos. O primeiro responsavel por
infeccdo respiratéoria € o BVDV-1.a e, o BVDV-1.b, é mais comum nas
infeccbes fetais e gestacionais tardias. O segundo grupo antigénico (BVDV-2)
também possui pelo menos duas subdivisbes diferentes (BVDV-2.a e
BVDV-2.b) conforme diferengas genémicas e antigénicas, que relacionam-se
com surtos agudos de diarreias, doengas respiratorias graves e doengas
hemorragicas. Os bidtipos citopagénicos e nao citopagénicos podem ocorrer
em ambos os grupos antigénicos (BVDV-1 e BVDV-2) (FLORES, 2007).
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Ao realizar o sequenciamento e analise filogenética em 17 amostras de
BVDV isoladas no Brasil, Flores et al. (2000) identificaram 23,5% das amostras
pertencentes ao gendtipo 1 (BVDV-1a), 52,9% das amostras pertencentes a
BVDV-1b e 23,5% pertencentes ao genétipo BVDV-2. Porém, as amostras
identificadas como BVDV-2, diferenciam-se genotipicamente das amostras
identificadas na América do Norte e Europa, o que evidencia a variabilidade
genética do BVDV.

A transmissédo do virus ocorre de forma direta (focinho-focinho, coito e
secregbes mucosas), assim como de forma indireta (focinho-secregdo e/ou
excrecgoes, focinho-feto abortado/placenta). A ocorréncia da transmisséo por
agulhas, materiais cirurgicos, luva de palpag¢ao e sémen contaminado também
€ possivel. A transmisséo transplacentaria pode originar animais PI, que sao a
chave para o controle da doenga (FLORES, 2003).

E importante salientar que a principal fonte de infecgéo sdo os animais PI,
que sao oriundos de fémeas infectadas, durante os 40 e 120 dias de gestacao,
quando o sistema imune do feto ainda esta reconhecendo seus proprios
antigenos. Pela falha do sistema imune, a progénie reconhece a proteina viral
como sendo propria, ndo atuando sobre ela para sua eliminacdo. Isso faz com
que o Pl seja portador e elimine o virus continuamente durante sua vida
(FLORES et al.,, 2005). Brito et al. (2010), desenvolveram um estudo de
soroprevaléncia de BVDV no estado de Goias e encontrou 0,42% de animais
Pl. As amostras foram provenientes de propriedades distribuidas por todo o
estado. Ja Botton et al. (1998), observaram 0,75% de animais Pl nas analises
de amostras de soro fetal vindos de animais de abatedouros do estado do Rio
Grande do Sul.

No estudo realizado por Pacheco (2010) para avaliagdo dos riscos de
entrada da doenca em rebanhos, concluiu-se que a compra de animais sem
prévio exame ou sem comprovacao de vacinacdo, € uma das formas de
introducdo viral em uma propriedade controlada. Esta conclusdo complementa
aquela obtida por Flores (2007), que observou que a introdugao de animais PI,
touros PI, ou fémeas gestando fetos Pl é, na maioria das vezes, a forma de
transformar uma exploragao pecuaria sadia em infectada. Dentre outros fatores

de riscos pode-se citar a idade, tamanho do rebanho, tamanho da propriedade
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e a realizagdo de quarentenas ao introduzir animais na propriedade (MAINAR-
JAIME et al., 2001; SARRAZIN et al., 2013)

No Brasil, a realizagdo de um estudo utilizando animais PI proveniente de
fémeas infectadas com bidtipo NCP, para avaliar a excregdo e transmissao
viral, demostrou que os bezerros apresentaram viremia persistente com titulos
medianos a altos e, as secregdes nasais e oculares apresentaram grande
quantidade de virus excretado. Além disso, a transmissao viral em rebanho de
manejo semiextensivo foi mais rapida, comparada com o manejo extensivo, o
que comprova a importancia do animal Pl para disseminagdo do BVDV
(ARENHART et al., 2009).

A Organizagao Mundial da Saude Animal (OIE) adicionou a BVDV a lista
de doengas de notificagdo obrigatdria no ano de 2001, devido a propagacao
internacional, e & importancia para o comércio de animais. E, assim, um forte
sinal que o BVDV esta tornando-se uma prioridade internacional (LINDBERG et
al., 2006). Segundo Flores et al. (2005), em paises e regides onde a Febre
Aftosa foi erradicada, o BVDV desperta interesse crescente em criadores,
autoridades sanitarias, pesquisadores e principalmente em laboratorios

produtores de vacina.

A OIE classifica a ocorréncia de doengas de notificagdo obrigatéria de
acordo com as informacdes repassadas pelos paises. As informagdes podem
se enquadrar nas seguintes classes: sem informagdo, nunca relatada, nao
observada nesse periodo, suspeita, infeccaol/infestacdo, doenca clinica,
doenca limitada a uma ou mais zonas, suspeita da doenga sem confirmacgao
limitada a uma ou mais zonas. Na Figura 1 esta ilustrada a distribuicdo da

BVDV no mundo, segundo informacgdes da OIE, referentes ao ano de 2013.
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FIGURA 1 - Distribuicdo da Diarreia Viral Bovina no mundo de acordo com

dados da Organizagao Mundial da Saude Animal, referente ao ano de 2013.

A distribuicdo do virus é cosmopolita independe da raca, idade, sexo,
finalidade da exploragao (leite/corte). O agente esta presente na maioria dos
paises que se destacam na produgdo de bovinos e causa grandes perdas
econdémicas (FLORES, 2007).

O BVDV nado tem o bovino como seu unico hospedeiro, podendo
acometer bufalos (SUDHARSHANA et al., 1999), ovinos (GONCALVES et al.,
2011), caprinos (CASTRO et al., 1994) e javalis (FLORES et al., 2005).

A prevaléncia média mundial € de 60% em animais adultos e a
percentagem de animais Pl € de 1 a 2% do rebanho global de bovinos (HOUE,
2003).

Existem inumeros levantamentos sorolégicos do virus pelo mundo. Em
1999, Sudharshana e colaboradores desenvolveram levantamento soroldgico
na india, em bovinos e bubalinos, totalizando 439 amostras colhidas de 17
diferentes estados do pais, sendo que 15,29% (50/327) amostras bovinas e
23,21% (26/112) das amostras bubalinas reagiram ao Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA).

Na Espanha realizou-se levantamento soroldgico utilizando o método

diagnodstico de ELISA. Foram investigadas 529 amostras de soro sanguineo de
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animais ndo vacinados de 28 rebanhos, e 21% das amostras testadas foram
soropositivas (MAINAR-JAIME et al., 2001).

Com a finalidade de estimar a prevaléncia e fatores de risco relacionados
a soropositividade do BVDV de bovinos de corte ndo vacinados na regiao de
Yucatan, México, Solis-Calderon et al. (2005), colheram 560 amostras de soro
bovinos originados de 40 rebanhos, e a soroprevaléncia foi de 14% ao teste
diagndstico de ELISA.

Em estudo realizado na Jordania em 62 rebanhos de bovinos leiteiros nao
vacinados contra o BVDV, a prevaléncia foi de 31,6% das amostras
pesquisadas pelo método de diagnostico de ELISA e 80,7% dos rebanhos
apresentavam-se infectados pelo virus. Dentre os fatores de riscos associados
a soropositividade pode-se citar: o tamanho do rebanho, a presenga de
trabalhadores de outras fazendas e a nao realizacdo de quarentena nos
animais adquiridos (TALAFHA et al., 2009).

Em inquérito sorolégico realizado na Bélgica, foram incluidos 770
rebanhos de bovinos, em um total de 5212 animais selecionados para o estudo
e, como resultado, 47,4% dos rebanhos e 32,9% das amostras foram positivas
para o teste diagndstico de ELISA (SARRAZIN et al., 2013).

Dentre os paises da América do Sul, no Chile, a prevaléncia de BVDV foi
de 74,3% (248/334) em bovinos de rebanhos leiteiros, 74,9% (254/339) nos de
corte, 72,0% (198/275) em rebanho misto e, em 100% dos rebanhos
estudados, tinha pelo menos um animal positivo para o teste diagnostico de
virusneutralizagao (REINHARDT et al., 1990). No Uruguai, 69% de um total de
6348 soros sanguineos de bovinos de corte foram reagentes ao teste
diagnodstico de ELISA (GUARINO et al., 2008). Na Venezuela, a prevaléncia em
bovinos de corte é de 36% (OBANDO et al., 1999). No Equador, a prevaléncia
€ de 36,2% das 2368 amostras de soros sanguineos bovinos e 74% dos
rebanhos sao positivos para o BVDV para teste diagndstico de ELISA (SAA et
al.,, 2012). No Peru, 96% dos rebanhos leiteiros estdo acometidos pelo virus
(STAHL et al., 2002).

A maioria dos estados brasileiros apresenta levantamentos sorolégicos ou

relatos de ocorréncia das doengas causadas pelo BVDV. Independente do tipo
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e numero de amostra (soro, sangue total, 6érgaos) utilizada para determinar a
prevaléncia do virus no Brasil, & fato que o BVDV esta presente nos rebanhos
de corte e de leite em todo o0 nosso pais (FLORES et al., 2005).

O primeiro relato da DM no Brasil foi no Estado de Sao Paulo, descrito por
Correa et al. (1968). Apos seis anos, o virus foi isolado inicialmente em
bezerros, no Rio Grande do Sul (VIGOR, 1974). Aproximadamente 35% dos
bovinos e mais de 70% das propriedades ja tiveram contato com o virus
(FLORES, 2003). No estado do Parana a prevaléncia viral fica em torno de 50
a 73% das amostras estudadas (MEDICI et al., 2000a, BIOGENISIS-BAGO,
2008). No estado de Santa Catarina as taxas sdo semelhantes aos descritos
por Flores et al. (2003).

No sudeste brasileiro, a prevaléncia varia de 35,9% a 86,4% (LANGONI et
al., 1995; ALEXANDRINO et al., 2011). No nordeste, a prevaléncia chega a
72,6% no estado de Pernambuco. Em estudos realizados no Maranhao, 65,7 a
67,5% das amostras analisadas foram positivas para BVDV (CASTRO et al.,
1993; CHAVES et al., 2010; CHAVES et al., 2012). No Centro-oeste brasileiro
encontraram-se variagdes de 34,5% a 84% na prevaléncia do virus nos
rebanhos de bovinos (RICHTZEINHAIN, 1997; BRITO et al., 2002).

Pituco e Del Fava (1998), apods analisarem 4065 soros bovinos
provenientes de animais com quadro reprodutivo, determinaram que 47,7% das
amostras foram reagentes ao teste diagnodstico. Na maioria dos estudos
existentes no Brasil a forma reprodutiva da doenga estava envolvida (PITUCO;
DEL FAVA, 1998; GUIMARAES et al., 2000; BRITO et al., 2002; BIOGENISIS-
BAGO, 2008; CHAVES et al., 2010). Porém é importante ressaltar que o BVDV
€ um dos agentes causadores de afeccbes respiratérias responsaveis por
grandes perdas econdmicas no mundo (VALARCHER; HAGGLUND, 2006).

Na Tabela 1 estao listados trabalhos relacionados a prevaléncia do BVDV
no Brasil. Os dados relacionados na Tabela 1 devem ser interpretados com
muita cautela, levando-se em consideragao o histérico de vacinagdo ou nao
dos animais, tamanho do numero amostral, informacdes sobre a presencga ou
nao dos sinais clinicos causados pelo virus estudado e tipo de teste

diagnodstico utilizado. Todos esses fatores influenciam no resultado final de
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prevaléncia viral, ou seja, amostras de rebanhos com sinais clinicos, na sua

maioria, dardo maior prevaléncia do virus caso ele seja causador dos mesmos.

TABELA 1

soropositivos para o Virus da Diarreia Viral Bovina.

- Pesquisas nacionais avaliando a prevaléncia de animais

. - TESTE o
REGIAO ESTADO PREVALENCIA DIAGNOSTICO REFERENCIA
Rio Grande do 23,4% VN KRAHL et al., 1997
Sul 45% ELISAe VN BIOGENISIS-BAGO, 2008
39,3 a 58,8% VN FLORES et al., 2005
VN FRANDOLOSO et al.,
57,7% 2008
66,3% VN QUINCOZES et al., 2007
Sul 73% ELISA RICHTZEINHAIN, 1997
45% ELISAe VN  BIOGENISIS-BAGO, 2008
Santa Catarina 34% ELISAe VN  BIOGENISIS-BAGO, 2008
Parana 50% ELISAe VN  BIOGENISIS-BAGO, 2008
61,5% VN FLORES et al., 2005
67% ELISA RICHTZEINHAIN, 1997
73,5% VN MEDICI et al., 2000a
Sao Paulo 39,5% ELISA LANGONI et al., 1995
72% ELISAe VN  BIOGENISIS-BAGO, 2008
53,8% VN FLORES et al., 2005
52,5% VN OLIVEIRA et al., 2012
78% ELISA RICHTZEINHAIN, 1997
Sudeste  Minas Gerais 57,6% ELISA SAMARA et al., 2004
61,7% VN FIGUEIREDO et al., 1997
64% ELISAe VN  BIOGENISIS-BAGO, 2008
65% ELISA RICHTZEINHAIN, 1997
71,4% ELISA MENDES et al., 2009
Rio de Janeiro 71% ELISA RICHTZEINHAIN, 1997
Bahia 14,6% VN RIBEIRO et al., 1987
56% VN NORONHA et al., 2003
56% VN NORONHA et al., 2001
Maranhao 67,5% ELISA CHAVES et al., 2010
Nordeste 65,7% ELISA CHAVES et al., 2012
67,3% ELISA SOUSA et al., 2008
Pernambuco 72,6% VN CASTRO et al., 1993
Paraiba 22.2% VN THOMPSON et al., 2006
Sergipe 58,2% a 71,8% VN MELO et al., 1997
Goias 34,5% a 35,2% ELISAe VN BRITO et al., 2002
52,1% VN GUIMARAES et al., 2001
63,7% VN FLORES et al., 2005
Centro- 71% ELISAe VN  BIOGENISIS-BAGO, 2008
Oeste 64% ELISAEVN BRITOetal., 2010 ]
Mato Grosso 77% ELISAe VN BIOGENISIS-BAGO, 2008
43,6% VN PELLEGRIN et al., 1997
Mato Grosso 67% ELISAe VN  BIOGENISIS-BAGO, 2008
do Sul 84% ELISA RICHTZEINHAIN, 1997

ELISA= Ensaio Imunoenzimatico, VN= Virusneutralizagao
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Apos o ano de 2000 os trabalhos de prevaléncia de BVDV vém sendo
associados aos possiveis fatores de risco. Essa unido possibilita melhor
compreensao dos pontos criticos de controle da doenca. Na Espanha a alta
prevaléncia de BVDV esta ligada aos seguintes fatores de riscos: tamanho do
rebanho, idade dos animais, origem e raga dos mesmos (MAINAR-JAIME et al.,
2001). Ja na Bélgica a diferenca significativa dos fatores de riscos foi associada
aos tamanhos dos rebanhos (SARRAZIN et al., 2013).

Na Ameérica Central, em um trabalho realizado no México, com amostra
de animais de bovinocultura de corte, ocorreu maior prevaléncia em rebanhos
menor ou igual a 100 animais, originados de vacas introduzidas no rebanho, do
que em rebanhos do mesmo tamanho, porém originados de vacas da propria
fazenda. Estas informagdes demonstraram a importancia da situagcao sanitaria
das propriedades de origem dos animais e a necessidade da solicitagdo de
exame diagndéstico na compra dos animais (SOLIS-CALDERON et al., 2005).

No Brasil, trabalhos como esses sdo escassos. Almeida et al. (2013),
avaliando amostras de tanque de leite de 300 rebanhos, mostraram que em
rebanhos onde era utilizada a inseminacao artificial havia 2,82 vezes mais
chances dos animais serem soropositivos para BVDV. Porém os autores
relataram que esse fator de risco pode estar relacionado com a transmissao
viral através da palpacéao retal dos animais, concomitante com a inseminagao,
fazendo assim a disseminacgao de fazenda a fazenda, uma vez que os técnicos

de inseminagao em um unico dia fazem o trabalho em diversas propriedades.

Segundo a OIE, os testes diagndsticos para identificar um animal positivo
para BVDV podem ser direto, com a detecgdo do agente causador (isolamento
viral, deteccao de acidos nucleicos, ensaio imunoenzimatico para deteccao de
antigeno e coloragado de laminas histopatolégicas por imunohistoquimica) ou
indireto, no qual as técnicas diagnosticas irdo detectar o anticorpo
(virusneutralizagédo, ensaio imunoenzimatico) (OIE, 2013). Na Tabela 2 estédo
relacionados os tipos de testes diagndsticos para BVDV e suas respectivas

sensibilidades, tempo para obter o resultado e o custo dos exames.
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TABELA 2 - Comparacgao entre os tipos de testes diagndsticos para detecgao
da infecgédo por Virus da Diarreia Viral Bovina quanto a sensibilidade, tempo

para obtencao do resultado e custo.

TEMPO DE
TESTE SENSIBILIDADE DIAGNOSTICO CUSTO
Isolamento viral Alta 2 a 14 dias Alto
RT-PCR' Alta 1 a 2 dias Moderado/alto
IHC? Alta 2 a 4 dias Alto
Ag-ELISA3 Baixa 2 a 6 horas Baixo
VN* Alta 3a5dias Moderado
Ac-ELISA® Moderada 4 a 6 horas Baixo

'RT-PCR, transcriptase reversa- reagdo de cadeia polimerase; “IHC, imunohistoquimica;
3’Ag—ELISA, ensaio imunoenzimatico para detec¢cdo de antigeno; *VN, virusneutralizagao;
°Ac-ELISA, ensaio imunoenzimatico para detecgao de anticorpo

Fonte: Adaptado de Dubovi (2013)

Visto a ampla disseminacao viral no mundo e sabendo que a afeccéo é de
importancia para a defesa sanitaria, muitos paises desenvolvidos do continente
europeu ja iniciaram o controle e erradicagdo da doenga em seus plantéis de
bovinos leiteiros e de corte. Entre esses paises estdo a Escdcia, Irlanda,
Austria, Suica e Alemanha (STAHL; ALENIUS, 2012).

O controle e erradicacdo do BVDV dos rebanhos podem ser realizados
por meio de utilizagdo de vacina, sorologia e eliminagdo de animais positivos e
identificacdo e eliminacdo de animais PI. Lindberg e Houe (2005) propuseram
um modelo para o controle da BVDV utilizando quatro agbes para o programa.
Segundo os autores, trés delas s&o necessarias e obrigatérias para o éxito da
implantagdo e desenvolvimento do programa: biosseguranga, eliminacédo de
animais Pl e monitoramento dos rebanhos. A biosseguranga dos rebanhos ira
prevenir a entrada de animais Pl e a infeccao de fémeas gestantes para evitar
produzir animais Pl. A eliminacdo dos animais Pl apds sua identificagdo e
determinacdo da existéncia de anticorpos individuais € de suma importancia
para saber qual a real situagcdo do rebanho em processo de controle. O
monitoramento dos rebanhos é essencial para validar a eficacia do programa
que esta sendo aplicado e, por fim, a vacinagao que é opcional, deve ser
realizada nos animais ndo Pl e sem imunizagdo natural. O sucesso na
estratégia de controle e erradicacdo do BVDV passa necessariamente pela
identificacao e eliminagao dos Pl (STURZA et al., 2011).
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2.2 HERPESVIRUS BOVINO 1

O Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1) pertence a Ordem Hepesvirales,
Familia Herpesviridae, Subfamilia Alphaherpesvirinae, Género Varicellovirus.
Este género contém mais de 16 espécies de virus e dentre eles esta o
Herpesvirus Bovino 5 que anteriormente era classificado como BoHV-1 (ICTV,
2013). Este virus é responsavel por perdas na producgao leiteira, assim como
diminuicao de indices reprodutivos do rebanho (FRANDOLOSO et al., 2008).

O BoHV-1 é o agente causador da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR),
doenca respiratéria aguda caracterizada pelos seguintes sinais clinicos: febre,
anorexia, dispneia, tosse, corrimento nasal seroso ou serossanguinolento
evoluindo para purulento, hiperemia, pustulas e erosbes da mucosa nasal. Ha
casos em que O0s animais apresentam conjuntivite, sialorreia e ulceragbes na
mucosa oral tendo curso clinico de quatro a sete dias. Outras afec¢cdes podem
ser causadas pelo virus, como: balanopostite/vulvovaginite, abortos e
conjuntivites (RIET-CORREA et al., 1996).

O BoHV-1 pode ser subdividido em trés subtipos: BoHV-1.1, BoHV-1.2a e
BoHV-1.2b. Esta subdivisdo foi realizada mediante avaliacdo de restricao
gendmica e reatividade de anticorpos monoclonais. Assim, o BoHV-1.1 é
responsavel pela IBR, aborto, conjuntivite e infeccbes sistémicas em fetos; o
BoHV-1.2a causa vulvovaginites e balanopostite pustular (IPV/IBV) em animais
infectados; o BoHV-1.2b causa doencas genitais (ndo associadas ao aborto) e
respiratorias leves, sendo incomum no Brasil (FLORES, 2007; FRANCO;
ROEHE, 2007). Contudo, o tropismo dos subtipos virais do BoHV-1 para
tecidos especificos e os sinais clinicos ndo foram bem elucidados
impossibilitando afirmar até que ponto um subtipo viral que causa sinal clinico

respiratorio, ndo possa causar aborto (SPILKI et al., 2004).

A familia Herpesviridae possui uma caracteristica especifica que € a
laténcia, tornando o animal infectado portador por toda vida. Ainda assim, essa
condigdo nao € determinante para excreg¢ao continua do virus (JONES, 2003).
Apods a infecgdo inicial do trato respiratério, o virus permanece inativo nos

neurénios sensoriais do ganglio do nervo trigémio e nos centros germinativos
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das tonsilas palatinas (RUIZ et al., 2008). Essa caracteristica permite que os
individuos infectados desenvolvam a doencga tempos apds a infecgao primaria.
A reativagao viral ocorre, na maioria das vezes, quando o animal infectado
passar por algum estresse, seja por transporte, vacinagdo, pari¢ao, ou
tratamento com drogas imunossupressoras (corticosteroides), peculiaridade

importantissima para dissemicao viral (FLORES, 2007).

Segundo estudo realizado por Van Reenen et al. (2000), apés inoculagao
experimental de BoHV-1 em bezerros isolados socialmente e bezerros que
conviviam em grupo, O primeiro grupo excretou maior carga virus que o
segundo, evidenciando acdo do estresse sobre o animal com reativagcdo da
replicacdo viral, fato esse importante para disseminacdo do virus entre o

rebanho.

A transmissao viral ocorre preferencialmente pelo contado direto entre o
animal infectado e o susceptivel, pelas secrecdes respiratorias, oculares e
genitais (LEMAIRE et al., 1994; FLORES, 2007). A transmissao por aerossois é
possivel, em curtas distancias entre os animais (MARS et al., 1999;
MUYLKENS et al., 2007). A transmissao transplacentaria foi comprovada,
porém depende da imunidade da gestante. Outra forma de transmissao pelo
sémen de animais contaminados (RADOSTITS et al.,, 2007; ROCHA et al.,
2001).

Ha fatores de riscos que propiciam a infeccao do BoHV-1 e, dentre eles,
pode-se citar a idade dos animais, sexo, densidade do rebanho, participagao
de eventos, compra de touros, introducdo de animais infectados,
compartilhamento de pasto e falta de assisténcia técnica (LEMAIRE et al.,
1994; BOELAERT et al., 2005; BARBOSA et al., 2005; DIAS et al., 2008;
PACHECO, 2010).

Silva et al. (1995), observaram que com o aumento da idade dos animais
estudados ocorreu também o aumento da taxa de infec¢gdo dos animais. Em
um estudo realizado na Bélgica foi observado que o sexo dos animais era fator
de risco para a infeccdo por BoHV-1. Este fator foi considerado novo para os
autores e explicado pelo fato de que touros participavam mais de exposicdes e

também tinham como habito “pular a cerca”, situagdes estas que poderiam
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aumentar o risco de infeccdo pelo contato com animais possivelmente
infectados (BOELAERT et al., 2005).

O BoHV-1 encontra-se amplamente disseminado, determinando grandes
prejuizos econdmicos aos paises que exploram a bovinocultura como atividade
econbmica, o0 que enquadraram a enfermidade na lista de notificacdes
obrigatérias da OIE. Assim, & proibida a exportacdo de sémen e ovulos de
animais portadores do BoHV-1 (OIE, 2013).

Na Figura 2, pode-se observar a classificagcdo dos paises quanto a
prevaléncia da IBR segundo a OIE, no ano de 2013. O Brasil, Russia e Estados
Unidos da Ameérica apresentaram status sanitarios semelhantes para essa
enfermidade. A comercializagdo de produtos de origem animal entre paises é
condicionada pelo nivel do status para determinada enfermidade em questao.
Assim, diferencas nestes niveis, podem impedir a relacdo comercial pelo risco

sanitario oferecido.
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FIGURA 2 - Distribuicdo da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) no mundo de
acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude Animal, referentes ao
ano de 2013.

Na América do Sul o virus esta presente no Peru, Argentina, Uruguai,
Chile, Equador e Brasil, com prevaléncias variando de 4,4% a 48,1%
(ANDRADE et al., 1967; GALARZA; PERIOLO, 1983; HOCHSTEIN-MINTZEL
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et al., 1986; GUARINO; SAIZAR, 1998; MEDICI et al., 2000b; CARBONERO et
al., 2010).

O primeiro isolamento do BoHV-1 no Brasil foi realizado a partir de
amostras de caso de vulvovaginite ocorrido no estado da Bahia, no final da
década de 1970 (ALICE, 1978). Outros isolamentos em diversos materiais
(feto, sangue, 6rgéo) foram realizados, dentre eles, em animais com quadros
respiratorios (NOGUEIRA et al., 1986; RIBEIRO et al., 1987; SUAREZ-HEILEN
et al., 1993; LOBATO et al., 1995).

A distribuicdo do BoHV-1 no territério brasileiro é muito ampla. Ao
analisar, por meio do teste diagnostico de virusneutralizagdo, 1.681 amostras
de soro bovino provenientes de rebanhos com problemas reprodutivos, nos
Estados de Sao Paulo, Parana e Rio Grande do Sul, verificou-se que 22,1%
das amostras foram reagentes (PITUCO, 1988). Em estudo, realizado com
22.061 amostras de soro sanguineo de fémeas bovinas, distribuidas em 1.992
rebanhos pertencentes a 21 estados brasileiros, foram encontrados 13.541
(64,3%) animais soropositivos em 1.886 (94,7%) rebanhos (RICHTZEINHAIN
et al.,, 1999a). Em levantamento realizado no ano de 1999, avaliando 2.447
amostras de soro bovino, colhidas de 55 propriedades (corte/leite) de diferentes
estados do sul, sudeste e centro-oeste brasileiro e, que ndo apresentavam
histérico de vacinagao contra BoHV-1, 68,7% (1.681) das amostras eram
reagentes ao teste de ELISA e 100% dos rebanhos foram considerados
positivos (RICHTZEINHAIN et al., 1999b).

Takiuchi et al. (2001) analisaram 26.441 amostras de soro sanguineo
bovino para BoHV-1 (ELISA e virusneutralizacao), durante o periodo de 1995 a
2001, originarias de rebanhos nao vacinados, vindas de propriedades com
exploracdo de leite e de corte, pertencentes aos Estados de Sao Paulo,
Parana, Rondénia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias. Os autores
observaram que a prevaléncia variou de 52,4 e 81,7% de animais soropositivos
para o BoHV-1.

Em trabalho realizado no oeste do Estado do Parana, observou-se
prevaléncia de 64,4% de rebanhos positivos para BoHV-1. As prevaléncias por

tipo de exploragao foram: 88% para as propriedades de bovinocultura de corte,
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62,4% para as propriedades de bovinocultura de leite e 61,5% para as
propriedades mistas (DIAS et al., 2008).

Dias et al. (2012) no estado do Parana, analisaram 14.803 amostras de
soro sanguineo de 2.018 rebanhos nao vacinados contra BoHV-1 e
observaram prevaléncia de 59,9% dos animais positivos e 71,3% dos rebanhos
acometidos. Os fatores de risco de riscos encontrados para infecgdo do viral
foram rebanhos de corte, compra de animais, palpagéao retal, registro de aborto

nos ultimos doze meses e monta natural.

Na microrregido de Imperatriz no estado do Maranh&o, realizou-se um
estudo em 48 rebanhos de bovinos de corte ndo vacinados, onde foram
coletadas 1104 amostras de soro sanguineo e analisados utilizando o método
de diagnédstico de ELISA, e 62,23% das amostras de soro foram positivas,
34,51% negativas e 2,26% suspeitas. Consideraram-se como fatores de risco
para transmissao viral: retorno de cio, reposi¢cao de animais oriundos de outros
estados/regides, criagcdo de caprinos e ovinos associadas aos bovinos
(FREITAS et al., 2014).

No estado do Espirito Santo foram examinadas 1.161 amostras de soro
sanguineo de 59 rebanhos de bovinos leiteiros ndo vacinados contra BoHV-1.
Diagnosticaram-se que 66,75% dos soros analisados apresentaram anticorpos
neutralizantes para o virus estudado e 100% dos rebanhos foram considerados
positivos (SANTOS et al., 2014).

Na Tabela 3, observa-se a prevaléncia do BoHV-1 no Brasil, de acordo

com regido, estado e referéncia.



23

TABELA 3 - Pesquisas nacionais avaliando a prevaléncia de animais

soropositivos para o Herpesvirus Bovino 1.

. - TECNICA o
REGIAO ESTADO PREVALENCIA DIAGNOSTICA REFERENCIA
Rio Grande do 18,8% VN LOBATO et al., 1995
Sul 29,3% VN KRAHL et al., 1997
29,2% VN HOLZ et al., 2009
33,0% VN WIZIGMANN et al., 1972
44,3% VN VIDOR et al., 1995
53% ELISA e VN BIOGENISIS-BAGO, 2008
Sul 81,7% VN RAVAZZOLO et al., 1989
Santa Catarina 46% ELISA e VN BIOGENISIS-BAGO, 2008
Parana 27,1% VN BARRO FILHO et al.,1997
41,9% ELISA TEIXEIRA et al., 2001
46% ELISA e VN BIOGENISIS-BAGO, 2008
41,9 a 50,8% VN MEDICI et al., 2000b
54,0% ELISA MEDICI et al., 1996
59,0% ELISA DIAS et al., 2012
Maranhao 71,3% ELISA BEZERRA et al., 2012
63,2% ELISA FREITAS et al., 2014
Paraiba 62,7% VN MELO et al., 1999
Nordeste P€rnambuco 69,5% VN SILVA et al., 1995
Sergipe 96,0% VN MELO et al., 1997
Bahia 10,8% VN RIBEIRO et al., 1987
34,5% VN GALVAO et al., 1962/1963
52,8% HE ANUNCIACAO et al., 1990
Norte Rondbnia 86,2% VN OKUDA et al., 2006
Sao0 Paulo 40,2% ELISA TONIN et al., 1996
42 2% VN MUELLER et al., 1981
49,5% ELISA LANGONI et al., 1995
52,5% VN ALEXANDRINO et al., 2011
Sudeste 68,3% VN JUNQUEIRA et al., 2006
Minas Gerais 58,2% ELISA e VN ROCHA et al., 2001
66,1% SN ALEXANDRINO et al., 2011
66,2% HE ANUNCIACAO et al., 1989
Rio de Janeiro 81,5% HE ANUNCIACAO et al., 1989
Espirito Santo 66,7% VN SANTOS et al., 2014
Goias 51,9% VN BARBOSA et al., 2005
Centro 83% ELISA VIEIRA et al., 2003
Oeste 85,7% HE ANUNCIACAOQO et al., 1989
Mato Grosso 52% a 66% SN PELLEGRIN et al., 1997

ELISA= Ensaio Imunoenzimatico, HE=Hemoaglutinagdo Passiva, VN= Virusneutralizagdo

Segundo Takiuchi et al. (2001), o historico sanitario do rebanho em
questao, assim como as taxas de produtividade e programas de vacinagdes
podem ajudar no diagndstico do BoHV-1, porém somente técnicas
laboratoriais podem confirmar o diagnéstico viral. Dentre os métodos de

diagndsticos laboratoriais para Herpesvirus Bovino 1, pode-se citar o
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isolamento viral, virusneutralizacdo, ensaio imunoenzimatico, isolamento viral,
reacdo em cadeia da polimerase, virusneutralizacdo, ensaio imunoenzimatico,

imunoperoxidade e imunofluorescéncia.

Na inexisténcia de tratamento, o controle da disseminagao viral é de
fundamental importancia para impedir o avanco da doenca nos rebanhos.
Vacinas comerciais podem ser usadas para prevenir o desenvolvimento dos
sinais clinicos e eliminagao de particulas virais, porém n&o impedem a infecgéo
viral e a laténcia. Ha basicamente duas condutas de combate a disseminacao
viral: a utilizagdo de vacina (PITUCO et al., 1997) e a nao utilizagdo de vacina,
realizando o descarte de animais positivos (DEL FAVA et al., 1998). Ambos os
métodos foram eficazes e comprovados pelos autores acima, porém cada qual
deve ser utilizado em rebanhos com caracteristicas diferentes. De forma geral,
rebanho onde nao se tem controle de transito dos animais e a prevaléncia é de
moderada a alta, a utilizacido do controle através do descarte dos animais é

inviavel, e portanto, se recomenda a utilizagao de vacinas (FLORES, 2007).

Segundo Del Fava et al. (2002), no Brasil ocorre falta de dados que
caracterizem as propriedades (indices reprodutivos e produtivos, tipo de
manejo zootécnico) e essa caracteristica brasileira tem gerado diferentes
condutas entre técnicos e criadores em relacdo a adogao de acgdes profilaticas.
A inexisténcia de controles oficiais direcionados a esse virus facilita a sua

disseminagao nos rebanhos.

2.3 VIRUS DA PARAINFLUENZA BOVINA TIPO 3

O virus da Parainfluenza Bovina Tipo 3 pertence a familia
Paramyxoviridae,  subfamilia  Paramyxovirinae, = género  Respirovirus
(ICTV,2013). Este virus esta genética e antigenicamente associado com o virus
da Parainfluenza tipo 3 em humanos e o virus Sendai de ratos (MURPHY et al.,
1999).

Os bPI-3 sao virus-RNA de fita simples, de polaridade negativa, que
codificam sete proteinas e, dentre elas, destaca-se a hemaglutinina-

neuraminidase (HN) e a proteina F. Ambas estdo envolvidas com a patogenia
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da infecgdo viral, sendo a HN responsavel pelas ligacbes aos receptores, a
hemoaglutinagdo das hemacias e a proteina F, responsavel pela penetragéo e
transmissao do agente entre as células. Ambas as proteinas séo responsaveis
pelo efeito citopatico no cultivo celular, caracterizado pela formagao de sincicio.
Além dos bovinos, o virus pode infectar cies, equinos, macacos e humanos
(FLORES, 2007). Este virus é determinante na produgdo de pneumonias em
bezerros e ovinos, acometendo na maioria das vezes animais jovens (SARDI et
al., 2002).

O DbPIV-3 infecta bezerros de dois a oito meses, criados em sistemas
intensivos. Na maior parte dos casos, os animais infectados pelo virus
apresentam quadros clinicos brandos, porém tornam-se graves quando
associados com infecgbes bacterianas secundarias (KAPIL; BASARABA,
1997). Condicdes de alta densidade de animais e de pouca ventilagdo podem
possibilitar a transmisséo viral por aerossois e pelo contato direto (RADOSTITS
et al., 2007).

Dentre os sinais clinicos destacam-se apatia, febre, taquipneia,
corrimento nasal seroso abundante e lacrimejamento. O curso da doenga pode
se estender aproximadamente por sete dias (sem infecgdes secundarias)
podendo ser observados perda de escore corporal e diminuicdo de resisténcia
ao exercicio (GONCALVES et al., 2003). Alguns animais podem desenvolver
pneumonia intersticial inicial, na qual a consolidacdo da inflamacdo esta
usualmente presente apenas nos lobos anteriores dos pulmdes (MURPHY et
al., 1999; YATES, 1982).

A disseminagdo da doenca € mundial, ocorrendo tanto em bovinos de

corte quanto em leiteiros (ELLIS, 2010).

O isolamento viral ocorreu pela primeira vez na década de 1950 nos
Estados Unidos da América, a partir da secrecdo nasal de um bovino com
quadro clinico respiratéorio chamado de “shipping fever” ou “febre dos
transportes” (ANDREWES et al., 1955). O agente causador foi inicialmente
chamado de myxovirus SF-4 e foi isolado de um bezerro que havia participado
de feira de exposicao (REISINGER et al., 1959).
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O primeiro isolamento do bPI-3 no Brasil ocorreu em S&o Paulo, em 25
amostras de pulm&o de bovinos com lesbes pneumdnicas coletadas em
abatedouros. Destas amostras foram isoladas quatro cepas do virus, que eram
antigenicamente semelhantes ao Virus da Parainfluenza Humana (CANDEIAS
et al., 1971). O segundo isolamento foi realizado a partir de um surto de aborto
em bovinos, no Estado de Goias (SILVA et al., 2002). Em 2003, Gongalves e
colaboradores, isolaram o virus das secregdes nasais de uma fémea bovina
com um més de idade; o animal apresentou sinais clinicos respiratorios leves e,
o isolamento confirmou a presenca do virus no Rio Grande do Sul, apds sua

evidéncia por estudos sorologicos.

Dentre as afecgdes respiratérias causadas por virus no noroeste da Siria,
em bovinos da raga Holandesa, o bPIV-3 foi detectado em 62.1% das amostras
pesquisadas pela técnica diagnostica de ELISA e, as principais associagdes
virais observadas foi com BRSV (25,1%), BRSV/BoHV-1 (22,8%),
BRSV/Adenovirus (15,6%) e BoHV-1 (12,6%) (GIANGASPERO et al., 1992).

Na Nigéria o virus foi detectado em quatro estados do pais tendo
prevaléncia de 51,37% (337/656) das amostras de soro bovino analisadas pela

técnica de Inibicdo de Hemoaglutinacéo (HI) (IBU et al., 2005).

Em levantamento sorolégico realizado no México, 85,6% dos animais
analisados pelo teste diagnostico de ELISA apresentaram-se positivos para
bPIV-3. (SOLIS-CALDERON et al., 2007).

Em estudo realizado na Turquia, com 254 amostras de soro bovino de
corte de diferentes idades, foi detectado que 53,93% das amostras reagentes a
virusneutralizagao foram positivas para bPIV-3 (YAVRU et al., 2005). Em 2009,
Duman e colaboradores, realizaram pesquisa em animais leiteiros no mesmo
pais e observaram que dentre os cinco virus respiratérios pesquisados (BoHV-
1, BVDV, bPIV-3, BRSV e Adenovirus tipo 3), o bPIV-3 foi detectado em 92,8%
(258/278) das amostras, pela prova diagndstica de ELISA.

Na Coldbmbia a prevaléncia observada do virus foi de 13,5% (22/128),
sendo que a maior frequéncia ocorreu em animais acima de sete anos de
idade, em rebanhos de exploragdo mista (corte e leite) e que apresentaram
reabsor¢cdo embrionaria (HURTADO et al., 2010).
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Em estudo realizado na Bélgica, com a finalidade de detectar a
prevaléncia dos patdégenos respiratérios em bovinos, foram determinadas 24
afeccbes respiratorias. Dentre elas, as de origem bacterina e Vviral
representaram 13,3% (31/233) dos animais estudados e apresentavam
anticorpos para bPIV-3; o virus estava presente em 53,3% dos rebanhos
pesquisados (PARDON et al., 2011).

Na Arabia Saudita o virus estava presente em 69,1% (318/460) das
amostras de soro sanguineo bovino reagentes a ELISA, tendo como principal

associagao em infecgdes mistas, o virus BRSV (YOUSEEF et al., 2013).

No Ird o virus foi detectado em animais leiteiros da Provincia do Qazvin
em 77,02% das 504 amostras de soro bovino, analisadas através da prova
diagnodstica de ELISA indireta. Observou-se maior positividade em animais com
quatro anos de idade (HATAMI et al., 2013).

O primeiro levantamento sorolégico no Brasil foi no Estado de S&o Paulo,
realizado por Candeias e Ribeiro (1968), que detectaram em 553 amostras,
36,71% reagentes a inibidores de hemoaglutinagdo. Em 1970, Candeias e
Ribeiro, no mesmo Estado, realizaram estudo sorolégico onde foram
analisadas 902 amostras com 84,1% de positividade. No Rio Grande dos Sul a
prevaléncia observada foi ainda maior, com 97% de reagentes positivos em
221 amostras de soro bovino. No mesmo Estado foi realizada a detecgao de
anticorpos para Virus de Parainfluenza Bovina e Ovina, utilizando a técnica de
hemoaglutinacdo indireta. Em um total de 393 e 205 amostras de soro
sanguineo bovino e ovino, respectivamente, detectaram-se 70% das amostras
positivas para bovinos e 24% das amostras positivas para ovinos.
Diagnosticou-se, assim, pela primeira vez, a presenca do virus na espécie
ovina, no Brasil (DAL PI1ZZOL et al., 1989).

No estado da Bahia foram analisados 187 soros de bovinos com idade de
um a quatro anos, sem antecedentes clinicos ou vacinagdo. Observaram-se
68,5% das amostras reagentes pela técnica de inibicdo de hemoaglutinacao
(SARDI et al., 2002).

Em 2011, o virus foi detectado em ovinos, em S&o Paulo, na regido de

Botucatu. Através da técnica de virusneutralizagdo, 82% (159/194) animais
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testados foram reagentes (GONCALVES et al., 2011). Os levantamentos
sorologicos do bPIV-3 no Brasil, atualmente sdo escassos, o que mostra a

necessidade de maiores estudos para melhor vigilancia de nossos rebanhos.

Varias sao as formas de diagnostico do bPIV-3. Dentre elas pode-se citar
a associacao de sinais clinicos com o historico, principalmente em casos de
bovinos jovens com doengas respiratérias, porém, a confirmagdo do
diagndstico, é feita com o isolamento viral em cultivos celulares, que é o teste
diagndstico considerado como padréao ouro. Técnicas soroldgicas como ELISA,
inibicdo de hemoaglutinagéo e virusneutralizagaotambém podem ser utilizadas
para diagnéstico. Com a evolugéo das técnicas, o RT-PCR pode ser uma nova
opgao (FLORES, 2007).

Segundo Flores (2007), a prevencao da enfermidade deve ser baseada
em medidas de higiene, manejo (evitar superlotacdo, mudanga de temperatura
brusca, falha na administracdo do colostro), controle do transito de animais,
quarentena e vacinacao. De forma geral as vacinas (vivas ou inativadas) para
bPIV-3 vém associadas com outros agentes virais e bacterianos, causadores
de doencas respiratérias. A avaliacdo do custo/beneficio da utilizacdo da
vacina, como forma de prevengao na situagdo epidemiolégica que o Brasil se

encontra foi pouco avaliada.

2.4 VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL BOVINO

O Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) causa uma importante
doenca respiratoria, caracterizada por broquiolite e pneumonia intersticial,
acometendo principalmente animais jovens (SPILKI; ARNS, 2008). E
considerado o agente mais frequente associado com afecg¢des respiratérias
graves, porém no Brasil, ainda sdo poucas as informagcdes deste agente
(AFFONSO et al., 2011).

O BRSV é da familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae, género
Pneumovirus (ICTV, 2013). Os virus dessa familia apresentam uma
caracteristica marcante, que é a fusao das células hospedeiras do virus as

células epiteliais, culminando na formacao de células gigantes multinucleadas
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(sincicios) (ARNS et al., 2007). Segundo Baker (1991), esses virus tem
semelhangas comuns com o virus respiratério sincicial humano (HRSV) e os
virus respiratérios sinciciais ovino e caprino (ORSV e CRSV, respectivamente).
Suas caracteristicas comuns estido relacionadas com a organizagao gendémica
e estrutura viral (CRISTINA et al., 1998).

Este virus € envelopado, possui trés glicoproteinas, e entre elas se
destacam a proteina F e a proteina G. A proteina F é responsavel pela fusao,
penetracdo do virus nas células hospedeiras e células adjacentes e pela
formacéo dos sincicios. A proteina G promove adesao do virus a membrana
celular do hospedeiro, acdo semelhante ao das proteinas hemaglutinina e
neuraminidase, durante as infec¢des pelo virus bPI-3 (DORELEIJERS et al.,
1996). Essas duas proteinas estruturais sdo importantes ndo apenas na
patogenia da doenga, mas também para o diagnéstico e a prevengao, uma vez

que apenas anticorpos direcionados a elas sao capazes de neutralizar o BRSV.

A variabilidade antigénica do BRSV permitiu sua classificagdo em trés
subgrupos: A, AB e B (ARNS et al., 2007). No Brasil ocorreu o isolamento do
subgrupo B (ALMEIDA et al., 2007; ARNS et al., 2003; SPILKI et al., 2006).

A transmissao viral ocorre por via aerdogena, pelo contato direto e
proximidade dos animais (ARNS et al., 2007), podendo ainda ocorrer de forma

indireta, por fémites recém-contaminados (BAKER et al., 1993).

ApOs a penetragdo nas vias respiratorias o BRSV replica-se nas células
epiteliais das mucosas nasais, faringe, traqueia e pulméo (pneumacitos tipo 1)
sem causar efeito citopatogénico. A proteina F € o principal alvo da resposta
imune ao BRSV, levando a uma intensa resposta do tipo Th2, com producao
abundante de IL-4 e IL-10, induzindo a producédo de anticorpos tipo IgE, que
estimula o recrutamento de eosindfilos no parénquima pulmonar, explicando o
quadro de bronquiolite (SPILKI; ARNS, 2008).

A ocorréncia da doenca esta relacionada com fatores ambientais como a
variagao brusca de temperatura, e os surtos sao relatados tanto no inverno
(PEIXOTO et al., 2000) quanto no verdao (DRIEMEIER et al., 1997). Os sinais
clinicos ocorrem apds incubacgao viral de trés a cinco dias, tendo como

principais sinais clinicos: apatia, anorexia, aumento de temperatura (maior que
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39.5°C), corrimento nasal abundante, tosse, taquipneia, respiragdo bucal e
abdominal, enfisema pulmonar e subcutaneo e, morte. Em muitos casos pode
ser observado lacrimejamento, sialorreia, animais em posi¢cao ortopneica, dor
ao toque da parede toracica e abdominal anterior (SPILKI; ARNS, 2008;
PEIXOTO et al., 2000).

Estudos de prevaléncia sdo realizados para diagnosticar a situagdo da
disseminagao do virus em todo mundo principalmente em paises cuja produg¢ao
de leite e carne se destaca. Em estudo realizado na Inglaterra e Pais de Gales
foram coletadas amostras de tanques de leites de 1070 rebanhos e, em 100%
dos rebanhos, foi detectada a presengca de BRSV (PATON et al., 1998).Foram
analisadas 1.102 amostras de soro bovino através do método de diagndstico
de ELISA, sendo reagentes 69,5% e 40,9% no sudeste e no noroeste dos
Estados Unidos da América, respectivamente (GRUBBS et al., 2001).

Em estudo transversal realizado no Equador, com rebanhos leiteiros n&o
vacinados, utilizando 2.367 amostras de soro bovino testado para ELISA
indireto, observou-se que 80,48% das amostras reagentes ao teste diagndstico
e 91,3% dos rebanhos foram reagentes (SAA et al., 2012).

Na Arabia Saudita foi realizado levantamento sorolégico em cinco distritos
do pais totalizando 460 amostras de soro bovino coletados no periodo de
janeiro a margo de 2011 e testado para ELISA. Reagiram ao teste diagnostico
75,6% das amostras (YOUSEF et al., 2013).

Os primeiros a detectar o Virus Respiratério Sincicial Bovino no Brasil
foram Gongalves et al. (1993), por meio de exame de imunofluorescéncia em
cortes de tecido congelado e isolado a partir de pulmdes de bezerros obtidos

de frigorificos no Rio Grande do Sul.

A infeccdo por BRSV estda amplamente difundida no Brasil e estudos
soroldgicos indicam que o virus esta presente em mais de 95% dos bovinos do
pais, com mais de trés anos de idade, sendo que 70% dos bezerros se
infectam no primeiro més de vida (ARNS et al., 2003). Porém, sdo poucos os
estudos realizados para determinar a incidéncia ou prevaléncia de BRSV no
Brasil. A frequéncia de animais com anticorpos contra BRSV foi relatada na

regiao sul, nos Estados do Rio Grande do Sul (17,3 a 79%) e Parana (80%); no
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sudeste, nos Estados de S&o Paulo (74%), Minas Gerais (73%) e Rio de
Janeiro (71%); e no Centro-Oeste, no Estado do Mato Grosso do Sul (57%)
(DRIEMEIER et al., 1997; BARNIER, 1996). Arns (1996) realizou levantamento
sorologico nos Estados do Rio Grande do Sul, de Sdo Paulo e Minas Gerais,
observando prevaléncia média de 84% de animais positivos para o teste de

ELISA e, 87% dos animais positivos pela técnica de virusneutralizagao.

O diagnodstico deve ser baseado na detecgao de antigenos virais em
amostras clinicas e, a outra opgao diagnostica seria a sorologia com detecgao
de anticorpos contra o virus. Técnicas como a imunofluorescéncia e
imunoperoxidade s&o utilizadas para deteccdo dos antigenos virais em
amostras de pulmdo. O Isolamento viral é bastante trabalhoso devido a
labilidade viral. Outro fato que pode atrapalhar para que o método de
diagnostico seja eficiente € a qualidade das amostras encaminhadas para o
laboratério. Os métodos soroldgicos utilizados sdo ELISA e virusneutralizagao.
Métodos moleculares podem ser utilizados como alternativa (ARNS et al.,
2007).

Segundo Klem et al. (2013), a disseminagdo do BRSV entre os rebanhos
e dentro do rebanho ocorre pela permanéncia de pequena por¢cao de animais
adultos positivos, os quais ndo apresentam sinais clinicos e sao responsaveis
pela reinfeccao de todo o plantel. Portanto, o controle e prevencao desse virus
deve ser baseado em medidas de biossegurancga, evitando entrada de animais
positivos em rebanhos negativos e eliminagdo dos animais positivos. A vacina
pode ser utilizada como forma de prevencdo, porém nao existem vacinas
unicas para BRSV no mercado, somente em associagdes com outros virus
como BoHV-1, BVDV, bPIV-3 e, sua eficiéncia tem sido questionada (ARNS;
SPILIKI, 2008).
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3 OBJETIVOS

Tendo em vista que as doencgas virais respiratorias tém grande relevancia
na bovinocultura brasileira, e que o estado do Parana é um dos polos nacionais

para a producéo leiteira, esta pesquisa teve como objetivo:

e Realizar prevaléncia dos principais virus respiratorios nos rebanhos
leiteiros de raga de Holandesa variedade Preta e Branca (HPB), no

Estado do Parana:

- Virus da Diarreia Bovina (BVDV);

- Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1);

- Virus da Parainfluenza Bovina Tipo 3 (bPIV-3);
- Virus Respirat6rio Sincicial Bovino (BRSV).

o Verificar a prevaléncia desses virus nas regioes leiteiras do Estado do

Parana.

o Verificar a presenca de coinfecgdo entre os animais dos rebanhos

estudados.

e Verificar os fatores de risco relacionados com cada virus estudado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP-
Botucatu, sob o protocolo n°® 220/20112 (Anexo I).

4.2 CARACTERIZAGAO DA AREA DO ESTUDO

O Estado do Parana esta localizado na Regido Sul do Brasil, entre os
paralelos de 22° 29’ 30” e 26° 42’ 59” de latitude sul, e entre as longitudes a
Oeste de 48° 02’ 24” e 54° 37’ 38”, compreendendo uma area de 199.307km>.
A temperatura média de 15 a 24°C com precipitagbes de 1.200 a 3.,500mm e
umidade relativa do ar de 56 a 85%. O Estado pode ser divido em dois tipos de
clima, o subtropical e o temperado. O rebanho leiteiro bovino do Parana é
composto por 2.852.264 bovinos e cerca de 51% destes sé&o considerados da
raca Holandesa, sendo esta a racga leiteira com maior frequéncia no estado
(IPARDES, 2008).

4.3 CALCULO AMOSTRAL

O caélculo do tamanho amostral foi determinado segundo Agranonik e
Hirakata (2011), considerando o tamanho da populagéo desconhecido, utilizou-

se a seguinte formula:
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n= p.(1-p).Z%/E?
Onde:
n = numero de amostras a serem utilizada
Z= fator determinante do grau de confianga (1,96)
p = prevaléncia esperada
E = margem de erro admissivel

Como prevaléncia esperada admitiu-se a menor prevaléncia encontrada
entre os quatro virus estudados dentro do estado do Parana, que foi de 27,1%
(BARROS FILHO et al., 1997), erro aceitavel de 5%, nivel de confianga de 95%
e DEFF (Desing Effect) de 1,5. Totalizando o numero amostral minimo de 455

amostras.

4.4 ANIMAIS

Foram utilizados 714 bovinos, fémeas, da raca HPB, com idade superior a
seis meses, provenientes de 26 propriedades leiteiras, distribuidas em 17

municipios do Estado do Parana.

No Parana, trés bacias se destacam na producdo de leite: Centro-
Oriental, Oeste e Sudoeste. Estas trés bacias envolvem 95 municipios,
concentram 48,5% dos produtores e sdo responsaveis por 53% da producao
estadual de leite. As demais regides do estado sdo englobadas como uma
unica regiao (IPARDES, 2008).

A escolha das propriedades seguiu o critério de inclusdo amostral e a
divisdo do Parana citada anteriormente. Todas as propriedades realizavam
exames de Brucelose e Tuberculose Bovina periddicos, vacina de brucelose
nas fémeas de 3 a 8 meses, ordenha mecénica duas vezes ao dia e média de
producéo leiteira de 20 litros/vaca/dia. A Figura 3 demonstra distribuicdo dos
municipios e regides amostradas, onde foram realizadas as coletas das
amostras. A Tabela 4 demonstra o numero de propriedades coletadas em cada

municipio, 0 numero de amostras coletadas em cada municipio.
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FIGURA 3 - Localizagao geografica dos municipios participantes da pesquisa

dentro do Estado do Parana.
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TABELA 4 - Distribuigdo da coleta das amostras por regido amostral e por

municipio coletado

Numero de Niimero de
Regibes Municipios propriedades amostras coletadas
coletadas por L.
L por municipio
municipio
Sudoeste Francisco Beltréo 2 27
Marmeleiro 1 50
Renascenca 2 25
Oeste Cascavel 2 39
Terra Roxa 2 27
Centro- Carambei 2 63
Oriental Palmeira 2 116
Ponta Grossa 1 38
Pirai do Sul 3 112
Demais Bandeirantes 1 11
Regides Campina Grande do Sul 1 36
Icaraima 1 8
Ipora 1 31
Mangueirinha 1 27
Pinhais 1 40
Santo Antbénio da Platina 2 38
Teixeira Soares 1 26
TOTAL - 26 714

4.5 DESENHO DO ESTUDO

O estudo foi conduzido durante o periodo janeiro de 2007 a dezembro de
2012. As propriedades que participaram da pesquisa foram identificadas de 1 a
26 e escolhidas de forma nao aleatdria, pois seguiram os critérios de inclusao
amostral. As amostras de sangue foram colhidas de forma aleatdria, sendo que

foi coletado no minimo 10% dos animais existentes em cada propriedade.
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4.6 CRITERIO DE INCLUSAO AMOSTRAL

As amostras analisadas originaram-se de rebanhos leiteiros compostos
por animais da ragca HPB, com idade maior que seis meses, para evitar a
interferéncia de anticorpos colostrais (TIZARD, 2012), e sem historico de uso

de vacinas de virus vivos ou mortos, para os virus respiratérios estudados.

4.7 COLHEITA E ARMAZENAMENTO DAS AMOSTRAS

Amostra de sangue total de cada animal foi obtida pela puncéo da veia
jugular, empregando-se o sistema a vacuo em tubo siliconizado de 10mL, sem
anticoagulante. Apds a formacdo do coagulo sanguineo, as amostras foram
centrifugadas a 600 x G por 15 minutos e o soro resultante foi armazenado em
microtubos identificados, com capacidade de 1,5mL. Os microtubos foram
mantidos a -20°C e posteriormente transportados até Laboratorio de Viroses de

Bovideos do Instituto Bioldgico de Sao Paulo (LVB-IB).

No laboratério, as amostras de soro foram armazenadas a -20° C até o
momento do processamento. Antes da realizagdo do teste de
virusneutralizagdo (VN) os soros foram colocados em banho-maria a 56°C por

30 minutos para a inativagdo do complemento.

4.8 FATORES DE RISCO

Os proprietarios e/ou responsaveis pelas propriedades foram
entrevistados, por meio da aplicagédo de questionario estruturado (Anexo Il),
com intuito de se avaliar a propriedade quanto as seguintes variaveis: tipo de
sistema de producdo, numero de animais na propriedade, lotacdo, area da
propriedade, monta natural, inseminacao artificial, reutilizacdo de agulhas e
seringas e reutilizacdo de luva de palpacdo, participacdo em feiras e/ou
exposi¢oes, compartilhamento de pasto com vizinhos, percentual de entrada e
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saida de bovinos. Com os dados relativos a movimentagdo dos animais
calculou-se o percentual de entrada e saida de bovinos do rebanho, por meio

de uma operacgao simples de regra de trés.

4.9 PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

As amostras de soro foram submetidas ao teste de virusneutralizacao,
contra BoHV -1, BVDV e BRSV de acordo com as orientacbes do Manual de
Testes de Diagnodstico e Vacinas para Animais Terrestres da Organizacao
Mundial de Saude Animal (OIE, 2013) e contra o bPIV-3, de acordo com
recomendagdes do Code of Federal Regulation (CFR, 2013). As etapas de
procedimentos laboratoriais como: manutengdo das culturas de células,
multiplicagdo de virus padrdes, titulacdo viral e validagcdo da reagdo foram
efetuadas segundo a metodologia empregada no Laboratério de Viroses de
Bovinos do Instituto Biolégico de Sdo Paulo (PITUCO, E. M.- comunicagéo

pessoal).

491 Manutencao das culturas celulares

A linhagem celular CCL-22, Madin & Darby Bovine Kidney - MDBK
(proveniente da “American Type Culture Collection” (ATCC), Manassas, EUA,
livre de Pestivirus) foi utilizada para a reacdo de VN em microplacas e para a

multiplicagdo das estirpes virais em garrafas de poliestireno para cultivo celular.

As células foram cultivadas em Meio Essencial Minimo (MEM — Cultilab,
Campinas, Brasil), acrescido de 0,2% de bicarbonato de soédio (Merck,
Darmstadt, Alemanha), tamponado com 25 mM de &cido 4-(2-hidroxietil)-1-
piperazineetanossulfénico (HEPES — Biosolve, Westford, EUA) e suplementado
com 5% de soro fetal bovino livre de anticorpos contra BVDV (SFB — Cultilab,
Campinas, Brasil). Para a manutencao, as células foram cultivadas em frascos
de poliestireno, com 150cm? de area (Corning, New York, EUA) e mantidas em

estufa a temperatura de 37°C.
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Os subcultivos foram realizados a cada 72 horas, utilizando uma solugao

Tripsina-Versene (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha) para a desagregacéo

das células. O indculo celular foi constituido de 2 x 10° células/mL e a

contagem feita em camara de Neubauer (Optik Labor, Friedrichshofen,

Alemanha). As células e o SFB foram controlados periodicamente para

presencga de Pestivirus por reagao de Imunoperoxidase Direta, ELISA Antigeno

(IDEXX, Westbrook, EUA) e a Transcrigdo Reversa combinada a Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (RT-PCR).

4.9.2 Estirpes Virais

Para a realizagdo das reagdes de VN foram utilizadas as seguintes

estirpes:

¥4

BVDV-1 NADL, isolado na “National Animal Disease Laboratory
(ATCC® VR-534™), cedida gentilmente pelo Instituto de Virologia da

Escola Superior de Medicina Veterinaria de Hannover, Alemanha.

BoHV-1, (ATCC® VR-188") estirpe “Los Angeles” cedida gentilmente
pelo Instituto de Virologia da Escola Superior de Medicina

Veterinaria de Hannover, Alemanha;

bPIV-3, adquirida da “American Type Culture Collection” (ATCC®
VR-281");

BRSV, adquirida da “American Type Culture Collection” (A\TCC® VR-
1485™).

4.9.3 Multiplicagao dos virus padroes

A producao das suspensdes virais destinadas a utilizacdo nas reacoes de

VN foi

realizada inoculando-se 1mL de virus em garrafa, contendo
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monocamada pré-formada (24 horas) de células MDBK. O inéculo foi incubado
em estufa com 5% de CO, e umidade controlada, a 37°C por 1h para adsorcao
nas células. Apds a incubagéao foi acrescentado meio de crescimento com 1%
de antibiéticos: Penicilina G Potassica 11.200 Ul/mL, Estreptomicina 0,01 g/mL,
Gentamicina 0,01 g/mL, L-Glutamina 0,029 g/mL e Anfotericina B 0,5 mg/mL
(Cultilab®, Campinas, Brasil), e novamente incubado. Os cultivos de células
foram observados diariamente até o aparecimento de efeito citopatico do virus.
Quando este efeito atingiu cerca de 90% da monocamada celular, o
sobrenadante foi recolhido e centrifugado em tubos estéreis a 600 x G por 15
minutos a 4°C. Apos a centrifugagao, a suspensao viral foi distribuida em tubos
de criogenia (TPP, Techno Plastic Products AG®, Switzerland), sendo 1mL por
tubo, identificados com o tipo de virus e partida, e armazenados em ultrafreezer
(Thermo Electron Corporation, Waltham, EUA) a temperatura de -86°C ou em
nitrogénio liquido a -196° C até o momento da utilizagdo. Uma dessas aliquotas

foi descongelada e submetida a titulagao viral.

49.4 Titulagao viral

Para determinagao do titulo do virus, as partidas foram testadas em oito
diluicdes seriadas de razdo dez (10" a 10®) em meio MEM com 1% de
antibioticos. Foram distribuidas em microplaca de fundo chato (TPP, Techno
Plastic Products AG®, Switzerland) 50uL das diluicbes do virus e 50uL de
suspens3o de células MDBK, na concentragdo de 3 x 10° células/mL. A placa
foi incubada a 37°C em estufa com 5% de CO, e umidade controlada. A leitura
foi efetuada 96 horas apdés a incubagdao com a utilizacdo de microscopio
invertido. O calculo do titulo viral foi realizado pelo método de Reed e Muench
(1938).
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4.9.5 Pesquisa de anticorpos neutralizantes — Teste de

Virusneutralizagao

Os testes foram realizados em microplacas de poliestireno, fundo chato,
de 96 cavidades (TPP Techno Plastic Products AG®, Switzerland). Na analise
qualitativa, realizada como triagem, cada soro foi testado na diluicdo
recomendada como ponto de corte para cada virus, assim, para BoHV-1 e
BRSV foram utilizadas diluicdo 1:2, para BVDV foram utilizadas diluicdo 1:10
(OIE, 2013) e para bPIV-3 foram utilizadas diluicdo 1:2 (CFR, 2013). As
amostras foram examinadas em quadruplicata sendo 22 soros por placa. Em
cada cavidade da placa foi adicionado 50uL do soro teste e 50uL da suspenséao
de virus contendo 200 TCIDso/50uL, excetuando-se a primeira coluna de cada
placa, utilizada para controle celular, que n&o recebeu amostra de soro teste ou
de virus, mas apenas 100uL de meio MEM. Além das placas onde foram
analisados os soros teste, foi reservada uma placa para diluicdo dos soros
controle da reagao, sendo adicionados nas linhas A e B o soro controle forte
positivo (C+++), linhas C e D o soro controle positivo (C++), linhas E e F o soro
controle fraco positivo (C+) e linhas G e H o soro controle negativo. Foram
realizadas diluicbes seriadas na razdo dois (ex 1:2 até 1:2048), em meio MEM.
Em seguida, foi acrescentado a cada cavidade com soro ja diluido, 50uL de
suspensao de virus contendo 200 TCIDsy/50uL, sendo que, assim como nas
demais placas, a primeira coluna foi reservada para controle celular. A mistura
soro/virus foi incubada de acordo com o recomendado: BoHV-1 por um periodo
de 18 a 24h e os demais virus por aproximadamente duas horas em estufa a
37°C com 5% de CO; e umidade controlada. Apos a incubacéo, foi adicionada
em cada cavidade, 100uL (para BoHV-1) ou 50uL (para BVDV, bPIV-3 e
BRSV) de suspensdo de células MDBK, na concentracdo de 3 x 10°

células/mL.

Terminada essa etapa, a microplaca foi novamente incubada a
temperatura de 37°C em atmosfera controlada com 5% de CO, por um periodo
de 72 horas, seguida de leitura do efeito citopatico caracteristico. A

interpretacéo do resultado foi a seguinte:



42

e Se nenhuma ou somente uma cavidade foi neutralizada, o soro foi

considerado “nao reagente”;

e Se duas ou mais cavidades foram neutralizadas a amostra foi

submetida a titulagao.

Em cada prova foi incluida uma placa para retitulagdo do virus, utilizada
como controle do titulo da suspenséo viral. Nesta placa foram incluidas quatro
diluicdes de razdo 10 do virus (oito repeticdes por diluigdo em duplicata), além
de duas colunas reservadas para controle de célula. O calculo do titulo foi
realizado pelo método de Reed e Muench (1938). Além da placa de retitulagao,
foi incluida também uma placa para controle de doses virais, onde foram
acrescentadas 10 doses diferentes do virus (oito repeticdes por dose),
compreendendo a faixa para validagao do teste para todos os virus estudados
(20 a 400 TCIDsp/100uL), diluidas na razao dois. Apds incubagao por 72h em
estufa com 5% de CO,, a 37°C, com umidade controlada, efetuou-se leitura dos
testes em microscopio invertido, pelo monitoramento do efeito citopatico (ECP).
Nos testes qualitativos, a auséncia de ECP indicou a neutralizagdo viral na
diluicao utilizada (ponto de corte de cada virus), e a presenca de ECP mostrou

a auséncia de anticorpos neutralizantes.

As amostras submetidas ao teste quantitativo, realizado para titulacdo dos
anticorpos presentes em cada soro, foram diluidas em meio MEM, na razéo
dois (iniciando no ponto de corte de cada virus, por exemplo, 1:4 até 1:512),
sendo testado por microplaca um total de cinco soros (em duplicata). Apds a
diluicdo, assim como na analise qualitativa, foi acrescentado em cada cavidade
com soro diluido, 50uL de suspensdo de virus contendo 200 TCIDs5¢/50uL,
seguido da incubacdo recomendada para cada virus, adicao de 100uL (para
BoHV-1) ou 50uL (para BVDV, bPIV-3 e BRSV) da suspensao de células (3 x
10° células/mL) e nova incubagdo de 72h. Foram incluidas em cada prova
quantitativa uma placa para os soros controle, uma placa de retitulacao viral e
outra de controle de doses virais. O calculo do titulo viral foi realizado segundo
o método de Spearman-Karber (FINNEY, 1964).
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4.9.6 Validagao dareacgao

A verificagao dos itens abaixo se fez necessaria para a validagcao dos

testes de virusneutralizacao realizados:

Controle de célula para certificar a auséncia de alteragdes

morfoldgicas;

Analise da placa de retitulacdo (REED; MUENCH, 1938) para a
confirmacao do titulo viral da estirpe utilizada e das doses infectantes
obtidas na prova, que devem situar-se entre 20 a 400 TCIDs0/100uL,

de acordo com o virus (OIE, 2013);

Os titulos de anticorpos dos soros controle C+++, C++ e C+ que
devem manter-se iguais ao previamente conhecido, nao

apresentando variagdes maiores ou menores que 0,3 log;

As amostras reagentes no teste qualitativo que serdo submetidas ao

teste quantitativo, para obtencao do titulo de anticorpos;

Amostras de soro com titulos iguais ou superiores aos recomendados

pela OIE que serao consideradas reagentes;

Quando os parametros de controle nao fossem atendidos os
resultados do respectivo ensaio foram descartados e os soros

retestados.

410 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise estatistica dos resultados foram utilizados os testes do
Qui-quadrado e Exato de Fisher (SNEDECOR; COHRAN, 1980). Os dados

obtidos neste estudo foram expressos por meio da prevaléncia de ocorréncia

de bovinos portadores de anticorpos contra os virus pesquisados. O nivel de

significancia foi fixado em 5%.
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Ap0ds os dados estarem tabulados, as variaveis foram analisadas por meio
da regressao logistica. Dentre os resultados obtidos desta analise observa-se o
Odds ratio (OR), que é definido como a razdo entre a chance de um evento
ocorrer em um grupo e a chance de ocorrer em outro grupo. De acordo com
Hair et al. (2009), este tipo de analise explica as variaveis que sdo qualitativas
(ou categoricas) e tem a vantagem de ser menos afetadas, quando a variavel
em estudo ndo esta com distribuicdo normal. O modelo de regresséao logistica
analisa um conjunto de variaveis independentes quantitativas (ou nao
categdrica), para tentar prever uma variavel dependente categorica (PEREIRA
et al., 2011). Neste trabalho, a ocorréncia de bovinos sororreagentes ou ndo ao
teste diagndstico foi classificada como uma variavel dependente, do tipo
dicotbmica (0 — negativos/1 — positivos) e as demais variaveis foram
classificadas como variaveis quantitativas explicativas. Ao final do ajuste, foi
calculada a sensibilidade (proporgéo de verdadeiros positivos) e especificidade
(proporgéo de verdadeiros negativos) que foram demonstrados por meio da

curva ROC (Receiver Operator Characteristic Curve).

Somente os dados que apresentaram diferenga significativa (p<0,05) para
andlise univariada para cada virus estudado foi incluido posteriormente na
analise de regressao logistica e consequentemente expostos nos resultados e

na discussao.
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5 RESULTADOS

5.1 PREVALENCIA DOS AGENTES VIRAIS RESPIRATORIOS
ENCONTRADOS EM BOVINOS DA RACA HOLANDESA VARIEDADE
PRETA E BRANCA CRIADOS NO ESTADO DO PARANA

A prevaléncia de animais reagentes nas 714 amostras de soro bovino da
raca HPB colhidas em propriedades leiteiras do estado do Parana foi de 93,5%
para o BRSV (668/714), de 80,4% para o bPIV-3 (574/714) , de 35,8% para o
BVDV (256/714) e de 22,3% (159/714) para BoHV-1 (TABELA 5).

TABELA 5 - Resultado da virusneutralizacdo para os virus respiratorios
Herpesvirus Bovino 1, Virus da Diarreia Viral Bovina, Virus da Parainfluenza
Bovina Tipo 3, Virus Respiratério Sincicial Bovino em bovinos da raga
Holandesa variedade Preta e Branca, ndo vacinados e criados no Estado do

Parana, utilizando o método de diagndstico de virusneutralizagao.

. VIRUSNEUTRALIZAGAO SOROPREVALENCIA
VIRUS n

+ - %
BoHV-1 714 159 5565 22,3
BVDV 714 256 458 35,8
bPIV-3 714 574 140 80,4
BRSV 714 668 46 93,5

n= NUmero de animais amostrados

5.2 PREVALENCIA DOS CASOS ISOLADOS E DE COINFECGAO
ENTRE OS AGENTES VIRAIS RESPIRATORIOS ESTUDADOS

Dentre as possibilidades de coinfeccdo dos agentes virais respiratorios
estudados (BoHV-1, BVDV, bPIV-3 e BRSV) foi detectado que a maior
prevaléncia de coinfeccdo ocorreu na associagao dos virus bPIV-3 e BRSV
observada em 37,1% (265/714), seguida da associagao dos virus BVDV, bPIV-
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3 e BRSV presente em 19,5% (139/714) das amostras, e a associagao dos
quatros virus estudados, sendo esta observada em 13,4% (96/714) das
amostras. Ocorreram também outras associagoes de virus, porém todas com

frequéncia menor que 10% das amostras.

O agente viral que ocorreu de forma isolada com maior prevaléncia foi o
BRSV, com 13,3% (95/714) das amostras positivas. A prevaléncia de animais
que ndo se apresentaram soropositivos para nenhum virus estudado foi de
2,4% (17/714) e, a prevaléncia de bovinos sororreagentes a pelo menos um
dos virus respiratérios estudados foi de 97,6% (697/714). Os dados relativos as
coinfecgdes e as prevaléncias de amostras positivas para vius respiratérios

analisadas encontram-se resumidas na Tabela 6.

A partir dos dados existentes na Tabela 6 observou-se que a
probabilidade de ocorrer infecgdo isolada por BRSV é 4 vezes maior que a
probabilidade de ocorrer infecgcado isolada pelo bPIV-3, 47 vezes maior de
ocorrer a infeccao isolada por BVDV e por fim 95 vezes maior que ocorrer

infeccao isolada por BoHV-1.
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TABELA 6 - Distribuicdo dos casos isolados e de coinfecgao entre os quatros

virus respiratérios nas amostras de soro analisadas de bovinos da racga

Holandesa variedade Preta e Branca, nao vacinados criados no Parana,

utilizando o método de diagndstico de virusneutralizagao.

Infecgédo

Numero de Amostras

Porcentagem (%)

BoHV-1 + BVDV + DbPIV-3 +

BRSV 96 13,4
BoHV-1 + BVDV + bPIV-3 2 0,3
BoHV-1 + bPIV-3+ BRSV 47 6,6

BVDV + bPIV-3 + BRSV 139 19,5
BoHV-1 + BRSV 14 1,9
BVDV + bPIV-3 5 0,7
BVDV + BRSV 12 1,7
bPIV-3 + BRSV 265 37,1

Unico Agente 117 16,4
BoHV-1 0 0,0
BVDV 2 0,3
bPIV-3 20 2,8
BRSV 95 13,3
Ausente 17 2,4
Total 714 100,0

5.3 PREVALENCIA DOS AGENTES VIRAIS RESPIRATORIOS
CONFORME AS PROPRIEDADES ESTUDADAS

Das propriedades estudadas 100%, 96,1%, 88,5% e 65,3% apresentaram
animais positivos para BRSV, bPIV-3, BVDV e BoHV-1, respectivamente. Os
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dados relativos a soroprevaléncia dos virus respiratorios nas propriedades

estudadas encontram-se resumidos na Tabela 7.

TABELA 7 - Resultado de soropositividade dos virus respiratorios estudados
em propriedades leiteiras da raga Holandesa variedade Preta e Branca, criados

no estado do Parana, utilizando o método de diagndstico de virusneutralizagao.

Prevaléncia dos

VIRUS pxgyiii gzs Vir::sneutralizaf;éo re bi}: hos
BoHV-1 26 17 9 65,3

BVDV 26 23 3 88,5
bPIV-3 26 25 1 96,1

BRSV 26 26 0 100,0

5.4 PREVALENCIA DOS AGENTES VIRAIS RESPIRATORIOS
ESTUDADOS NAS PRINCIPAIS REGIOES PRODUTORAS DE LEITE DO
ESTADO (SUDOESTE, OESTE, CENTRO ORIENTAL) E DEMAIS REGIOES
E A ASSOCIAGAO DE BOVINOS SORORREAGENTES AOS QUATRO
ViRUS PESQUISADOS

Houve relagcdo significativa (p<0,05) entre a existéncia de bovinos
sororreagentes aos virus BoHV-1, BVDV e BRSV e as regides estudadas e néo
houve diferenga significativa (p>0,05) para o bPIV-3. Os virus BoHV-1 e BRSV
foram mais frequentes na regido Oeste, com 56,06% (37/66) e 98,48% (65/66),
respectivamente. O BVDV e bPIV-3 apresentaram maior prevaléncia na regiao
Centro Oriental, com 47,41% (156/329) e 82,07% (270/329), respectivamente
(Tabela 8).
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TABELA 8 — Prevaléncia de bovinos da raga Holandesa variedade Preta e
Branca sororreagentes aos quatro virus respiratérios estudados conforme as

regides do estado do Parana estudadas.

Regibes N BoHV-1(%)° BVDV (%)” bPIV-3 (%)° BRSV (%)°
Sudoeste 102 21 (20,6)° 23 (22,5)° 82 (80,4)d 91 (89,2)°
Oeste 66 37 (56,1)° 24 (36,4)° 53 (80,3)d 65 (98,5)°
Centro c c c
Oriental 329 59 (17,9) 156 (47,4) 270 (82,7)d 316 (96,0)
Demais c c d c
Regides 217 42 (19,4) 53 (24,4) 169 (77,9) 196 (90,4)

®Numero de animais positivos e prevaléncia (Titulos 22) baseado nas variaveis
estudadas;

®NUmero de animais positivos e prevaléncia (Titulos =10) baseado nas variaveis
estudadas;

“Valor de p <0,05 pelo Teste Qui-quadrado;

%Valor de p >0,05 pelo Teste Qui-quadrado.

5.5 HERPESVIRUS BOVINO 1

5.5.1 Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BoHV-1

conforme a faixa etaria dos animais

Houve diferencga significativa entre as faixas etarias estudadas, sendo que
0 numero de animais soropositivos aumentou conforme a idade dos animais
avancou. A maior prevaléncia de animais soropositivos foi observada entre os
bovinos de mais de 48 meses (35,78%), seguida dos animais da faixa etaria de

25 a 48 meses (20,52%) e dos bovinos com idade de sete a 24 meses (7,53%).
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TABELA 9 - Prevaléncia de bovinos da raga Holandesa variedade Preta e

Branca soropositivos para Herpesvirus Bovino 1, conforme a faixa etaria

estudada.
Faixa etdria (meses) N’ de N° de soropositivos Prevaléncia
animais (%)
7a24 239 18 7.53°
25a48 190 39 20,52°
>48 285 102 35,78°

Variaveis seguidas de letras distintas s&o estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado (p<0,05)

5.5.2 Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BoHV-1

conforme o manejo

Com relacao aos fatores de risco associados ao manejo, houve diferenca
significativa (p<0,05) entre a utilizagdo ou ndo de monta natural, reutilizagcao de
luvas de palpacdo e compartiihamento de pasto com vizinhos e animais
sororreagentes ao BoHV-1. Nas propriedades que utilizavam monta natural
como forma de cobertura, os bovinos apresentaram prevaléncia de 25,29%
(128/528). Quanto a reutilizagdo de luvas de palpagédo, a prevaléncia de
animais soropositivos foi de 26,37% (154/584) e, nas propriedades cujos
bovinos compartilhavam pasto, a prevaléncia de animais soropositivos foi de
31,01% (58/187).
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TABELA 10 - Prevaléncia de bovinos da raga Holandesa variedade Preta e
Branca soropositivos para Herpesvirus Bovino 1 conforme os tipo de manejos:
monta natural, reutilizagao luva de palpacédo e compartiihamento de pasto com

vizinhos.

Animais Soropositivos

Manejo N° de animais
Ndamero Prevaléncia (%)
Sim 508 128 25,29°
Monta natural
N3o 206 31 15,05°
Si 584 154 26,37°
Reutilizagao de m
| | a
uvade palpagdo . 130 5 3,84
Compartilhamento Sim 187 58 31,01°
de pasto com
vizinhos N&o 527 101 19,16°

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Exato de Fisher
(p<0,05)

5.5.3 Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BoHV-1
conforme as caracteristicas das propriedades e a movimentagao de

animais

Observou-se relagao significativa entre os bovinos sororreagentes e o
numero total de animais da propriedade, a area total em hectares, a lotagdo e o

percentual de entrada dos animais, conforme dados resumidos na Tabela 10.

Com relacdo ao numero total de animais de cada propriedade, observou-
se neste estudo maior prevaléncia de animais soropositivos, quando nas
propriedades a quantidade de animais era maior que 100 bovinos (31,98% -
55/172).

Considerando a area das propriedades estudadas em hectares, observou-
se que a prevaléncia de animais soropositivos diminuiu conforme aumentava o
tamanho da propriedade, sendo maior em propriedades com area menor ou
igual a 25 hectares (39,21% - 81/206) e, menor, em propriedades com area
superior a 50 hectares (1,96% - 2/102).

Quanto a lotacdo de animais por hectare, os resultados deste estudo

demonstraram que, quanto maior a quantidade de bovinos por hectare, maior a
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prevaléncia de animais positivos para BoHV-1, com prevaléncias mais
elevadas em propriedades com lotagdo maior que trés animais por hectare
(58,14% - 132/227) e, diminuidas, em propriedades com trés bovinos por
hectare (31,39% - 27/86). Nenhum animal soropositivo foi encontrado em
propriedades com lotac&o inferior ou igual a dois animais por hectare (0,00% -
0/300).

Neste estudo, ao avaliar o percentual de entrada de bovinos na
propriedade observou-se que quando este era maior do que 10% dos animais,
a prevaléncia de bovinos sororreagentes era maior, chegando a 34,69%
(68/198).

TABELA 11 - Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao Herpesvirus Bovino 1

conforme as caracteristicas das propriedades e a movimentagao de animais.

N° de N° de animais Prevaléncia

Varidveis animais Sororreagentes (%)
<50 83 22 26,517
Numero de animais na 513100 459 82 17 86°
propriedade '
>100 172 55 31,98°
<25 206 81 39,32°
Area da propriedade 26 a 50 047 76 30 76°
(hectares) ’
>50 102 2 1,96°
<2 300 0 0,00°
Lotacdo de animais 3 86 27 31,39°
por hectare
>3 227 132 58,14°
<5% 360 88 24,44°
Percentual de entrada o b
de animais 6% a 10% 158 3 1,89
>10% 196 68 34,69°

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado
(p<0,05)
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5.5.4 Modelo de regressao logistica para o BoHV-1

Foi possivel verificar que o modelo ajustado foi considerado significativo
(r’=0,582; AIC = 441,093; p<0,0001), sendo que as variaveis analisadas foram:
numero de animais, area da propriedade, lotagao, idade, percentual de entrada

de animais e reutilizagao de luva de palpagao (Tabela 12).

A partir deste modelo, verificou-se que na variavel numero de animais
existentes nos rebanhos, as propriedades com maior que 50 e menor ou igual a
100 animais apresentaram um carater protetor a disseminagdo do virus
(OR=0,243; 1C95% 0,116 — 0,507).

Bovinos pertencentes as propriedades com areas entre 26 a 50 hectares
apresentaram 11 vezes mais chances de ser infectados pelo Herpes Virus
Bovino Tipo 1, quando comparados com os bovinos pertencentes a
propriedades com areas maiores que 50 hectares (OR=11,328; 1C95% 2,482 —
51,697).

Quanto a lotagéo verificou-se que, em propriedades onde a lotagéo de
bovinos por hectare era maior que trés bovinos, os animais apresentaram
1,026 chances de estarem infectados, do que em propriedades onde a lotacéo
era menor ou igual a dois bovinos por hectare (OR=1,026; 1C95% 0,370 —
2,847).

Com relacdo a variavel idade dos animais notou-se que 0s animais
classificados com idade maior que 48 meses apresentaram 15 vezes mais
chances de estarem infectados do que os animais mais jovens (OR=15,012;
IC95% 7,500 — 30,051).

Considerando-se o percentual de entrada de animais nas propriedades,
constatou-se que em rebanhos onde a entrada era maior que 10% de bovinos
houve 52,52 vezes mais risco de ocorrer a infeccado pelos virus do que em
propriedades com entradas seis a 10% de animais (OR=52,520; 1C95% 13,269
—207,876).

Por fim, com relagdo a variavel reutilizacdo da luva de palpacao, as

propriedades onde esse manejo nao era empregado apresentaram um fator
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protetor para a disseminacéo viral entre os animais de OR=0,123 (IC95% 0,041

—0,369).

TABELA 12 - Coeficientes (valor) e Odds ratio (OR) e respectivos intervalos de

confianga para o modelo de regressao logistica para o Herpesvirus Bovino 1.

Erro

HE4 H 12 0,
Variaveis Valor Padrio Pr > Qui OR (IC95%)
Intercepto -8,498 1,166 < 0,0001
>100 0,000 0,000
Numero de
animais da 51a 100 -1,417 0,377 0,000 0,243 (0,116 — 0,507)
propriedade
<50 -0,508 0,578 0,380 0,602 (0,194 — 1,869)
0,000 0,000
. >50 ’ ’
Area da
propriedade 1,340 0,979 0,171 3,819 (0,560 — 26,037)
<25
(hectare)
26 a 50 2,427 0,775 0,002 11,328 (2,482 — 51,697)
<2 0,000 0,000
Lotagcdo de
animais por 3 -4,792 1,124 < 0,0001 0,008 (0,001 —0,075)
hectare
>3 0,026 0,521 0,961 1,026 (0,370 — 2,847)
7a24 0,000 0,000
Idade
25a48 2,045 0,394 < 0,0001 7,729 (3,568 — 16,743)
(meses)
>48 2,709 0,354 < 0,0001 15,012 (7,500 -30,051)
6% a 10% 0,000 0,000
Percentual
de entrada >10% 3,961 0,702 <0,0001 52,520 (13,269-207,876)
de animais
<5% 2,543 0,701 0,000 12,713 (3,218 — 50,227)
Reutilizagdo Sim 0,000 0,000
luva de
palpagao Nao -2,098 0,562 0,000 0,123 (0,041 — 0,369)

Por meio da elaboracdo da Receiver Operator Characteristic Curve

(ROC), verificou-se que a explicabilidade do modelo é de 92,0%, sendo sua
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especificidade equivalente a 92,43% (percentual de acerto do diagndstico
negativo, ou seja, o verdadeiro negativo), e sua sensibilidade equivalente a
69,18% (percentual de acerto do diagnostico positivo, ou seja, o verdadeiro

positivo) (Figura 4).

Curva ROC (AUC=0,920)
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FIGURA 4 - Curva ROC demonstrativa da especificidade e sensibilidade do

modelo de regressao logistica elaborado para o Herpesvirus Bovino 1.

5.6 VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

5.6.1 Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV

conforme os sistemas de producao

Com relacao ao sistema de producdo utilizado em cada propriedade
observou-se que bovinos criados em sistema intensivo apresentaram maior
prevaléncia de BVDV (84,15%) que animais que foram criados em sistema
semi-intensivo (30,00%) e extensivo (15,11%) (Tabela13).
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TABELA 13 - Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao Virus da Diarreia

Viral Bovina conforme os sistemas de producéao

Sistema de Produgéo arI;’;mieis N° de soropositivos Prevaléncia (%)
Extensivo 86 13 15,11°
Semi-Intensivo 527 158 30,00°
Intensivo 101 85 84,15°

Variaveis seguidas de letras distintas sédo estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado (p<0,05)

5.6.2 Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV

conforme a idade dos bovinos estudados

Houve maior prevaléncia de animais positivos ao teste de VN entre os

animais pertencentes a faixa etaria 25 a 48 meses de idade (41,05% - 78/190).

TABELA 14 - Prevaléncia dos bovinos sorroreagentes ao Virus da Diarreia

Bovina conforme a faixa etaria dos bovinos estudados

Faixa etaria (meses) arI;l;mdaeis N° de soropositivos Pr ev?;sncia
7a24 239 67 28,03
25a48 190 78 41,05
>438 285 111 38,94°

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado (p<0,05)

5.6.3 Prevaléncia de bovinos reagentes ao BVDV conforme

0 manejo

Nesse estudo observou-se que a pratica de realizagdo de inseminagao
artificial apresentou prevaléncia de 37,29% (247/664) de animais soropositivos,
enquanto que o habito da reutilizacdo de luvas de palpagao a prevaléncia foi de
42,16% (248/584) para o virus estudado. Nas propriedades onde os animais
tem como manejo o compartiihamento de pasto com vizinhos, os bovinos

apresentaram prevaléncia de positividade de 43,31% (81/187) (Tabela 15).
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TABELA 15 - Prevaléncia de bovinos reagentes ao Virus da Diarreia Viral

Bovina conforme o manejo.

Tino de Maneio N° de N° de animais Prevaléncia
P / animais Sororreagentes (%)
Sim 664 247 37,29°
Inseminacgao artificial

N&o 50 9 18,00°
Reutilizagado de luva de Sim 584 248 42,46°
palpagao N30 130 8 6,15°
H a

Compartilhamento de Sim 187 81 43,31
pasto com vizinhos N3o 527 175 33 20P

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Exato de Fisher
(p<0,05)

5.6.4 Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV
conforme as caracteristicas das propriedades e a movimentagdao de

animais

O estudo detectou que a prevaléncia de bovinos sororreagentes ao BVDV
foi mais elevada nas propriedades com maior numero de animais, sendo
72,09% (172/124) a maior prevaléncia observada em propriedades mais de 100

animais (Tabela 16).

Com relacdo a area da propriedade, foi observado que propriedades
com mais de 50 hectares apresentaram prevaléncia de positivos de 63,57%
(89/104), seguidas de propriedades com menor ou igual a 25 hectares e de 26
a 50 hectares, com prevaléncias de 31,36% (90/287) e 23,62% (77/323),

respectivamente (Tabela 16).

Considerando o percentual de entrada de animais na propriedade, os
resultados desse estudo demonstraram que quanto maior o percentual de
entrada, maior a frequéncia de animais positivos para BVDV, com prevaléncias
mais elevadas em propriedades com percentual de entrada maior que 10%
(56,12% - 110/196) e menores, em propriedades com percentual de entrada de
menor ou igual a 5% (99/360 — 25%). Fato semelhante aconteceu com o
percentual de saida dos animais da propriedade, sendo observado que a

prevaléncia de bovinos soropositivos se elevou conforme aumentava o
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percentual de saida de animais da propriedade, dados que se encontram

resumidos na Tabela 16.

TABELA 16 - Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao Virus da Diarreia
Viral Bovina conforme as caracteristicas das propriedades e a movimentacgao

de animais.

Varidveis N° de N° de animais Prevaléncia

animais Sororreagentes (%)
<50 83 17 20,48°
Numero de animais da b
propriedade 51 a 100 459 115 25,05
>100 172 124 72,09°
<25 287 90 31,36°
Area da propriedade b
(hectares) 26 a 50 323 77 23,62
>50 104 89 63,57°
<5% 360 99 25,00%"°
Percentual de entrada b
de animais 6% a 10% 158 47 29,75%
>10% 196 110 56,12°
<5% 63 5 7,93°
Percentual de saida de _, o b
animais 6% a 10% 74 19 25,67
>10% 577 232 40,20°

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado
(p<0,05)

5.6.5 Modelo de regressao logistica para o BVDV

Foi possivel verificar que o modelo ajustado foi considerado significativo
(*=0,532; AIC = 617,362; p<0,0001), sendo que as variaveis analisadas foram:
regiao, sistema producdo, numero de animais, area da propriedade, idade dos
animais estudados, percentual de entrada e saida de animais, reutilizacdo de

luva de palpagao e compartilhamento de pasto com vizinhos (Tabela 17).
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A partir deste modelo verificou-se que a regido Sudoeste apresenta 52
vezes mais chances de possuir bovinos infectados pelo Virus da Diarreia
Bovina a Virus do que as outras regides envolvidas no estudo (OR=52,388;
IC95% 4,629 — 5892,873). O sistema de producdo semi-intensivo apresentou
1,33 mais chances de possuir animais infectados quando comparado ao
sistema de produgéo intensivo (OR=1,333; 1C95% 0,261 — 6,815). Sobre o
numero de animais, os pertencentes a propriedades com total igual ou menor
que 50 bovinos apresentam 16,682 vezes mais chances de serem
soropositivos para o BVDV, quando comparado aos bovinos de propriedades
com total superior a 100 animais (OR=16,682; IC95% 3,218 — 86,481).

Propriedades com area igual ou menor que a 25 hectares e entre 26 e 50
hectares apresentaram um carater protetor, apresentando OR igual a 0,007 e
0,009, respectivamente. Com relacédo a idade dos animais, verificou-se que os
bovinos com idade superior a 48 meses apresentaram 4,407 vezes mais risco
de estarem infectados com o virus BVDV do que os animais mais jovens
(OR=4,407; IC95% 2,456 — 7,906). Quanto ao percentual de entrada de
animais nas propriedades, verificou-se que em rebanhos onde o percentual era
superior a 10%, os bovinos apresentaram 17,56 vezes mais risco de exposi¢ao
ao virus (OR=17,56; IC95% 7,613 — 40,506). Ja para o percentual de saida de
bovinos das propriedades, verificou-se que em rebanhos com percentual de
saida de 6% a 10% de animais o risco de exposi¢cao dos animais ao BVDV era
5,266 vezes maior (OR=5,266; IC95% 1,131 — 24,507).

Sobre a reutilizagdo da luva de palpacédo, as propriedades onde esse
manejo nao era empregado apresentavam um fator de protecdo de OR=0,107
(1C95% 0,034 — 0,334).

Por fim, com relacdo ao compartilhamento de pastos com os vizinhos, os
animais de propriedades que mantinham esse tipo de manejo apresentaram

9,148 vezes mais risco de estarem infectados com o BVDV.
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TABELA 17 - Coeficientes (valor) e Odds Ratio (OR) e respectivos intervalos

de confianga para o modelo de regresséo logistica para o BVDV

Erro

4 i 12 0,
Variaveis Valor Padrio Pr > Qui OR (IC95%)
Intercepto 0,333 0,379 0,379
Centro 4600 0,000
Oriental
Regides do Oeste -1,140 0,691 0,099 0,320 (0,083 - 1,240)
Estado do Parana gem.?'s 1979 0437  <0,0001 0,138 (0,059 - 0,325)
egides
Sudoeste 3,959 1,238 0,001 52,388(4,629 - 592,873)
Intensivo 0,000 0,000
Sistema de Semi- 0288 0832 0730  1,333(0,261-6,815)
produgao intensivo
Extensivo -5,809 1,523 0,000 0,003 (0,000 - 0,059)
>100 0,000 0,000
Numero de
animais da 51a 100 2,069 0,763 0,007 7,915 (1,776 - 35,280)
propriedade
<50 2,814 0,840 0,001 16,682 (3,218 -86,481)
. >50 0,000 0,000
Area da
propriedade <25 -4,947 0,981 < 0,0001 0,007 (0,001 —0,049)
(hectares)
26 a 50 -4,745 0,661 < 0,0001 0,009 ( 0,002 - 0,032)
7a<24 0,000 0,000
Idade (meses) 25a48 1,145 0,319 0,000 3,144 (1,684 - 5,869)
>48 1,483 0,298 < 0,0001 4,407 (2,456 — 7,906)
6% a10% 0,000 0,000
Percentual de
entrada de >10% 2,866 0,426 <0,0001 17,560 (7,613 - 40,506)
animais
<5% 0,064 0,618 0,917 1,066 (0,317 — 3,583)
>10% 0,000 0,000
Percentual de
saida de animais 6% a10% 1,661 0,785 0,034 5,266 (1,131 — 24,507)
<5% -1,783 0,865 0,039 0,168 (3,751 — 22,310)
Reutilizagdo luva M 0,000 0,000
de palpagao Nao 2,237 0,583 0,000 0,107 (0,034 — 0,334)
Compartilhamento N3o 0,000 0,000
de pasto com
vizinhos Sim 2,214 0,455 < 0,0001 9,148 (3,751 — 22,310)
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Por meio da elaboracao da curva ROC, verificou-se que a explicabilidade
e aceitagdo do modelo € de 88,9%, sendo sua especificidade equivalente a
91,27% (percentual de acerto do diagndstico negativo, ou seja, o verdadeiro
negativo), e sua sensibilidade equivalente a 64,45% (percentual de acerto do

diagndstico positivo, ou seja, o verdadeiro positivo) (Figura 5).

Curva ROC (AUC=0,889)
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FIGURA 5 - Curva ROC demonstrativa da especificidade e sensibilidade do

modelo de regressao logistica elaborado para o Virus da Diarreia Viral Bovina.

5.7 VIRUS DA PARAINFLUENZA BOVINA TIPO 3

5.7.1. Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao bPIV-3

conforme a idade dos animais

Observou-se relagao significativa entre os bovinos sororreagentes e a
idade dos animais estudados, pois quanto mais velhos os animais, maior a
prevaléncia de bovinos positivos ao virus bPIV-3. Animais com idade entre sete

a 24 meses apresentaram prevaléncia de 67,78% (162/239), bovinos de 25 a
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48 meses de 82,63% (157/190) e animais com mais de 48 meses de 89,47%

(255/285) (Tabela 18).

TABELA 18 - Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao Virus da

Parainfluenza Bovina Tipo 3 conforme a faixa etaria dos animais.

, - N° de " Prevaléncia
Faixa etdria (meses) animais N° de soropositivos (%)
7 a24 239 162 67,78°
25 2 48 190 157 82,63
>48 285 255 89,47°

Variaveis seguidas de letras distintas sédo estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado (p<0,05)

5.7.2 Prevaléncias de bovinos sororreagentes ao bPIV-3

conforme o manejo das propriedades

Dentre os fatores estudados, relacionados com manejo da propriedade, o
unico que apresentou diferenga significativa foi o compartiihamento de pasto
com vizinhos, sendo que nas propriedades onde os animais eram submetidos a
esse manejo, os bovinos apresentaram prevaléncia de soropositividade de
88,23% (165/187) para o bPIV-3 (Tabela 19).

TABELA 19 - Prevaléncias de bovinos sororreagentes ao Virus da
Parainfluenza Bovina Tipo 3 conforme o manejo de compartilhamento de pasto

com vizinhos.

Tino de Maneio N° de N° de animais Prevaléncia
P / animais Sororreagentes (%)
. Sim 187 165 88,23°
Compartilhamento de
pasto com vizinhos Nzo 527 409 77,60°

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Exato de Fisher
(p<0,05)
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5.7.3 Prevaléncia de bovinos sororreagentes ao bPIV-3
conforme as caracteristicas das propriedades e a movimentacao de

animais

Ocorreu diferenga significativa entre os resultados da sorologiapara o
bPIV-3 levando-se em consideragcdo o numero total de area da propriedade, a
area da propriedade, a lotacdo e o percentual de saida bovinos das
propriedades com a prevaléncia de bovinos sororreagentes para bPIV-3
(TABELA 20).

Houve aumento da prevaléncia de bovinos sororreagentes para o bPIV-3
conforme aumentou o numero total de animais das propriedades estudadas,
com prevaléncias de 73,49% (61/86), 76,25% (350/459) e 94,76% (163/172),
para propriedades com até 50 animais, entre 51 e 100 e com mais de 100

bovinos, respectivamente.

Com relacdo ao tamanho das areas das propriedades estudadas,
observou-se maior prevaléncia de bovinos soropositivos (90,36% - 94/104) em

propriedades com areas maiores que 50 hectares.

Ao analisar a lotacdo de bovinos por hectare percebeu-se que a maior
prevaléncia de bovinos soropositivos ocorreu em propriedades onde a lotagao
era de 3 animais por hectare (89,53% - 86/77).

Quando o percentual de saida dos animais da propriedade esteve entre
6% a 10%, a prevaléncia de animais positivos ao teste diagndstico foi de

89,19% (66/74), sendo esta a mais elevada entre os animais estudados.
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TABELA 20 - Prevaléncia de bovinos sororreagentes ao Virus da
Parainfluenza Bovina Tipo 3 conforme as caracteristicas das propriedades e a

movimentagédo de animais.

Varidveis N° de N° de animais Prevaléncia

animais Sororreagentes (%)

<50 83 61 73,49°
Nt]me_ro de animais da 51a 100 459 350 76,25b
propriedade

>100 172 163 94,76°

<25 287 236 82,23°
Area da propriedade 26 a 50 323 244 75,54°
(hectares)

>50 104 94 90,38°

<2 300 221 73,22°

Lotagao de v
o 3 86 77 89,53

animais por hectare

>3 227 180 79,29°

<5% 63 35 55,55°
Pe_rcer_1tua| de saida de 6% a 10% 74 66 89,19b
animais

>10% 577 473 81,97°

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado
(p<0,05)

5.7.4 Modelo de regressao logistica para o bPIV-3

Foi possivel verificar que o modelo ajustado foi considerado significativo
(r2=0,278; AIC = 591,753; p<0,0001), sendo que as variaveis estudadas foram:
numero de animais, area da propriedade, lotagao, idade e percentual de saida

de animais (Tabela 21).

A partir deste modelo, verificou-se que as propriedades com numero de
animais igual ou menor a 50 e entre 51 e 100 apresentaram carater protetor
para a disseminacao do virus, OR igual a 0,137 e 0,384, respectivamente.

Bovinos de propriedades com area menor ou igual a 25 hectares

apresentaram 1,419 vezes mais chances de possuir bovinos infectados pelo
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Virus da Parainfluenza Bovina tipo 3, quando comparados com propriedades
de area maior que 50 hectares (OR=1,419; IC95% 0,517 — 3,893).

Sobre a idade dos animais, constatou-se que os bovinos com idade maior
que 48 meses apresentaram 5,530 vezes mais chances de estarem infectados,
do que os animais mais jovens (OR=5,530; IC95% 3,172 — 9,639).

Quanto a lotacdo, notou-se que nas propriedades com trés bovinos por
hectare, os animais apresentaram 8,874 mais chances de estarem infectados,
do que em propriedades com lotagado menor ou igual a dois bovinos por hectare
(OR=8,874; 1C95% 2,858— 27,554).

Considerando percentual de saida de animais das propriedades,
observou-se que em rebanhos com taxas iguais ou inferiores a 5 % e entre 6%
e 10%, apresentaram carater protetor a disseminacgao viral, OR igual a 0,070 e

0,117, respectivamente.

TABELA 21 - Coeficientes (valor) e Odds Ratio (OR) e respectivos intervalos
de confianga para o modelo de regressdo logistica para o Virus da

Parainfluenza Bovina Tipo 3.

Erro
Varidveis Valor Pr > Qui? OR (I1C95%)
Padrao
Intercepto 2,525 0,461 < 0,0001
>100 0,000 0,000
Numero de
animais da 51a100 -0,958 0,407 0,018 0,384 (0,173- 0,851)
propriedade <50 1,991 0,504 <0,0001 0,137 (0,051-0,367)
] >50 0,000 0,000
Area da
propriedade <25 0,350 0,515 0,497 1,419 (0,517 - 3,893)
(hectares) 26a50  -1,360 0,384 0,000 0,257 (0,121 - 0,545)
7a24 0,000 0,000
Idade (meses) 25a 48 0,843 0,265 0,001 2,323 (2,858 - 27,554)
>48 1,710 0,284 <0,0001 5,530 (3,172 - 9,639)
<2 0,000 0,000
Lotacao de
animais por 3 2183 0,578 0,000 8,874 (2,858 — 27,554)
hectare >3 -0,540 0,339 0,111 0,583 (0,300 — 1,132)
>10% 0,000 0,000
Percentual de 6%a10% -1,107 0,529 0,036 0,331 (0,117 — 0,932)

saida de animais

<5% -2,661 0,460 < 0,0001 0,070 (0,028 — 0,172)
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Por meio da elaboracao da curva ROC, verificou-se que a explicabilidade
e aceitagdo do modelo € de 79,9%, sendo sua especificidade equivalente a
12,14% (percentual de acerto do diagnostico negativo, ou seja, o verdadeiro
negativo), e sua sensibilidade equivalente a 98,61 % (percentual de acerto do

diagndstico positivo, ou seja, o verdadeiro positivo) (Figura 6).

Curva ROC (AUC=0,799)
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FIGURA 6 - Curva ROC demonstrativa da especificidade e sensibilidade do
modelo de regressao logistica elaborado para o Virus da Parainfluenza Bovina
Tipo 3.

5.8 VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL BOVINO

5.8.1 Prevaléncia de bovinos sororreagentes ao BRSV

conforme os sistemas de producao

Com relagao ao sistema de produgao, observou-se maior soroprevaléncia
nos animais criados em sistema intensivo (99,01% - 100/101), quando
comparado aos bovinos criados nos sistemas extensivo (88,37% - 76/86) e
semi-intensivo (93,36% - 492/527) (Tabela 22).
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TABELA 22 - Prevaléncia de bovinos sororreagentes ao Virus Respiratério

Sincicial Bovino conforme os sistemas de producéo.

Sistema de Produgao arI;’;mieis N° de soropositivos Prevaléncia (%)
Extensivo 86 76 88,37%"
Semi-Intensivo 527 492 93,36%"
Intensivo 101 100 99,01%°

Variaveis seguidas de letras distintas séo estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado (p<0,05)

5.8.2 Prevaléncia de bovinos sororreagentes ao BRSV

conforme a caracteristica da propriedade

Houve relacao significativa entre a existéncia de bovinos sororreagentes
ao BRSV e o tamanho das areas das propriedades estudadas. Observou-se
que quanto maior a area da propriedade estudada maior a prevaléncia de
animais soropositivos, chegando a uma prevaléncia de 99,03% de bovinos
positivos em propriedades com area superior a 50 hectares. Vale ressaltar que,
mesmo em propriedades com area igual ou menor 50 hectares, a prevaléncia

de animais positivos foi maior que 90% (Tabela 23).

TABELA 23 - Prevaléncia de bovinos sororreagentes ao Virus Respiratério

Sincicial Bovino conforme a area da propriedade em hectares

Area da propriedade N° de — —
(hectares) animais N° de soropositivos  Prevaléncia (%)

<25 287 263 91,63

26a 50 323 305 554"

>50 104 103 99,03°

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Qui — quadrado (p<0,05)

5.8.3 Modelo de regressao logistica para o BRSV

Foi possivel verificar que o modelo ajustado foi considerado significativo
(r’=0,050; AIC = 335,601; p<0,0001), sendo que a varidvel utilizada como
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modelo foi a regido do estado do Parana onde se encontravam as propriedades
estudadas (TABELA 24).

A partir deste modelo verificou-se que a regido Oeste apresentou 2,674
vezes mais chances de ter bovinos infectados pelo Virus Respiratério Sincicial
Bovino do que as outras regides envolvidas no estudo (OR=2,676; 1C95%
0,344 — 20,801).

TABELA 24 - Coeficientes (valor) e Odds Ratio (OR) e respectivos intervalos

de confianga para o modelo de regressao logistica para o BRSV

Erro
Varidveis Valor Pr > Qui? OR (I1C95%)
Padréao
Intercepto 3,191 0,283 < 0,0001
Centro Oriental 0,000 0,000
Regides do "0 0.984 1,047 0347 5.674 (0.344 —20.801)
Estado do : o
Demais Regides -0,957 0,364 0,009 0,384 (0,188 — 0,784)
Parana Sudoeste -1,078 0,427 0,012 0,340 (0,147 — 0,785)

Por meio da elaboragcdo da curva ROC, verificou-se que a
explicabilidade e aceitagcdo do modelo é de 62,9%, sendo sua especificidade
equivalente a 0,00% (percentual de acerto do diagndstico negativo, ou seja, o
verdadeiro negativo), e sua sensibilidade equivalente a 100,00% (percentual de

acerto do diagnostico positivo, ou seja, o verdadeiro positivo) (Figura 7).
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Curva ROC (AUC=0,629)
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FIGURA 7 - Curva ROC demonstrativa da especificidade e sensibilidade do
modelo de regressao logistica elaborado para o Virus Respiratério Sincicial

Bovino.
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6 DISCUSSAO

6.1 PREVALENCIA DOS AGENTES VIRAIS RESPIRATORIOS
ESTUDADOS

Os virus BoHV-1, BVDV, bPIV-3 e BRSV estdo presentes nos rebanhos
de bovinos de corte e de leite de todo o mundo, inclusive no Brasil (FLORES et
al., 2005; SOLIS-CALDERON et al., 2007, SPILKI; ARNS, 2008; OIE, 2013).
Esses virus, juntamente com microrganismos bacterianos, sao agentes
etiolégicos do Complexo de Doengas Respiratérias dos Bovinos e causam
perdas econdmicas a bovinocultura mundial (RADOSTITS et al., 2007). O
presente estudo confirmou a existéncia desses virus em propriedades que

criam animais da raca HPB no estado do Parana.

Conforme a literatura é comum em levantamentos sorolégicos de virus
respiratorios observar-se a deteccdo de um unico virus nos animais estudados.
(BRITO et al.,, 2004; SOLIS-CALDERON et al., 2007; GATTI et al., 2010;
ALEXANDRINO et al., 2011; FINO et al., 2012). Porém os trabalhos que
relatam a ocorréncia de coinfec¢des sao relativamente escassos (AFFONSO et
al., 2011; ALEXANDRINO et al., 2011). O presente estudo demonstrou pela
primeira vez a ocorréncia dos quatro agentes virais ligados ao Complexo de
Doencas Respiratérias dos Bovinos de forma associada no estado do Parana e

no Brasil.

Com relagdo ao BoHV-1, a prevaléncia de animais soropositivos
encontrada neste trabalho foi menor que as observadas por Barros Filho et al.
(1997) (27,1%), Biogenisis-Bagd (2008) (46%), Médici et al. (2000b) e Dias et
al. (2012) (59,0%) também no estado do Parana, que Holz et al. (2009) (29,2%)
e Krahl et al. (1997) (29,3%) no estado do Grande do Sul, que Santos et al.
(2014) (66,75%) no Espirito Santo e que Freitas et al. (2014) no Maranhao
(62,23%). Assim como a prevaléncia de 64,3% verificada por Richtzeinhain et
al. (1999a) em 21 estados brasileiros.

A diversidade dos resultados encontrados no Brasil pode estar ligada a

fatores regionais, tipo de manejo utilizado, delineamento amostral dos estudos,



71

técnicas diagnédsticas utilizadas, assim como o ndo conhecimento se os
bovinos foram ou ndo vacinados contra o virus em questdo. A baixa
prevaléncia encontrada nesse trabalho pode estar relacionada com a existéncia
de assisténcia técnica, fato esse nao avaliado no presente trabalho, porém
observado nas anotagdes adicionais dos questionarios das propriedades que
possuiam menos que 10% dos animais sororreagentes, considerando assim a
existéncia da assisténcia técnica como possivel fator protetor. Segundo Sousa
et al. (2008) a auséncia de assisténcia técnica foi considerada como fator de

risco para infeccao de BoHV-1 na Paraiba.

O virus BVDV foi diagnosticado nos animais leiteiros de raga HPB do
Estado do Parana, porém sua ocorréncia € menor que a anteriormente
observada, que variou de 50 a 73,5 % (RICHTZEINHAIN, 1997; MEDICI et al.,
2000a; FLORES et al., 2005; BIOGENISIS-BAGO, 2008). A ocorréncia do
BVDV no presente estudo também foi menor que os 66,3% encontrados por
Quincozes et al. (2007) e os 57,7% de Frandoloso et al. (2008), ambos no
estado do Rio Grande do Sul e aos 52,5% encontrados por Oliveira et al.

(2012) em Sao Paulo e Minas Gerais.

Dentre as justificativas para menor prevaléncia do virus nos rebanhos
estudados no presente trabalho pode-se dizer que nao foram utilizadas
amostras provenientes de rebanhos com sinais aparentes de doencgas
respiratorias ou reprodutivas ou ainda vacinadas contra o virus pesquisado
assim como a menor prevaléncia encontrada no estudo pode também ser
devido ao fato da estirpe viral (BVDV-1 NADL) utilizada para diagnéstico

ocorrer com menor prevaléncia no estado do Parana.

Por outro lado, a prevaléncia para o virus BVDV, observada neste
trabalho foram semelhantes aos 34,0% de Biogenisis-Bagé (2008) em Santa
Catarina, aos 35,2% de Brito et al. (2002) em Goias, aos 39,5% de Langoni et
al. (1995) em Sao Paulo e aos 39,3% de Flores et al. (2005) no Rio Grande do
Sul. Ja trabalhos realizados na regiao Nordeste nos estados da Bahia (14,6%),
Paraiba (22,2%) e Maranhao (27,6%) apresentaram resultados menores aos
encontrados neste estudo (RIBEIRO et al., 1987; THOMPSON et al., 2006;
SOUSA et al., 2008). O manejo das propriedades, o nivel de tecnificagdo das



72

mesmas, assim como o clima regional podem justificar as diferentes

prevaléncias encontradas na literatura.

A prevaléncia do virus bPIV-3 observada nas amostras deste trabalho foi
proxima aos resultados de 84,1% obtidos no estado de S&o Paulo (CANDEIAS;
RIBEIRO, 1970) e dos 82% obtidos na espécie ovina na microrregido de
Botucatu-SP (GONCALVES et al.,, 2011). Por outro lado, foi maior que os
36,7% a 70,0% e os 34% obtidos encontrados para espécie bovina e ovina,
respectivamente, no estado de Sao Paulo e maior que os 68,5% observado em
bovinos no estado da Bahia (SARDI et al., 2002; DAL PIZZOL et al., 1968;
CANDEIAS; RIBEIRO, 1968). Por fim, a prevaléncia do bPIV-3 encontrada
neste estudo foi menor que a prevaléncia de 97% obtida por Wizgmann et al.
(1972) ao pesquisar 221 amostras de soro bovino no estado do Rio Grande do
Sul.

Segundo Gongalves et al. (2003) a infecgdo por bPIV-3 na maioria das
vezes passa despercebida pelos proprietarios e até mesmo pelo médico
veterinario que presta assisténcia técnica a propriedade, o que provavelmente
vem ocorrendo no estado do Parana, uma vez que € alta a prevaléncia do virus

em rebanhos leiteiros da raga HPB.

A prevaléncia do BRSV de 93,5% foi a maior entre todos os virus
estudados no trabalho. Ao comparar o resultado outros estudos brasileiros
observou-se que foram maiores que nos estados do Rio Grande do Sul (17,3 a
79%), Sao Paulo (74% a 79,5%), Minas Gerais (73%), Rio de Janeiro (71%),
Mato Grosso Sul (57%) e até mesmo no Parana (80%) (BARNIER, 1996;
DRIEMEIER et al. 1997; AFFONSO,2013). A permanéncia do BRSV, assim
como sua alta prevaléncia nos rebanhos, esta associada com a infecgédo e
reinfec¢do subclinica de um pequeno grupo de animais dentro dos rebanhos
(AFFONSO, 2013; KLEM et al., 2013). Segundo Domingues et al. (2011), é
comum a existéncia do BRSV em bovinos adultos sem sinais clinicos

sugestivos de doenca respiratoéria.

A movimentagdo de animais entre as propriedades sem o controle dos
agentes virais respiratérios € importante fator para disseminagdo destes
microorganismos. Ndo ha legislagdo tanto no estado do Parana quanto no

Brasil, que regularizem o controle de transito de animais para os virus
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estudados, uma vez que a Resolucdo do Estado do Parana n°5 de 4 de
fevereiro de 2011, que determina as normas da emissdo de guia de transito
animal (GTA), impbe restricdes para o transito de bovinos somente para
propriedades que nao possuem vacinagao para Brucelose e Febre Aftosa as
consideradas focos de Brucelose e Tuberculose, assim como suspeitas e/ou
foco para doencgas vesiculares. Este fato ocorre em todo territério brasileiro,
pois a resolucdo acima foi embasada nas normas do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), 6rgao responsavel pela defesa sanitaria

animal do Brasil.

6.2 PREVALENCIA DE CASOS ISOLADOS E DE COINFECGOES
DOS AGENTES VIRAIS ESTUDADOS

Ao analisar os casos de coinfeccédo, os resultados do presente estudo
revelaram a importancia da associagéo dos virus bPIV-3 e BRSV. Ambos os
virus apresentaram as maiores prevaléncias neste estudo. A forma similar de
transmissdo e manutencdo dentro das propriedades, juntamente com a
manifestacido clinica discreta e a reinfecgdao dos animais adultos podem ter
contribuido para alta prevaléncia dessa associagao nos rebanhos bovinos do
Estado do Parana (GONCALVES et al., 2003; KLEM et al., 2013).

Nas amostras reagentes analisadas neste trabalho, as associagdes entre
BoHV-1 e BVDV e de BoHV-1 e bPIV-3 ndo foram encontradas, de forma
semelhante aos dados de Yousef et al. (2013) em estudo realizado na Arabia
Saudita. Diferentemente, Alexandrino et al. (2011) verificaram 25,5% de

associacao entre BoHV-1 e BVDV.

Na analise da deteccdo multipla dos trés virus observou-se maior
prevaléncia para a associagao dos seguintes: BVDV, bPIV-3 e BRSV, sendo
esta maior que a prevaléncia de 11,30% obtida por Yousef et al. (2013). Uma
explicacdo para este fato é que o BVDV pode causar imunossupressao nos
animais infectados pela diminuicdo da resposta de memoaria dos linfocitos a
outros patdgenos, facilitando assim, a infecgdo multipla de outros agentes no
sistema respiratério dos animais (LAMONTAGE et al., 1989).
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Das amostras analisadas no presente estudo, 13,4% (96/714) foram
reagentes para os quatro virus estudados, percentagem superior aos 5%
obtidos por Yousef et al. (2013) e inferior aos 49,6% obtidos por Duman et al.
(2009). Porém esses autores pesquisaram animais que apresentavam sinais
clinicos de doenga respiratoria, o que pode ter contribuido para a elevada

prevaléncia de animais positivos e a presencga das respectivas associagdes.

6.3 PREVALENCIA DOS VIRUS ESTUDADOS NAS
PROPRIEDADES

A prevaléncia para BoHV-1 observada neste estudo foi proxima dos
71,5% observados por Dias et al. (2012) no Parana, cujas amostras eram de
rebanhos nao vacinados. Porém o resultado foi menor que os 81,3% descritos
por Alexandrino et al. (2011) em rebanhos leiteiros no estado de Minas Gerais
e Sao Paulo, e que os 100% obtidos por Bezerra et al. (2012) e Freitas et al.
(2014) no Maranhao. Por outro lado, foram maiores que 26% obtidos por
Kruger et al. (1993) em bovinos de leite da regidao metropolitana de Curitiba, e
que os 57,7% observados por Frandoloso et al. (2008) no Rio Grande do Sul.
Segundo Del Fava et al. (2002) a diversidade de resultados encontrados na
literatura esta relacionada com técnicas diferentes de diagndstico e

amostragem, caracteristicas regionais e aplicagao de programas de controle.

A prevaléncia do BVDV nas propriedades estudadas foi semelhante aos
88,3% no estado de Goias (BRITO et al., 2010), onde se examinaram amostras
de animais ndo vacinados. Também foi proximo aos 80,7% observados na
Jordania (TALAFHA et al., 2009). Maiores prevaléncias de rebanho foram
observadas no estado de Goias 100% (GUIMARAES et al., 2000); Maranhao
91,66% a 100% (CHAVES et al., 2009; SOUSA et al.,, 2009). Prevaléncias
menores foram encontradas no estado de Goias 70,3% (BRITO et al., 2004);
Rio Grande do Sul 57,7% (FRANDOLOSO et al., 2008) e os 60% e 47,1% em
rebanhos da México e Bélgica, respectivamente (SOLIS-CALDERON et al.,
2005; SARRAZIN et al., 2013).
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No Brasil, os trabalhos sobre a prevaléncia do bPIV-3 sdo escassos, o
que dificulta a comparacado dos resultados. Como exemplo pode-se citar o
trabalho realizado por Gongalves et al. (2011) na espécie ovina, onde o virus
foi encontrado nas cinco fazendas de bovinos estudadas que apresentavam
historico de doengas respiratorias em seus animais nos ultimos cinco anos. Na
Bahia, o bPIV-3 foi encontrado nas seis fazendas incluidas no estudo (SARDI
et al., 2002). Em paises do Oriente Médio (Arabia Saudita, Ira e Siria) e Africa
(Nigéria) também relataram a presenca do agente (GIANGASPERO et al.,
1992; IBU et al., 2005; SAKHAEE et al., 2009; YOUSEF et al., 2013). Pardon et
al. (2011), na Bélgica, observaram que o bPIV-3 esta presente em 53,3% (8/15)
dos rebanhos sem historico de vacinacdo, dos quais 10% dos bezerros
apresentaram sinais clinicos de doencas respiratérias. Na América do Sul,
Hurtado et al. (2010) realizaram levantamento sorolégico onde foram coletadas
amostras de bovinos em 26 fazendas do municipio de Montéria na Colombia.
Em todas as regides dessa localidade havia animais sororreagentes para o
bPIV-3.

A alta prevaléncia do bPIV-3 nas propriedades estudadas sugere que
possivelmente as infecgbes por esse virus ndo estdo sendo diagnosticadas
(GONCALVES et al.,, 2003), ndo sendo computadas como problema dos

rebanhos leiteiros paranaenses.

Para o BRSV, todas as propriedades estudadas apresentavam animais
positivos ao teste diagnostico empregado, o que ndo difere de estudos
realizados no mundo. Affonso et al. (2011) detectaram a prevaléncia de BRSV
de 45,61%, 84,42%, 54,09% em trés rebanhos leiteiros de Sao Paulo com
classificagdo de alta, média e baixa infeccao para BoHV-1, respectivamente, e
identificaram dois fatores de risco para infeccdo do BRSV: o tamanho do

rebanho e as condigdes climaticas.

No Equador, a prevaléncia nos rebanhos de bovinos leiteiros e mistos ndo
vacinados foi de 91,3% (SAA et al., 2012). Na Argentina, a prevaléncia de
rebanhos positivos para o referido virus foi de 95,8% (CARNONERO et al.,
2011). Em estudo realizado no Ird em rebanhos leiteiros, o virus foi encontrado
nas 15 propriedades pesquisadas (SAKHAEE et al., 2009). No México, Solis-

Calderon et al. (2007) encontraram pelo menos trés animais positivos em 100%
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dos rebanhos de bovinos de corte ndo vacinados. Pardon et al. (2011), na
Bélgica, observaram prevaléncia relativamente menor (40,0%) mesmo em
rebanhos com bovinos com sinais clinicos respiratorios, os quais foram
atribuidos as infecgdes bacterianas e aos outros virus, que acometem o

sistema respiratério de bovinos, como o BVDV.

O BRSYV esta disseminado nos rebanhos da raca HPB do Parana, sendo

um dos principais agentes virais responsaveis por doengas respiratérias.

6.4 PREVALENCIA DOS VIRUS ESTUDADOS NAS REGIOES DO
ESTADO DO PARANA

Em todas as regides do estado do Parana os quatro virus estéo
presentes. As regides Oeste e Centro Oriental se destacaram como as regides
de maior prevaléncia para os virus estudados. Este fato pode ser atribuido ao
tipo de manejo, predominantemente intensivo e semi-intensivo. Sabe-se que
nesses tipos de sistemas de criacdo ocorre maior densidade populacional e
consequentemente maior contato direto dos animais possibilitado a

disseminagao dos virus com maior facilidade (REBHUN, 2000).

A utilizacdo da técnica de inseminacao artificial associada a reutilizagcao
de luva de palpagao, na maioria dos rebanhos estudados nessas regides, sao
praticas que facilitam a transmissao viral, uma vez que BVDV e BoHV-1
permanecem viaveis apos algumas horas fora do organismo dos animais, ou
no proprio sémen (FLORES, 2007).

Dias et al. (2012) relataram a existéncia de BoHV-1 em todo o estado do
Parana, em rebanhos bovinos de leite, corte e misto. Porém, estes autores
descreveram prevaléncias regionais para bovinos, diferentes do presente
trabalho, sendo estas de 54,9% para a regido Sudoeste, de 49,9% para a

regido Oeste e de 45,9% para a regidao Centro Oriental.

Para os outros trés virus estudados nao foi encontrada na literatura
prevaléncia de distribuicdo no estado do Parana, apenas dados pontuais,

supracitados no item 6.1.
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6.5 HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1

Idade dos bovinos

Alguns fatores de riscos demonstraram diferenga significativa na analise
univariada para o BoHV-1. Com relagao a idade, a prevaléncia do BoHV-1 foi
maior entre os animais com mais de 48 meses. Essa ocorréncia elevada esta
possivelmente relacionada com a maior probabilidade destes animais entrarem
em contato com o agente viral durante o tempo de vida (FREITAS et al., 2014;
ROMERO-SALAS et al., 2013; BEZERRA et al., 2012; CARBONERO et al.,
2011; SOUSA et al., 2009). Outra explicagao para o aumento da prevaléncia de
BoHV-1 em animais mais velhos, esta relacionada com o inicio da vida
reprodutiva (BARBOSA et al., 2005). Levando em consideragdo que os animais
adultos sdo ordenhados todos os dias na fase de lactagdo, a aglomeragéo
destes na sala de espera e ordenha possibilita o maior contato entre eles e

secrecdes contaminadas, favorecendo a disseminacgéao viral entre os animais.

Caracteristicas de manejo

Segundo Flores (2007) a luva de palpacao pode promover a transmissao
do BoHV-1, assim como o sémen contaminado. Narumoto (2013) realizou
levantamento de dados obtidos das analises realizadas no Laboratério de
Viroses Bovinas do Instituto Biolégico do Estado de Sdo Paulo, em sémen de
centrais de coletas brasileiras das regides Norte, Centro Oeste, Sudeste e Sul
do Brasil e evidenciou a contaminagdo do sémen com o BoHV-1 por meio de
isolamento em cultivo celular, PCR e VN. Dessa forma, erros de manejo e
aplicagao de técnicas e tecnologias da reproducdo podem ter favorecido a
elevada prevaléncia de bovinos sororreagentes em propriedades que
utilizavam o manejo de reutilizacdo de luva de palpagdo, monta natural ou

indeminacaoartificial sem controle do semén.
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Outro fato a se considerar € o compartilhamento de pasto com vizinhos.
Este tipo de manejo possibilitou o contato com animais contaminados,
aumentando assim a chance de ocorrer infeccao pelo BoHV-1 nos rebanhos
estudados, corroborando com os resultados de Dias et al. (2008) e Dias et al.

(2012), obtidos em rebanhos do Parana.

Caracteristicas da propriedade e movimentagcao de animais

Rebanhos com maior numero de animais em propriedades com areas
menores ou iguais a 25 hectares geram maior lotagdo e, consequentemente,
maior contato direto entre os bovinos, aumentando as chances de
disseminagao do virus dentro das propriedades, uma vez que a disseminagao
ocorre principalmente pelo contato direto entre os animais (LEMAIRE et al.,
1994) ou por aerossois em curtas distancias (MARS et al., 1999; MUYLKENS
et al., 2007).

No presente estudo a taxa de entrada de animais superior a 10%
apresentou-se como fator de risco, tendo em vista que apds a introdugao de
um animal positivo na propriedade, este atuaria como potencial disseminador
do virus no rebanho (FRANDOLOSO et al., 2008). Maior taxa de entrada
animais esta diretamente associada ao maior risco de bovinos se infectarem
com o BoHV-1.

Analise multivariada de regressao logistica para BoHV-1

A analise dos fatores de risco de forma multivariada de regressao
logistica, onde um fator de risco pode influenciar o outro, mostrou que algumas

variaveis tinham efeito protetor quanto a disseminacao viral.

O fato do numero de animais em uma propriedade ser de 51 a 100 ter
sido considerado um fator protetor (OR=0,243) neste estudo pode ser atribuido
ao seguinte contexto: em 42,9% (6/14) dos rebanhos ha lotagao inferior ou

igual a dois animais por hectare, gerando assim menor contato entre os
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animais e consequentemente menor disseminacio nas propriedades com essa

caracteristica.

As propriedades com lotacdo de trés bovinos por hectare foram
propriedades que, na sua maioria, nao apresentavam como forma de manejo o
compartilhamento de pasto e a monta natural, e obtiveram prevaléncias
menores para o virus BVDV causador de imunossupressao (16,0 a 33,3%)
(LAMONTAGE et al., 1989). E sabido que, quando o BoHV-1 permanece em
fase de laténcia ap6s infecgcao primaria, momento em que a disseminagao viral
nao ocorre (JONES, 2003), a quebra da laténcia €& gerada pela
imunossupressao do individuo infectado pelo BoHV-1, levando assim a uma
reinfeccdo e consequente disseminacgao viral nos rebanhos (FLORES, 2007).
Considerando que em propriedades onde ha coinfecgdo de BoHV-1 e BVDV,
as baixas prevaléncias do BoHV-1 podem ter sido influenciadas também pela

menor prevaléncia de BVDV.

Quanto ao fato da nao reutilizagcdo da luva de palpacao, pode-se dizer
que ao fazer a troca da luva a cada animal palpado quebra-se a via de

transmissao, fazendo com que esse manejo atue como um fator de protecéao.

Com relagdo a animais com mais de 48 meses e o percentual de entrada
de bovinos na propriedade maior que 10%, propriedades que apresentaram
esses fatores de riscos tinham, respectivamente, 15 e 52 mais chances dos
animais serem soropositivos ao BoHV-1 do que propriedades que nao
apresentavam esse perfil. Este fato salienta a importancia dos animais adultos
na transmissao do BoHV-1 dentro das propriedades estudadas. Além disso, ha
necessidade de impor regras de controle e prevencao da disseminagao do
virus no que se refere ao transito de bovinos no estado do Parana, visto que a
introdugédo de apenas um animal contaminado no rebanho é suficiente para que

ocorra a disseminagao do BoHV-1.

As propriedades com areas de 26 a 50 hectares tém 11 vezes mais
chances de possuir bovinos infectados. Isso pode ser justificado pelo perfil das
amostras, pois a grande maioria dos animais avaliados era oriunda de
propriedades com essa area, com maior desidade populacional e técnicas de

produgao mais sofisticada, provocando maior contato entre os animais.
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6.6 VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA

Os resultados obtidos pela analise univariada e descritiva do BVDV
revelaram diferengas significativas dos resultados compilados nas Tabelas 13 a
16.

Sistema de producgao

As propriedades com sistema intensivo apresentaram maior prevaléncia
para BVDV, concordando com os resultados de Brito et al. (2010) no estado de
Goias. Pacheco (2010) relatou que o sistema de produgéo foi considerado
como um fator de risco para BVDV em rebanhos de Portugal. Segundo Flores
(2003) a transmissao viral ocorre por contato direto ou indireto. No sistema
intensivo, o contato direto entre os animais ocorre com mais frequéncia

possibilitando assim, maior chance de transmissao viral.

Os resultados deste estudo discordam dos relatos de Quincozes et al.
(2007) no Rio Grande do Sul e Samara et al. (2004) em Minas Gerais. Estes
autores demonstraram que rebanhos criados de forma extensiva apresentaram
maior numero de bovinos sororreagentes, e atribuiram este fato a falta controle
sanitario levando assim a disseminacao do virus e, a baixa tecnificacao das

propriedades estudadas.

Idade dos animais

As maiores prevaléncias de bovinos sororreagentes no presente estudo
ocorreram em animais com idade maior que 24 meses e menor ou igual a 48
meses. De acordo com Mainar- Jaime et al. (2001) o aumento da prevaléncia
de animais sororreagentes esta diretamente relacionado com o aumento da

idade dos animais. Brito et al. (2010) relacionou a idade com a soropositividade
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entre os animais estudados. Estes autores salientaram que animais adultos

apresentam maior prevaléncia por terem maior periodo de contato com agente.

Os resultados deste levantamento epidemiolégico corroboraram os de
Castro et al. (1993) em Pernambuco, os quais observaram maiores
prevaléncias em vacas maiores que 24 meses. Sousa et al. (2009) e Chaves et
al. (2009), ao realizarem estudos em rebanhos leiteiros n&o vacinados do
Maranhao, obtiveram a frequéncia de 39,74% e 41,94% de bovinos positivos,
nas faixas etarias de trés e sete anos, respectivamente. Segundo estes autores
a maior frequéncia nessa faixa etaria foi relacionada ao fato dos animais

estarem no pico de suas atividades produtivas e reprodutivas.

Quincozes et al. (2007) no Rio Grande do Sul, assim com Alexandrino et
al. (2011) em Minas Gerais e Sao Paulo, Solis-Calderon et al. (2005), no
México, e Talafha et al. (2009) na Jordania, ndo observaram diferenca
significativa entre as faixas etarias dos bovinos sororreagentes avaliados em

seus estudos.

Caracteristicas de manejo

Almeida et al. (2013), em rebanhos leiteiros do Rio Grande do Sul,
consideraram a inseminagao artificial como fator de risco para a disseminagao
do BVDV e associaram o resultado com o manejo de reutilizar luvas de
palpacdo, uma vez que ha possibilidade do agente manter-se viavel neste
material. Houe (1995), por sua vez, destacou a possibilidade da transmissao do
BVDV via inseminagcao artificial. O presente trabalho obteve diferenca
significativa com relacédo a analise dessa variavel, sendo que nas propriedades
que utilizaram esse tipo de manejo apresentaram maior prevaléncia de bovinos

soropositivos.

Este trabalho corroborou a hipotese discutida por Almeida et al. (2013),
que apontaram que a pratica de reutilizacdo da luva de palpagao retal poderia
estar envolvida na disseminagado do BVDV, pois as propriedades que faziam
uso desse tipo de manejo apresentaram maior proporgao de animais positivos

ao virus.
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O compartiihamento de pasto com os vizinhos foi considerado um
potencial fator de risco neste estudo. Esse tipo de manejo possibilitou que os
bovinos tenham contato com outros animais, incluindo bovinos positivos para
BVDV. Outros trabalhos consideraram o compartilhamento de pasto com
diferentes rebanhos como um fator de risco para disseminacdo BVDV
(LUZZAGO et al.,, 2008; TALAFHA et al.,, 2009). Talafha et al. (2009)
apontaram também a falta de quarentena na introducdo de animais nas
propriedades, assim como a visita dos funcionarios de outras propriedades

como fatores de risco para disseminagao do BVDV nos rebanhos analisados.

Caracteristicas das propriedades e movimentagao de bovinos

Os resultados obtidos neste estudo corroboraram com os obtidos por
Talafha et al. (2009) na Jordania e Mainar — Jaime et al. (2001) na Espanha, os
quais observaram que a prevaléncia de animais soropositivos para o BVDV se
elevava a medida que aumentava a lotagao dos rebanhos avaliados. Esse fato
deve estar relacionado com maior densidade populacional dos rebanhos, o que

facilitaria a disseminacao viral devido ao maior contato entre os animais.

Contudo, em areas maiores de 50 hectares a prevaléncia de bovinos
soropositivos para o BVDV foi maior, o que nao era esperado, uma vez que,
em areas maiores, acredita-se que o contato entre os animais seja menor.
Porém, a alta prevaléncia pode ser justificada pelo grau elevado de tecnificacdo
das propriedades analisadas que possuiam essa caracteristica de sistema de
criacao intensivo e emprego de inseminacao artificial (com reutilizagao de luvas
de palpacao), manejos que podem ter contribuido para a disseminagao viral.
Resultado semelhante ao do presente estudo foi obtido por Solis-Calderon et
al. (2005), no qual maiores prevaléncias ocorreram em propriedades com area
entre 101 e 290 hectares, porém deve-se considerar que o estudo foi realizado

em gado de corte e néo leiteiro.

Propriedades que apresentaram percentuais de entrada e saida maiores
que 10% foram as que obtiveram maior prevaléncia de bovinos sororreagentes

ao BVDV. Nao foi encontrado na literatura nenhum outro estudo que avaliou o
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percentual de entrada e saida de animais da propriedade como possivel fator
de risco, porém existem autores que avaliaram a origem dos animais como
fator de risco (SOLIS-CALDERON et al., 2005), possibilitando a comparag¢ao
desses resultados com os obtidos neste estudo, uma vez que, a introdugao de
um animal positivo na propriedade é suficiente para levar a disseminagdo do
virus dentro do rebanho. A compra e venda de animais, assim como a ida de
animais para exposi¢des pode proporcionar a introdu¢do ou o contato com
animais positivos, possibilitando assim a infecgdo dos animais de propriedades
livres da doenca. Solis-Calderon et al. (2005) trabalharam com a origem dos
animais para reposi¢cao dos planteis de bovinos avaliados e constataram que,
quando os animais eram originados de outras propriedades, a prevaléncia de
soropositivos dos rebanhos foi maior, ressaltando a importancia do controle da

movimentagao dos bovinos na disseminagao do BVDV.

Analise multivariada do modelo de regressao logistica para
BVDV

Com relagéo a idade dos animais, verificou-se que os bovinos com idade
superior a 48 meses apresentaram 4,4 vezes mais risco de terem se infectado
com o virus BVDV do que os animais mais novos. Isso pode ser justificado pelo
fato de que animais mais velhos permanecem expostos ao virus por tempo
mais prolongado quando comparado aos animais jovens, 0 que aumenta
consideravelmente as chances de se obter animais soropositivos ao teste de
virusneutralizacdo. Levando em consideracdo que animais adultos estdo em
plena fase de reproducédo, manejos como palpacgao retal e inseminagao artificial

podem levar a disseminagao do virus nos bovinos desta faixa etaria.

Quanto ao percentual de entrada de animais em propriedades com taxas
superiores a 10% houve 17,5 mais chances de serem detectados animais
soropositivos para o BVDV. Resultado semelhante foi observado por Mainar-
Jaime et al. (2001), que relataram que propriedades que adquiriam fémeas
adultas de outras unidades produtivas apresentavam 3,83 mais chances de

encontrar animais sororreagentes ao BVDV em seus rebanhos.
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Apesar de parecer controverso, um percentual de saida de animais da
propriedade 6% a 10 % mostrou ser um fator de risco para a contaminacéo por
BVDV. As propriedades com este percentual apresentaram 5,2 mais chances
de disseminacgao do virus, quando comparadas a outras propriedades. Isto se
deve ao fato de que as propriedades avaliadas neste estudo ndo eram
consideradas “fechadas”, ou seja, aquelas em que n&o ocorre entrada de
outros animais e/ou aquelas em que a reposi¢ao do plantel era realizada com
animais da prépria unidade produtora. Desta forma, a saida de animais das
propriedades avaliadas neste estudo, se reflete posteriormente na entrada de

outros bovinos, possibilitando a circulagdo do agente na propriedade.

Tendo em vista a possibilidade de transmissao viral por contato direto ou
indireto, neste estudo, bovinos de propriedades onde havia o0 manejo de
compartilhamento de pasto apresentavam 9,1 vezes mais chances de
apresentarem-se soropositivos, frente ao teste de diagnostico utilizado.
Resultados semelhantes foram observados por Luzzago et al. (2008), que
constataram que este manejo foi considerado como fator de risco em rebanhos
na Italia, aumentando em 1,05 vezes as chances de se obter animais
soropositivos. Este tipo de manejo foi quase unanimidade nas propriedades da
regido Sudoeste do Estado do Parana (4/5), contribuindo para que os bovinos
desta regido tivessem 52 vezes mais chances de apresentar animais
soropositivos. Nas demais regides do Estado do Parana analisadas neste
trabalho, apenas uma das nove propriedades examinadas realizava o manejo
de compartilhamento de pasto entre vizinhos, o que pode ter contribuido para
considerar as demais regides como fator de protecao para a disseminagao do

BVDV nestas propriedades.

Bovinos criados sob o manejo semi-intensivo apresentaram 1,3 vezes
mais chances de serem sororreagentes para BVDV, o que pode ser justificado
pelo fato de que nesse tipo de sistema de criagdo o contato entre os animais &
maior (REBHUN, 2000). Quanto ao sistema extensivo, este foi considerado
fator de protecdo para disseminagdo viral, contrariando os achados de
Quincozes et al. (2007) e Samara et al. (2004).

No sistema extensivo os animais tém menor contato direto, pois

permanecem soltos no pasto durante todo o dia. O contato mais préoximo dos
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animais normalmente sé ocorre durante a ordenha, dificultado assim a

disseminagao viral.

O procedimento de n&o reutilizagdo de luva de palpagdo retal foi
considerado como fator de protegao para disseminagao viral. Uma vez que o
BVDV pode permanecer viavel por dias ou semanas no meio ambiente e em
fébmites, como a luva de palpagdo retal, agulhas, seringas, instrumentos
cirurgicos (FLORES, 2007). A utilizagdo de uma unica luva por animal é um
procedimento simples, e pode diminui o risco da contaminagédo com o virus
BVDV dentro dos rebanhos.

Com relagdo ao numero de animais nas propriedades, pode-se dizer que,
em unidades produtoras com numero de bovinos menor ou igual a 50 animais,
os bovinos tém 16,6 vezes mais chances de ter estarem soropositivos para o
BVDV. Isto provavelmente ocorreu, pois nas propriedades com esta
caracteristica houve maior movimentacdo do rebanho (entrada/saida),
facilitando assim o contato com animais positivos e a introdu¢do do agente no
rebanho. Esses resultados diferem dos obtidos por Talafha et al. (2009), que
observaram quanto maior o numero de animais no rebanho, maior foi a
prevaléncia de animais sororreagentes, para estes autores a maior densidade

proporcionou maior contato entre os animais e disseminacéao viral.

No presente estudo, area da propriedade menor ou igual a 25 hectares e
de até 50 hectares apresentaram-se como fator de protecdo na disseminacao
do virus da BVDV nos rebanhos. Isso se deve ao fato de que na maioria
dessas propriedades (14/21) ndo adotar o compartiihamento de pasto entre
vizinhos como manejo, caracteristica que foi considerada um fator de risco
importante por favorecer o aumento do numero de animais positivos. Cabe
ressaltar também que algumas propriedades pertenciam as demais regidées do
Estado do Parana, area esta que foi considerada também como fator protetor

nesse estudo.
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6.7 VIRUS DA PARAINFLUENZA BOVINA TIPO 3

Idade dos bovinos

Os animais com idade superior a 48 meses apresentaram maior
prevaléncia de soropositivos dentre as amostras estudadas, sendo esses
achados semelhantes aos 82,24% obtidos por de Hatami et al. (2013) no Ird e
0s 88% encontrados por de Solis—Calderon et al. (2007) no México em bovinos
de corte na faixa etaria de cinco a seis anos. Na Turquia, Yavru et al. (2005)
encontraram 48,81% de animais adultos soropositivos para bPIV-3, sendo essa
prevaléncia seis vezes maior que a observada em animais jovens (7,87%). O
aumento da prevaléncia de animais soropositivos com o aumento da idade dos
animais ocorreram em ambos trabalhos citados e também no presente
trabalho. Este fato esta relacionado ao maior tempo exposicdo dos animais
adultos ao agente quando comparados aos animais jovens (SOLIS-
CALDERON et al., 2007).

Caracteristica de manejo

Nas propriedades, onde o manejo de compartiihamento de pasto com
rebanhos vizinhos era realizado houve maior prevaléncia de animais
soropositivos. Nao ha relatos de outros estudos que avaliaram a utilizacao
deste tipo de manejo como um fator de risco para infecgao pelo bPI1V-3. Porém
Dias et al. (2012), ao estudarem a infeccdo pelo BoHV-1 em rebanhos do
Parana, consideraram este manejo um fator de risco. Tendo em vista que a
forma de transmissao para ambos os virus é semelhante (FLORES, 2007); e
que o compartilhamento de pasto gera o contato direto e/ou indireto de animais
de rebanhos diferentes, o emprego deste manejo contribuiu para a

disseminagao do bPI-3 nos rebanhos estudados.
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Caracteristicas das propriedades e a movimentagiao de

animais

Nas propriedades onde o numero de animais era maior que 100, a
prevaléncia de bovinos soropositivos foi maior, assim como nas propriedades
com areas mais extensas (maiores que 50 hectares). Segundo Arns et al.
(2007), animais de propriedades com elevada lotacdo e ventilagao inadequada,
principalmente quando esses fatores encontram-se associados aos bovinos
leiteiros estabulados, apresentavam maior predisposi¢ao a infec¢ao pelo bPIV-
3. No presente estudo, propriedades com areas mais extensas e com o0s
animais estabulados, localizaram-se na regidao Centro-Oriental, local que

apresentou maior prevaléncia para o virus entre os bovinos estudados.

Quanto a lotagao por hectare, prevaléncias maiores foram observadas em
propriedades com lotacédo de trés animais por hectare. Quanto maior a lotagao
de animais por hectare maior o contato direto entre os mesmos facilitando
assim a disseminagdo viral. Condicdbes como alta densidade de animais
associada a ventilagédo inapropriada podem possibilitar a transmissao viral por
aerossois e pelo contato direto (RADOSTITS et al.. 2007). No estudo realizado
por Solis-Calderon et al. (2007) as propriedades com lotagdo de 0,64 a 1,02
bovinos por hectare, apresentaram 90% de animais soropositivos, dados

semelhantes aos do presente trabalho.

Quanto a movimentagcdo de animais nas propriedades estudadas,
unidades produtoras com percentuais entre 6% a 10% de saida de bovinos
foram as que apresentaram maiores prevaléncias de animais soropositivos
para o bPIV-3, a semelhanca do que foi observado para o BVDV. Como as
propriedades deste estudo ndo séo fechadas, ou seja, apos a saida de animais
ocorre a reposi¢cao do plantel com animais externos, esse tipo de manejo
provavelmente contribuiu para a entrada de animais soropositivos nestas
propriedades. Solis—Calderon et al. (2007) encontram resultado semelhante,
relatando diferenga significativa para a variavel origem dos animais do rebanho,
sendo que plantéis com animais oriundos de outros rebanhos apresentaram

maior numero de animais soropositivos para o bPIV-3. Ou seja, a introdugao de
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animais na propriedade foi considerada um importante fator de risco para

disseminagao viral nos bovinos estudados.

Analise multivariada do modelo de regressao logistica para
bPIV-3

Animais com idade acima de 48 meses apresentaram 5,53 vezes mais
chances de serem sororreagentes ao bPIV-3 que os animais mais jovens. Esse
resultado foi semelhante ao de Yavru et al. (2005) na Turquia, que encontraram
seis vezes maior a prevaléncia em animais adultos quando comparado com
animais jovens. A idade foi atribuida como fator de risco para a infecgao pelo
bPIV-3, pois os animais mais velhos permanecem por mais tempo expostos ao
contato com o virus, uma vez que tem maior tempo de vida que os bovinos
mais jovens. Esse fato ja foi salientado por autores que estudaram o risco de
infeccdo por outros virus respiratorios (BoHV-1 e BVDV) em rebanhos bovinos
(SOUSA et al.,, 2009; CHAVES et al., 2009; MAINAR- JAIME et al., 2001;
CASTRO et al.,, 1993). Solis-Calderon et al. (2007) obtiveram diferenca
significativa entre as faixas etarias estudadas (trés a quatro; cinco a seis; sete a
oito; nove a doze), porém as chances de observagao de animais soropositivos

em seu estudo foi menor que a observada no presente trabalho.

Nas propriedades onde a lotacao foi de trés bovinos por hectare a chance
de se obter um animal soropositivo foi de 8,87 vezes. E sabido que elevada
lotagdo € considerada fator predisponente para a infeccéo por bPIV-3 (ARNS et
al., 2007). Um fator que pode ter influenciado nesse resultado foi o fato de que
as propriedades pertencentes a esta categoria de lotagdo também se
enquadravam nas unidades produtoras com areas menores que 25 hectares,
as quais obtiveram 1,41 vezes mais chances de apresentarem animais

sororreagentes para este virus.
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6.8 VIRUS RESPIRATORIO SINCICIAL BOVINO

Sistema de Producao

Neste estudo, os bovinos que eram mantidos em sistema intensivo
apresentaram maior prevaléncia para o BRSV do que os criados de forma
extensiva. Segundo Rebhun et al. (2000), animais mantidos neste tipo de
sistema de criagao tem maior contato direto entre si, facilitando a disseminacao

viral.

Norstrom et al. (1999), em estudo realizado na Noruega, concluiram que o
tipo de producao e tamanho de rebanho foram os fatores de riscos associados
com a disseminagcdo do BRSV. O risco de ocorrer doenca respiratéria aguda
relacionada com BRSV se eleva com o aumento do numero de animais nos
rebanhos, devido ao contato indireto com outros rebanhos através da
movimentagdo de profissionais. Nos rebanhos leiteiros, estudados por estes
autores, ocorreu maior movimentacao de técnicos de inseminagao artificial e
meédicos veterinarios, que podem ser responsaveis pela disseminagao viral,
assim como os animais tiveram maior contato direto, quando comparados aos

rebanhos de corte e mistos.

Caracteristica da Propriedade

Com relacao a area da propriedade, unidades produtivas com mais de 50
hectares apresentaram maior prevaléncia de bovinos positivos para o BRSV.
Essas propriedades estavam localizadas na regido Centro-Oriental do Estado
do Parana, onde os animais sao criados de forma intensiva e semi-intensiva.
Isto pode ter influenciado os resultados, contribuindo para a elevada
prevaléncia de bovinos soropositivos observada nestas propriedades. A
avaliagcao da area das propriedades como fator de risco ndo foi encontrada na
literatura, o que impossibilitou a realizacdo de comparagdes.



90

Analise multivariada do modelo de regressao logistica para
BRSV

Dentre as regides do estado do Parana estudadas, a Oeste mostrou
maior prevaléncia para o BRSV. A taxa de movimentagdo dos animais nesta
regiao foi, provavelmente, o fator que influenciou a prevaléncia. Apos a analise
de regresséo logistica, as propriedades localizadas na regido Oeste do estado
do Parana tiveram 2,67 mais chances de apresentarem animais soropositivos
para o BRSV que as propriedades das demais regides. Dias et al. (2012), ao
determinar a prevaléncia do BoHV-1 no estado do Parana, observaram maior
prevaléncia deste virus nas regides Norte, Noroeste e Centro Oeste do estado
e associaram este resultado com a grande movimentagdo de bovinos entre os

estados de S3o Paulo, Parana e Mato Grosso do Sul.

Ohlson et al. (2010), em estudo realizado na Suécia em rebanhos
leiteiros, observaram que ocorreu diferencga significativa entre as frequéncias
de rebanhos soropositivos da regido Norte, Sul e Central do pais, o que foi
atribuido ao maior comércio de bovinos entre rebanhos do Sul e/ou maior
densidade de animais nos rebanhos dessa regido. O fornecimento de botas
para os visitantes foi considerado como fator protetor para disseminacéao viral
no estudo supracitado, o que contribuim para a biosseguranca da propriedade.
Rebanhos com 66 a 99 vacas apresentaram maior frequéncia, quando
comparados com rebanhos menores. Este fato foi atribuido a maior frequéncia
de visitantes em rebanhos maiores, podendo introduzir o virus em questao nas

propriedades livres.

Avaliou-se a prevaléncia de bovinos soropositivos em diferentes distritos
do estado de Apure, Venezuela, e ndo houve diferenca das prevaléncias de
animais positivos entre os distritos (OBANDO et al.,1999). De acordo com Saa
et al. (2012) e Affonso et al. (2011), outros fatores de riscos podem ser
responsaveis pela disseminagao do virus BRSV dentre eles pode-se citar: a
altitude, existéncia fazendas de bovinos ao lado das propriedades estudadas,
criacdo mista de bovinos, porém tais caracteristicas ndo foram estudadas no

presente trabalho. Estudos futuros que avaliem estes fatores de risco devem
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ser realizados para verificar a sua responsabilidade pela disseminacao viral do
BRSV no estado do Parana.

6.9 CURVA ROC

Para validar os dados, determinar a explicabilidade e a aceitacdo dos
modelos empregados para todos os virus estudados utilizou-se a Curva Roc
representada nas Figuras 3, 4, 5 e 6. Sendo que o modelo que obteve maior
explicabilidade foi o empregado para o virus BoHV-1 (92%), seguido pelo
BVDV (88,9%), bPIV-3 (79,9%) e BRSV (62,9%). Através desta analise foi
possivel dizer que se aplicarmos o questionario a campo para BoHV-1, em 92
de cada 100 propriedades pode-se verificar acerto dos resultados obtidos neste
trabalho. O ideal é que a explicabilidade do modelo chegue o mais proximo de
100%. Sendo assim, os modelos empregados para bPIV-3 e BRSV devem ser
aprimorados em estudos futuros para que os resultados de aplicagdo do

questionarios cheguem mais préximos ao ideal.
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7 CONCLUSAO

Conforme os resultados demonstrados neste trabalho e com a

metodologia utilizada concluiu-se:

1.

A prevaléncia dos quatro virus estudados variaram de 22,3% para
BoHV-1, 35,8% para BVDV, 80,4% para o bPIV-3 e para o BRSV
93,5%, estando ambos disseminados nos animais da raga HPB

estudados no Estado do Parana.

A prevaléncia viral nas propriedades estudadas foram de 65,3% para
BoHV-1, 88,5% para BVDV, 96,1% para o bPIV-3 e para 100,0%
BRSV.

A regidao Oeste do estado do Parana apresentou as maiores
prevaléncias dos virus: BoHV-1 (56,1%) e BRSV (96,0%) enquanto a
regido Centro Oriental a prevaléncia maior foi de BVDV (47,4%) e
bPIV-3 (82,7%).

As maiores prevaléncia de associagdes virais foram de bPIV-3 e
BRSV com 37,1%; e as BVDV, bPIV-3 e BRSV com 19,5% das

amostras estudadas.

Cerca de 93,6% das amostras estudadas apresentaram-se

reagentes para pelo menos um dos virus estudados.
Fatores de riscos observados para cada virus foram:

e BoHV-1: area da propriedade (26 a 50 ha), lotagdo (maior que trés
bovinos/ha), idade dos animais (maior que 48 meses), percentual

de entrada de animais (maior que 10%);

e BVDV: regido (Sudoeste), sistema de produgao (Semi-Intensivo),
numero de animais (menor ou igual a 50), idade dos animais
(maior que 48 meses), percentual de entrada de animais (maior
que 10%), percentual de saida de animais (6% a 10%),

compartilhamento pasto com vizinhos (sim);

e bPIV-3: area da propriedade (menor ou igual 25 ha), idade dos

animais (maio que 48 meses) , lotagao (trés bovinos / ha);



e BRSV: regido (Oeste do Parana).
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9 ARTIGO CIENTIFICO

Trabalho a ser enviado para Pesquisa Veterinaria Brasileira.

Os trabalhos para submissdo devem ser enviados por via eletrénica,
através do e-mail <jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com os arquivos de texto
na versdo mais recente do Word. Havendo necessidade (por causa de figuras
“‘pesadas”), podem ser enviados em CD pelo correio, com uma via impressa,
ao Dr. Jirgen Débereiner, Revista PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA,
Caixa Postal 74.591, Seropédica, RJ 23890-000. Devem constituir-se de
resultados de pesquisa ainda nao publicados e ndo considerados para
publicacdo em outra revista.

Para abreviar sua tramitacao e aceitagéo, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentacao da revista (www.pvb.com.br)
e 0 modelo em Word (PDF no site). Os originais submetidos fora das normas
de apresentacio, serdo devolvidos aos autores para a devida adequacgao.

Apesar de nao serem aceitas comunicag¢des (Short communications) sob
forma de “Notas Cientificas”, ndo ha limite minimo do niumero de paginas do
trabalho enviado, que deve, porém, conter pormenores suficientes sobre os
experimentos ou a metodologia empregada no estudo. Trabalhos sobre
Anestesiologia e Cirurgia serao recebidos para submissao somente os da area
de Animais Selvagens. Embora sejam de responsabilidade dos autores as
opinides e conceitos emitidos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a
assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva--se o direito de sugerir ou solicitar
modificagdes aconselhaveis ou necessarias. Os trabalhos submetidos sao
aceitos através da aprovacao pelos pares (peer review).

NOTE: Em complementacdo aos recursos para edicdo da revista
(impressa e online) e distribuigdo via correio € cobrada taxa de publicagcao
(page charge) no valor de R$ 250,00 por pagina editorada e impressa, na
ocasiao do envio da prova final, ao autor para correspondéncia.

1. Os trabalhos devem ser organizados, sempre que possivel, em Titulo,
ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS,
RESULTADOS, DISCUSSAO, CONCLUSOES (ou combinacdo destes dois
ultimos), Agradecimentos e REFERENCIAS:



122

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;
pormenores de identificacdo cientifica devem ser colocados em MATERIAL E
METODOS.

b) O(s) Autor(es) deve(m) sistematicamente encurtar os nomes, tanto
para facilitar sua identificagao cientifica, como para as citagbes bibliograficas.
Em muitos casos isto significa manter o primeiro nome e o ultimo sobrenome e
abreviar os demais sobrenomes:

Paulo Fernando de Vargas Peixoto escreve Paulo V. Peixoto ou Peixoto
P.V.; Franklin Riet-Correa Amaral escreve Franklin Riet-Correa ou Riet-Correa
F.; Silvana Maria Medeiros de Sousa Silva poderia usar Silvana M.M.S. Silva,
inverso Silva S.M.M.S., ou Silvana M.M. Sousa-Silva, inverso, Sousa-Silva
S.M.M., ou mais curto, Silvana M. Medeiros-Silva, e inverso, Medeiros-Silva
S.M.; para facilitar, inclusive, a moderna indexacédo, recomenda-se que 0s
trabalhos tenham o maximo de 8 autores;

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes
do RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros.
Ambos devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE
INDEXACAOQ?”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi
feito e estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes
resultados e conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve
constar em negrito e entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAO deve ser breve, com citagédo bibliografica especifica
sem que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicagao do
objetivo do trabalho;

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que
permitam a repeticAio do trabalho por outros pesquisadores. Na
experimentagdo com animais, deve constar a aprovacao do projeto pela
Comisséo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentagao concisa dos dados
obtidos. Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando,
sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes,
expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los

em Quadros extensos;
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h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da
literatura. Nao convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos
futuros, de modo evitar uma obrigagao do autor e da revista de publica-los;

i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados
apresentados no trabalho;

j) Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou
em notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que sé incluird a bibliografia citada no
trabalho e a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser
ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando-se os
nomes de todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em
ordem cronoldgica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada
publicacao e, abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou
obra, usando as instru¢des do “Style Manual for Biological Journals” (American
Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors”
(American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja
publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboragao do texto deverédo ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de
apresentacao de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site
sob “Instrucbes aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na
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com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser
corrido e ndo deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das
figuras e os Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras
(inclusive graficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto.
Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da
ferramenta “Inserir’ do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as
informacdes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma
qualidade;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto
quanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para
notas de rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apds a

palavra ou frase que motivou a nota. Essa numeragao sera continua por todo o
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trabalho; as notas seréo langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo
sinal de chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados
no texto. Estas remissdes serao feitas pelos respectivos numeros e, sempre
que possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO seréo
escritos corridamente em um sé paragrafo e ndo deverdo conter citagdes
bibliograficas.

c) no rodapé da primeira pagina devera constar enderego profissional
completo e todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem
como e-mails dos demais autores (para eventualidades e confirmacao de
enderego para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviagbes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela
primeira vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do
nome por extenso;

e) citagbes bibliograficas serao feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos
de até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés,
pelo nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais 0 ano; se dois trabalhos nao se
distinguirem por esses elementos, a diferenciacdo sera feita através do
acréscimo de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos ndo consultados
na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da
respectiva referéncia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do
trabalho que serviu de fonte, sera incluida na lista uma sé vez. A mencao de
comunicacao pessoal e de dados nao publicados é feita no texto somente com
citacdo de Nome e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados
adicionais, como a Instituicdo de origem do(s) autor(es). Nas citagbes de
trabalhos colocados entre parénteses, ndo se usara virgula entre o nome do
autor e o0 ano, nem ponto-e-virgula apdés cada ano; a separagado entre
trabalhos, nesse caso, se fard apenas por virgulas, exemplo: (Christian &
Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et al. 2004, Krametter-
Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de
caixa alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em
conformidade com o padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive

quanto a ordenacao de seus varios elementos.
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3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem
ser preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem
obtidas través de cameras digitais (com extensdo “jpg”), os arquivos deveréo
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteragdes). Quando obtidas em
papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem
Oou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo numero e o nome do autor;
havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura
pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencbes
adotadas sera incluida preferentemente, na area da Figura; evitar-se-a o0 uso
de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deveréao ser
colocados em envelope. Na versdo online, fotos e graficos poderdo ser
publicados em cores; na versao impressa, somente quando a cor for elemento
primordial a impressao das figuras podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informacgdes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com
independéncia do texto) e serdo apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no
final do texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois
tragcos longos, um acima e outro abaixo do cabegalho das colunas; entre esses
dois tragcos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao
ha tracos verticais. Os sinais de chamada serao alfabéticos, recomecando, se
possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do

Quadro respectivo, do qual serao separadas por um traco curto a esquerda.
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Trabalho ........ceceeee.

Prevaléncia do Virus da Diarreia Viral Bovina em bovinos
leiteiros da raca Holandesa, no Estado do Parana?

Daniella Sponchiado*? Bianca P. SantarosaZ?; Andreza A. da Silva3; Edviges M. Pituco*; Maira
S.N. Martins#; Vivian S.C Pinto*; Ivan R. Barros Filho5; Roberto C. Gongalves?

ABSTRACT.- Sponchiado D., Santarosa B.P., Silva A.A., Pituco E.M., Martins M.S.N., Pinto V.S.C,,
Barros Filho L.R. & Gongalves R.C. 2014. [Prevalence of Bovine Viral Diarrhea Virus in dairy
cattle of Holstein, in Parana state.] Prevaléncia do Virus da Diarreia Viral Bovina em bovinos da
raca Holandesa, no Estado do Parana. Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Departamento de
Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista,
Campus de Botucatu. Distrito de Rubido Jdnior s/n, Botucatu, SP 18618-970, Brazil. E-mail:
dsponchiado@yahoo.com.br

The Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) is widespread in Brazil. Considering the
importance of the disease, a serological survey of BVDV was performed in Holstein Black and White
cattle created in Parana state. 714 blood samples were collected by jugular vein puncture of
unvaccinated animals for the agent studied, with more than six months of age, from 26 dairy farms,
distributed in 17 municipal districts from four regions (Southwest, West, East Central and other
regions). Alongside the collection, it was used a questionnaire for each property studied in order to
assess the risk factors associated with viruses examined. The serum samples were subjected to the
diagnosis test of virus neutralization at the Laboratory of Viral Diseases of Cattle of the Biological
Institute of Sdo Paulo. Results were classified as positive for BVDV when titles were equal to or
more than 1:10. Of the samples analyzed, 35.8% (256/714) were positive and 88.5% (23/26) of the
properties, had title for BVDV. Considering the risk factors for viral dissemination were analyzed:
type of management adopted - 15.11% (13/86) of seropositivity in animals reared extensively,
30% (158/527) in cattle reared in semi-intensive way and 84.15% (85/101) in intensive way; age -
animals from seven to 24 months of age 28.03% (67/239) were seropositive, with 25 to 48 months
of age 41.05% (78/190) were positive; those over 48 months showed 38.94% (111/285) of
positivity; number of animals - properties with up to 50 animals showed 20.48% (17/83) of
seropositivity, between 51 and 100 animals showed 25.05% (115/459) of seropositity, and
properties with more than 100 animals showed 72.09% (124/172) of seropositivity. After logistic
regression analysis, risk factors associated with BVDV were: cattle older than 48 months (OR =
4.407; 95% CI 2.456 to 7.906), Southwest region (OR = 52.388; 95% CI 4.629 to 5892.873) semi-
intensive production system (OR = 1.333; 95% CI 0.261 to 6.815), property with number less than
or equal to 50 animals (OR = 16.682; 95% CI 3.218 to 86.481), incoming cattle percentage higher
than 10% (OR =17.56; 95% CI 7.613 to 40.506) and sharing of pasture with neighbors (OR = 9.148;
95% CI 3.751 to 22.310). From the observation of the risk factors and the prevalence of the virus in
herds, prevention and control measures can be taken to avoid losses in dairy cattle in the state.

INDEX TERMS: respiratory diseases, dairy cattle, Bovine Viral Diarrhea, virus neutralization.

RESUMO.- O virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) esta amplamente disseminado no Brasil
Considerando a importancia da enfermidade, realizou-se a prevaléncia do BVDV em bovinos da raga

TRECEDIAO 1M oot sse e
Aceito para publicagdo em .......cmeeerneersseennnns
Parte da Tese de Doutorado do primeiro autor.

ZDepartamento de Clinica Veterinaria, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
Universidade Estadual Paulista (Unesp), Campus de Botucatu, Distrito de Rubido Junior s/n,
Botucatu, SP 18618-970, Brasil. "Autor para correspondéncia: dsponchiado@yahoo.com.br

3Departamento de Medicina e Cirurgia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]),
Campus Seropédica, R] 23890-000 Brasil.
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5Departamento de Medicina Veterinaria, Setor de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal do
Parana (UFPR), Campus Curitiba, PR 80035-050 Brasil.
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Holandesa variedade Preta e Branca criados no estado do Parana. Colheram-se 714 amostras de
sangue pela pun¢do da veia jugular de animais ndo vacinados para o agente estudado, com mais de
seis meses de idade, de 26 propriedades leiteiras, distribuidas em 17 municipios paranaenses
pertencentes a quatro regides (Sudoeste, Oeste, Centro Oriental e demais regides). Paralelamente a
colheita, aplicou-se um questionario em cada propriedade estudada, com a finalidade de avaliar os
fatores de risco associados ao virus examinado. As amostras soroldgicas foram submetidas ao teste
de diagndstico de virusneutralizagdo no Laboratério de Viroses de Bovinos do Instituto Bioldgico de
Sao Paulo. Os resultados foram classificados como positivos para BVDV quando os titulos foram
iguais ou maiores que 1:10. Das amostras analisadas, 35,8% (256/714) foram positivas e, 88,5%
(23/26) das propriedades, apresentavam titulo para BVDV. Considerando-se os fatores de risco
para a disseminacdo viral analisou-se: tipo de manejo adotado - 15,11% (13/86) de
soropositividade em animais criados de forma extensiva, 30% (158/527) em bovinos criados em
semi-intensiva e 84,15% (85/101) em intensiva; idade - animais de sete a 24 meses 28,03%
(67/239) foram sororreagentes, os de 25 a 48 meses 41,05% (78/190) foram positivos; os acima
de 48 meses tiveram 38,94% (111/285) de positividade; nimero de animais - propriedades com
até 50 bovinos apresentaram 20,48%% (17/83) de soropositividade, entre 51 a 100 animais
25,05% (115/459) foram positivos, com mais de 100 animais 72,09% (124/172) de
sororreagentes. Apos andlise de regressao logistica os fatores de risco associados ao BVDV foram:
bovinos com idade maior que 48 meses (OR=4,407; 1C95% 2,456 - 7,906), regido Sudoeste
(OR=52,388; 1C95% 4,629 - 5892,873), sistema de producdo semi-intensivo (OR=1,333; 1C95%
0,261 - 6,815), propriedade com nimero de animais menor ou igual a 50 bovinos (OR=16,682;
IC95% 3,218 - 86,481), percentual de entrada maior que 10% de bovinos (OR=17,56; IC95% 7,613
- 40,506) e compartilhamento de pasto com os vizinhos (OR=9,148; IC95% 3,751 - 22,310). A
partir da observacdo dos fatores de risco e a prevaléncia do virus nos rebanhos medidas de
prevencdo e controle podem ser adotadas para evitar perdas na bovinocultura leiteira do estado.

TERMOS DE INDEXACAO: doengas respiratérias, gado de leite, Diarreia Viral Bovina,
virusneutralizacao.

INTRODUCAO

O Parand se destaca no cenario nacional pela produc¢do de 3.597.775.000 litros/ano de leite, o que
corresponde a 11,7 % da produgio brasileira. O estado é o terceiro com maior produ¢io no Brasil
(IBGE 2010), onde as propriedades sdo heterogéneas, porém 51% dos animais dos rebanhos
possuem caracteristicas da raca Holandesa (IPARDES 2008).

Dentre os problemas enfrentados pelos produtores leiteiros no mundo destacam-se
atualmente as enfermidades respiratdrias, responsaveis por perdas econdmicas relacionadas a
diminuicdo da produgio, retardo do crescimento, diminuicdo da conversdo alimentar e morte dos
animais acometidos (NASS 2006).

As doengas respiratoérias causam alto indice de morbidade entre os bovinos (Farshid et al.
2002, Snowder et al. 2006). A frequente exposicdo do sistema respiratdrio as variagdes climaticas,
agentes irritativos e microrganismos patogénicos somados as particularidades do trato respiratério
dos bovinos predispdem esta espécie as doencas inflamatoérias pulmonares (Mosier 1997). Dentre
as principais doengas infecciosas, que acometem o sistema respiratério, as pneumonias sdo as
principais causas de morte em bovinos de até um ano de idade (Assis-Brasil et al. 2013). Os agentes
virais sdo de importancia crucial nas doengas respiratdrias dos bovinos. Na maioria das vezes, os
virus iniciam a infeccdo rompendo barreiras, atuam na imunossupressao do individuo acometido,
facilitando assim, a entrada de agentes oportunistas como as bactérias (Martin e Bohac 1986).

De maneira geral o rebanho leiteiro apresenta maior frequéncia de doencas respiratérias
que o rebanho de corte, uma vez que a forma de manejo pode facilitar a transmissdo dos agentes
infecciosos (Houe 1999). Sistemas de produg¢io mais intensivos adotados em propriedades com alta
tecnologia, com maior lotagdo por metro quadrado, falta de ventilagdo e outros agentes
predisponentes, permitem maior exposicdo aos agentes determinantes as afec¢des respiratoérias. O
aumento na concentracdo de ureia no ambiente pode lesionar o epitélio respiratério, facilitando a
entrada de virus e/ou bactéria, por exemplo (Rebhun 2000).

Com os esforcos da Defesa Sanitaria do Estado do Parana no controle e erradica¢do da
Febre Aftosa para alcancar o status de “Area Livre sem Vacinacdo” e exigéncias sanitarias
internacionais crescentes, ressalta-se a importancia do controle das afec¢des como Diarreia Viral
Bovina e Rinotraqueite Infecciosa. O Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) se manifesta de varias
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formas clinicas: subclinica, infec¢bes respiratdrias, gastroenterite, altera¢cdes cutaneas,
trombocitopenia e hemorragias, problemas reprodutivos (retorno de cio, nascimento de bezerros
fracos, malformag¢des congénitas e natimortos) e, a forma altamente fatal que ocorre
principalmente em animais persistentemente infectados (PI), que é a afec¢do denominada Doenca
das Mucosas (DM) (Ramsey e Chivers 1956, Baker 1995, Flores et al. 2005).

O primeiro relato da DM no Brasil foi no Estado de Sdo Paulo, descrito por Correa et al.
(1968). Apds seis anos, o virus foi isolado inicialmente em bezerros, no Rio Grande do Sul (Vigor,
1974). No estado do Parana a prevaléncia viral fica em torno de 50 a 73% das amostras estudadas
(Médici et al. 2000a, Biogenisis-Bagd, 2008). No sudeste, a prevaléncia varia de 35,9% a 86,4%
(Langoni et al. 1995, Alexandrino et al. 2011). Pituco e Del Fava (1998), apds analisarem 4065 soros
bovinos provenientes de animais com quadro reprodutivo, determinaram que 47,7% das amostras
foram reagentes ao teste diagndstico. Na maioria dos estudos existentes no Brasil a forma
reprodutiva da doenca estava envolvida (Pituco e Del Fava 1998, Guimaraes et al. 2000, Brito et al.
2002, Biogenisis-Bagd 2008, Chaves et al. 2010), porém é importante ressaltar que o BVDV é um
dos agentes causadores de afec¢des respiratorias responsaveis por grandes perdas econdmicas no
mundo (Valarcher e Hagglund 2006).

Diversos fatores de risco estio associados as doengas virais respiratérias como tamanho do
rebanho, introducio de animais sem exame prévio, idade dos animais, tipo de manejo, densidade
populacional, associagdes com outros virus, altitude, assisténcia técnica e compra de touros (Dias et
al. 2008, Carbonero et al. 2011, Bezerra et al. 2012, Chaves et al. 2012).

Levando-se em conta o destaque do estado do Parand na producio leiteira brasileira, a
importancia das doencas respiratdrias e poucos dados na literatura nacional que correlacionem o
BVDV aos possiveis fatores de riscos para disseminacio, é de suma importancia a realizacdo de
estudos envolvendo avaliagdes sorolégicas dos rebanhos de bovinos para verificar a prevaléncia
viral destas doengas respiratérias em bovinos leiteiros, assim como identificar seus fatores de risco.
A partir disto, pode-se estabelecer um plano de controle eficiente e prevenir estas afec¢des,
diminuindo as perdas economicas.

Tendo em vista a grande relevancia do estado do Parana na bovinocultura brasileira, este
trabalho teve como objetivo: verificar a prevaléncia de BVDV em bovinos e em propriedades
leiteiras da raca Holandesa variedade Preta e Branca (HPB) no estado do Parand, assim como a
estudar fatores de risco associados a bovinos reagentes para BVDV.

MATERIAL E METODOS

Caracterizac¢ao da area do estudo

O Parani esté localizado na Regido Sul do Brasil, entre os paralelos de 22°29’ 30" e 26° 42’
59” de latitude sul, e entre as longitudes a Oeste de 48° 02’ 24” e 54°37’ 38", compreendendo uma
area de 199.307km2. A temperatura varia de 15 a 24°C com precipitagées de 1200 a 3500mm e
umidade relativa do ar de 56 a 85%. O Estado pode ser divido em dois tipos de clima, o subtropical
e o temperado. O rebanho leiteiro bovino do Parana é composto por 2.852.264 bovinos e cerca de
51% destes sao considerados da raca Holandesa, sendo esta a raca leiteira com maior frequéncia no
estado (IPARDES, 2008).

Calculo amostral
O calculo do tamanho amostral foi determinado segundo Agranonik e Hirakata (2011),
utilizando a seguinte férmula:
n=p.(1-p).Z2/E2
Onde:
n = ndmero de amostras a serem utilizada
Z= fator determinante do grau de confianca (1,96)
p = prevaléncia esperada
E = margem de erro admissivel
Como prevaléncia esperada admitiu-se 50,0% (Biogenisis-Bag6 2008), erro aceitavel de 5%,
nivel de confianga de 95% e DEFF (Desing Effect) de 1,5. Totalizando o nimero amostral minimo de
576 amostras.

Animais
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Foram utilizados 714 bovinos, fémeas, da raca HPB, com idade superior a seis meses,
provenientes de 26 propriedades leiteiras, distribuidas em dezessete municipios do Estado do
Parana. No Parana, trés bacias se destacam na producéo de leite: Centro-Oriental, Oeste e Sudoeste.
Estas trés bacias envolvem 95 municipios, concentram 48,5% dos produtores e sdo responsaveis
por 53% da producdo estadual de leite. As demais regides do estado sdo englobadas como uma
Unica regido (IPARDES, 2008). A escolha das propriedades seguiu o critério de inclusdo amostral e a
divisdo do Parana citada anteriormente. Todas as propriedades realizavam exames de Brucelose e
Tuberculose Bovina periddicos, vacina de brucelose nas fémeas de trés a oito meses, ordenha
mecanica duas vezes ao dia e média de produgdo leiteira de 20 litros/vaca/dia. A Figura 1
demonstra distribuicdo das propriedades e municipios onde foram realizadas as coletas amostrais.
0 Quadro 1 demonstra o nimero de propriedades e amostras coletadas em cada municipio.

Desenho do estudo

0 estudo foi conduzido durante o periodo janeiro de 2007 a dezembro de 2012. As
propriedades que participaram da pesquisa foram identificadas de 1 a 26 e escolhidas de forma nio
aleatoria, pois seguiram os critérios de inclusdo amostral. As amostras de sangue foram colhidas de
forma aleatodria, sendo que foi coletado no minimo 10% dos animais de cada propriedade.

Critério de inclusao amostral

As amostras analisadas originaram-se de rebanhos leiteiros compostos por animais da raga
HPB, com idade maior que seis meses para evitar a interferéncia de anticorpos colostrais (Tizard
2012) e, sem histérico de uso de vacinas de virus vivos ou mortos, para o viru respiratdrio
estudado.

Colheita e armazenamento das amostras

Amostra de sangue total de cada animal foi obtida pela pun¢do da veia jugular,
empregando-se o sistema o vacuo em tubo siliconizado de 10mL, sem anticoagulante. Apds a
formacdo do coagulo sanguineo, as amostras foram centrifugadas a 600 x G por 15 minutos e o soro
resultante foi armazenado em tubos plasticos identificados, com capacidade de 1,5mL. Os tubos
plasticos foram mantidos a -202C e posteriormente transportados até Laboratério de Viroses de
Bovideos do Instituto Bioldégico de Sao Paulo (LVB-IB).

No laboratério, as amostras de soro foram armazenadas a -20°2 C até o momento do
processamento. Antes da realizacdo do teste de virusneutralizagdo (VN) os soros foram colocados
em banho-maria a 562C por 30 minutos para a inativagdo do complemento

Fatores de risco

Os proprietarios e/ou responsaveis pelas propriedades foram entrevistados, através de
questionario estruturado, com intuito de se avaliar a propriedade quanto as seguintes variaveis:
tipo de produgio (intensiva, semi-intensiva, extensiva), nimero de animais na propriedade (menor
ou igual a 50, 51 a 100, maior que 100 bovinos), lotagdo (menor ou igual a dois, trés e maior que
trés bovinos por hectare), area da propriedade (menor ou igual a 25, 26 a 50 e maior que 50
hectares), monta natural (sim/nao), inseminacdo artificial (sim/ndo), reutilizacdo de agulhas e
seringas (sim/ndo) e reutilizacdo de luva de palpagdo (sim/ndo), participacdo em feiras e/ou
exposicdes (sim/nao), compartilhamento de pasto com vizinhos (sim/nao), percentual de entrada
e saida de bovinos (menor ou igual a 5%, 6% a 10% e maior que 10%). Com os dados relativos a
movimentac¢do dos animais calculou-se o percentual de entrada e saida de bovinos do rebanho, por
meio de uma operacdo simples de regra de trés: n° animais da propriedade - 100%; n° de
entradas/saidas - x%.

Virusneutralizacéo

As amostras de soro foram testadas para o virus BVDV pela da técnica de
virusneutralizagdo (VN), seguindo recomendag¢des do Manual de testes diagnosticos e vacinas de
animais terrestres (OIE 2013), no Laboratério de Viroses de Bovideos do Instituto Bioldgico de Sdo
Paulo - Sao Paulo. A estirpe viral utilizada foi BVDV-1 NADL, isolado na “National Animal Disease
Laboratory” (ATCC® VR-534™), cedida gentilmente pelo Instituto de Virologia da Escola Superior
de Medicina Veterinaria de Hannover, Alemanha. A quantificacdo de anticorpos foi realizada em 96
pocos de placas de microtitulagao utilizando-se oito diluicdes em série a partir de 1:10 a 1:1280.
Cem TCIDsg/50m1 foram adicionados a estirpe de viral (BVDV/NADL cepas fornecidas pelo Instituto
de Virologia, em Hannover, Alemanha). As placas de microtitulagdo foram incubadas a 37° C com
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5% de COz durante 1 hora. Apds isso, 50ul. de suspensdo de células do epitélio de rim bovino
(MDBK) foram adicionados a uma concentragio de 3x10° células/mL. As microplacas foram
incubadas a 37° C com 5% de CO;durante 72 horas, quando as leituras foram realizadas. A VN foi
validada por meio deretitulagioe controle e da dose viralde volta(recomendado 100
TCIDso com variacdo aceitavel de 20-300 TCIDso), das células controle e pelos resultados de
soros padrdes positivos e negativos. Os resultados do teste sorolégico sdo expressos como o inverso
da diluicdo de soro capaz de neutralizar o virus em 50% dos pogos. Os titulos foram calculados de
acordo com o método de Reed e Muench (1938). Os animais foram considerados reagentes para o
BVDV quando tinham titulos iguais ou superiores a 1:10.

Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados foram utilizados os testes do Qui-quadrado e Exato
de Fisher (Snedeor e Cohran 1980). Os dados obtidos neste estudo foram expressos por meio da
prevaléncia de ocorréncia de bovinos portadores de anticorpos contra o BVDV. O nivel de
significancia foi fixado em 5%.

Apoés os dados estarem tabulados, as variaveis foram analisadas por meio da regressdo
logistica. De acordo com Hair et al. (2009), este tipo de andlise explica as variaveis que sdo
categdricas e tem a vantagem de ser menos afetadas quando a varidvel em estudo ndo estd com
distribuicio normal. O modelo de regressdo logistica analisa um conjunto de varidveis
independentes ndo categdricas, para tentar prever uma variavel dependente categérica (Pereira et
al. 2011). Neste trabalho, a ocorréncia de bovinos sororreagentes ou nio ao teste diagndstico foi
classificada como uma variavel dependente, do tipo dicotdmica (0 - negativos/1 - positivos) e as
demais variaveis foram classificadas como varidveis quantitativas explicativas. Ao final do ajuste,
foi calculada a sensibilidade (propor¢do de verdadeiros positivos) e especificidade (proporc¢ao de
verdadeiros negativos) que foram demonstrados por meio da curva ROC (Receiver Operator
Characteristic Curve).

Aspectos éticos
Este projeto foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FMVZ/UNESP-Campus Botucatu, sob protocolo nimero 220/2012 - CEUA.

RESULTADOS

Prevaléncia dos bovinos da raca Holandesa variedade Preta e Branca sororreagentes ao
BVDV e das propriedades estudadas

A prevaléncia de animais reagentes nas 714 amostras de soro bovino da raca HPB colhidas
em propriedades leiteiras do estado do Parana para o BVDV foi de 35,8%.

Das propriedades estudadas 26/23 (88,3%) apresentaram pelo menos um animal
sororreagentes ao BVDV.

Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV conforme os sistemas de producao

Com relacdo ao sistema de producdo utilizado em cada propriedade observou-se que
bovinos criados em sistema intensivo apresentaram maior prevaléncia de BVDV (84,15%) que
animais que foram criados em sistema semi-intensivo (30,00%) e extensivo (15,11%) (Quadro 2).

Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV conforme a idade dos bovinos estudados
Houve maior prevaléncia de animais positivos ao teste de VN entre os animais
pertencentes a faixa etaria 25 a 48 meses de idade (41,05% - 78/190) (Quadro 3).

Prevaléncia de bovinos reagentes ao BVYDV conforme o manejo

Neste estudo observou-se que a pratica de realizacdo de inseminacgio artificial apresentou
prevaléncia de 37,29% (247/664) de animais soropositivos, enquanto que o habito da reutiliza¢do
de luvas de palpagdo a prevaléncia foi de 42,16% (248/584) para o virus estudado. Nas
propriedades onde os animais tem como manejo o compartilhamento de pasto com vizinhos, os
bovinos apresentaram prevaléncia de 43,31% (81/187) (Quadro 4).

Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV conforme as caracteristicas das
propriedades e a movimentaciao de animais
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0 estudo detectou que a prevaléncia de bovinos sororreagentes ao BVDV foi mais elevada
nas propriedades com maior nimero de animais, sendo 72,09% (172/124) a maior prevaléncia
observada em propriedades mais de 100 animais (Quadro 5).

Com relagdo a area da propriedade, foi observado que propriedades com mais de 50
hectares apresentaram prevaléncia de positivos de 63,57% (89/104), seguidas de propriedades
com menor ou igual a 25 hectares e de 26 a 50 hectares, com prevaléncias de 31,36% (90/287) e
23,62% (77/323), respectivamente (Quadro 5).

Considerando o percentual de entrada de animais na propriedade, os resultados desse
estudo demonstraram que quanto maior o percentual de entrada, maior a prevaléncia de animais
positivos para BVDV, com prevaléncias mais elevadas em propriedades com percentual de entrada
maior que 10% (56,12% - 110/196) e menores, em propriedades com percentual de entrada de
menor ou igual a 5% (99/360 - 25%). Fato semelhante aconteceu com o percentual de saida dos
animais da propriedade, sendo observado que a prevaléncia de bovinos soropositivos se elevou
conforme aumentava o percentual de saida de animais da propriedade, dados que se encontram
resumidos no Quadro 4.

Modelo de regressao logistica para o BVDV

Foi possivel verificar que o modelo ajustado foi considerado significativo (r2=0,532; AIC =
617,362; p<0,0001), sendo que as variaveis analisadas foram: regido, sistema produgdo, nimero de
animais, area da propriedade, idade dos animais estudados, percentual de entrada e saida de
animais, reutilizacao de luva de palpac¢do e compartilhamento de pasto com vizinhos (Quadro 6).

A partir deste modelo verificou-se que a regido Sudoeste apresenta 52 vezes mais chances
de obter bovinos infectados pelo BVDV do que as outras regides envolvidas no estudo (OR=52,388;
1C95% 4,629 - 5892,873). O sistema de producdo semi-intensivo apresentou 1,33 mais chances de
possuir animais infectados quando comparado ao sistema de producdo intensivo (OR=1,333;
1C95% 0,261 - 6,815). Sobre o numero de animais, os pertencentes a propriedades com total igual
ou menor que 50 bovinos apresentam 16,682 vezes mais chances de serem soropositivos para o
BVDV, quando comparado aos bovinos de propriedades com total superior a 100 animais
(OR=16,682;1C95% 3,218 - 86,481).

Propriedades com area igual ou menor que a 25 hectares e entre 26 e 50 hectares
apresentaram um carater protetor, apresentando OR igual a 0,007 e 0,009, respectivamente. Com
relacdo a idade dos animais, verificou-se que os bovinos com idade superior a 48 meses
apresentaram 4,407 vezes mais risco de estarem infectados com o virus BVDV do que os animais
mais jovens (OR=4,407; IC95% 2,456 - 7,906). Quanto ao percentual de entrada de animais nas
propriedades, verificou-se que em rebanhos onde o percentual era superior a 10%, os bovinos
apresentaram 17,56 vezes mais risco de exposicao ao virus, quando comparados as propriedades
com percentual de entrada superior a 10% de animais (OR=17,56; IC95% 7,613 - 40,506). Ja para o
percentual de saida de bovinos das propriedades, verificou-se que em rebanhos com percentual de
saida maior que 10% de animais o risco de exposi¢do dos animais ao BVDV era 5,266 vezes maior
(OR=5,266;1C95% 1,131 - 24,507).

Sobre a reutilizacdo da luva de palpacdo, as propriedades onde esse manejo ndo era
empregado apresentavam um fator de protecao de OR=0,107 (IC95% 0,034 - 0,334). Por fim, com
relacio ao compartilhamento de pastos com os vizinhos, os animais de propriedades que
mantinham esse tipo de manejo apresentaram 9,148 vezes mais risco de estarem infectados com o
BVDV.

Por meio da elabora¢do da curva ROC, verificou-se que a explicabilidade e aceitagdo do
modelo é de 88,9%, sendo sua especificidade equivalente a 91,27% (percentual de acerto do
diagnéstico negativo, ou seja, o verdadeiro negativo), e sua sensibilidade equivalente a 64,45%
(percentual de acerto do diagndstico positivo, ou seja, o verdadeiro positivo) (Figura 2).

Os resultados obtidos pela forma univariada e descritiva do BVDV revelaram diferencas
significativas dos resultados compilados nos Quadros 2 a 6.

DISCUSSAO

Prevaléncia de bovinos da raca Holandesa variedade Preta e Branca sororreagentes ao
BVDV

0 virus BVDV foi diagnosticado nos animais leiteiros de raca HPB do Estado do Paranj,
porém sua ocorréncia é menor que a anteriormente observada, que variou de 50 a 73,5 %
(Richtzeinhain 1997, Médici et al. 20004, Flores et al. 2005, Biogenisis-Bagé 2008). A ocorréncia do
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BVDV no presente estudo também foi menor que os 66,3% encontrados por Quincozes et al. (2007)
e 0s 57,7% de Frandoloso et al. (2008), ambos no estado do Rio Grande do Sul e aos 52,5%
encontrados por Oliveira et al. (2012) em Sio Paulo e Minas Gerais.

Dentre as justificativas para menor prevaléncia do virus nos rebanhos estudados no
presente trabalho pode-se dizer que ndo foram utilizadas amostras tendenciosas, ou seja,
provenientes de rebanhos com sinais aparentes de doencas respiratérias ou reprodutivas,
vacinados contra o virus pesquisado assim como a menor prevaléncia encontrada no estudo pode
ser devido o fato da estirpe viral (BVDV-1 NADL) utilizada para diagndstico ocorrer com menor
prevaléncia no Estado do Parana.

Por outro lado, a prevaléncia para o virus BVDV observada neste trabalho foram
semelhantes aos 34,0% de Biogenisis-Bagé (2008) em Santa Catarina, aos 35,2% de Brito et al.
(2002) em Goids, aos 39,5% de Langoni et al. (1995) em Sdo Paulo e aos 39,3% de Flores et al.
(2005) no Rio Grande do Sul. Ja trabalhos realizados na regido Nordeste nos estados da Bahia
(14,6%), Paraiba (22,2%) e Maranhdo (27,6%) apresentaram resultados menores aos encontrados
neste estudo (Ribeiro et al. 1987, Thompson et al. 2006, Sousa et al. 2008). O manejo das
propriedades, o nivel de tecnificacdo das mesmas, assim como o clima regional podem justificar as
diferentes prevaléncias encontradas na literatura.

Prevaléncia das propriedades para BVYDV

A prevaléncia do BVDV nas propriedades estudadas foi semelhante aos 88,3% no estado de
Goias (Brito et. al. 2010), onde se examinaram amostras de animais ndo vacinados. Também foi
proximo aos 80,7% observados na Jordania (Talaftha et al. 2009). Maiores prevaléncias de rebanho
foram observadas no estado de Goias 100% (Guimardes et al. 2000); Maranhdo 91,66% a 100%
(Chaves et al. 2009, Sousa et al. 2009). Prevaléncias menores foram encontradas no estado de Goias
70,3% (Brito et al 2002); Rio Grande do Sul 57,7% (Frandoloso et al. 2008) e os 60% e 47,1% em
rebanhos da México e Bélgica, respectivamente (Solis-Calderon et al. 2005, Sarrazin et al. 2013).

Sistema de producao

As propriedades com sistema intensivo apresentaram maior prevaléncia para BVDV,
concordando com os resultados de Brito et al. (2010) no estado de Goias. Pacheco (2010) relatou
que o sistema de producdo foi considerado como um fator de risco para BVDV em rebanhos de
Portugal. Segundo Flores (2003) a transmissdo viral ocorre por contato direto ou indireto. No
sistema intensivo, o contato direto entre os animais ocorre com mais frequéncia possibilitando
assim, maior chance de transmissao viral.

Os resultados deste estudo discordam dos relatos de Quincozes et al. (2007) no Rio Grande
do Sul e Samara et al. (2004) em Minas Gerais. Estes autores demonstraram que rebanhos criados
de forma extensiva apresentaram maior nimero de bovinos sororreagentes, e atribuiram este fato
a falta controle sanitario levando assim a disseminagdo do virus e a baixa tecnificacdo das
propriedades estudadas.

Idade dos animais

As maiores prevaléncias de bovinos sororreagentes no presente estudo ocorreram em
animais com idade maior que 24 meses e menor ou igual a 48 meses. De acordo com Mainar-Jaime
et al. (2001) o aumento da frequéncia de animais sororreagentes esta diretamente relacionado com
o aumento da idade dos animais. Brito et al. (2010) relacionou a idade com a soropositividade entre
os animais estudados. Estes autores salientaram que animais adultos apresentam maior
prevaléncia por terem maior periodo de contato com agente.

Os resultados deste estudo corroboraram com os de Castro et al. (1993) em Pernambuco,
0s quais observaram maiores prevaléncias em vacas maiores que 24 meses. Sousa et al. (2009) e
Chaves et al. (2009), ao realizarem estudos em rebanhos leiteiros ndo vacinados do Maranhdo,
obtiveram a prevaléncia de 39,74% e 41,94% de bovinos positivos, nas faixas etarias de trés e sete
anos, respectivamente. Segundo estes autores a maior prevaléncia nessa faixa etaria foi relacionada
ao fato dos animais estarem no pico de suas atividades produtivas e reprodutivas.

Quincozes et al. (2007) no Rio Grande do Sul, assim com Alexandrino et al. (2011) em
Minas Gerais e Sao Paulo, Solis-Calderon et al. (2005), no México, e para Talafha et al. (2009) na
Jordania, ndo observaram diferenca significativa entre as faixas etarias dos bovinos sororreagentes
avaliados em seus estudos.

Caracteristicas de manejo
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Almeida et al. (2013), em rebanhos leiteiros do Rio Grande do Sul, consideraram a
inseminacdo artificial como fator de risco para a disseminacdo do BVDV e associaram o resultado
com o manejo de reutilizar luvas de palpacdo, uma vez que ha possibilidade do agente manter-se
viavel neste material. Houe (1999), por sua vez, destacou a possibilidade da transmissdo do BVDV
via inseminacdo artificial. O presente trabalho obteve diferenca significativa com relagio a andlise
dessa variavel, sendo que nas propriedades que utilizaram esse tipo de manejo apresentaram maior
frequéncia de bovinos soropositivos.

Este trabalho corroborou com a hipdtese discutida por Almeida et al. (2013), que apontou
que a pratica de reutilizacido da luva de palpacio retal poderia estar envolvida na disseminagio do
BVDV, pois as propriedades que faziam uso desse tipo de manejo apresentaram maior proporgio
de animais positivos ao virus.

O compartilhamento de pasto com os vizinhos foi considerado um fator de risco neste
estudo. Esse tipo de manejo possibilitou que os bovinos tenham contato com outros animais,
incluindo bovinos positivos para BVDV. Outros trabalhos consideraram o compartilhamento de
pasto com diferentes rebanhos como um fator de risco para disseminagdo BVDV (Luzzago et al.
2008, Talaftha et al. 2009). Talafha et al. (2009) apontaram também a falta de quarentena na
introducdo de animais nas propriedades, assim como a visita dos funcionarios de outras
propriedades como fatores de risco para dissemina¢do do BVDV nos rebanhos analisados.

Caracteristicas das propriedades e movimentacio de bovinos

Os resultados obtidos neste estudo corroboraram com os obtidos por Talafha et al. (2009)
na Jordania e Mainar-Jaime et al. (2001) na Espanha, os quais observaram que a prevaléncia de
animais soropositivos para o BVDV se elevava a medida que aumentava a lotacdo dos rebanhos
avaliados. Esse fato deve estar relacionado com maior densidade populacional dos rebanhos, o que
facilitaria a disseminacdo viral devido ao maior contato entre os animais.

Contudo, em 4reas maiores de 50 hectares a prevaléncia de bovinos soropositivos para o
BVDV foi maior, o que nio era esperado, uma vez que, em areas maiores, acredita-se que o contato
entre os animais seja menor. Porém, a alta prevaléncia pode ser justificada pelo grau elevado de
tecnificacdo das propriedades analisadas que possuiam essa caracteristica de sistema de cria¢ido
intensivo e emprego de inseminacdo artificial (com reutilizacdo de luvas de palpacdo), manejos que
podem ter contribuido para a disseminagdo viral. Resultado semelhante ao do presente estudo foi
obtido por Solis-Calderon et al. (2005), no qual maiores prevaléncias ocorreram em propriedades
com area entre 101 e 290 hectares, porém deve-se considerar que o estudo foi realizado em gado
de corte em ndo leiteiro.

Propriedades que apresentaram percentuais de entrada e saida maiores que 10% foram as
que obtiveram maior prevaléncia de bovinos sororreagentes ao BVDV. Nao foi encontrado na
literatura nenhum outro estudo que avaliou o percentual de entrada e saida de animais da
propriedade como possivel fator de risco. Porém existem autores que avaliaram a origem dos
animais como fator de risco (Solis-Calderon et al. 2005); possibilitando a comparacdo desses
resultados com os obtidos nesse estudo, uma vez que a introdu¢do de um animal positivo na
propriedade é suficiente para levar a disseminac¢do do virus dentro do rebanho. A compra e venda
de animais, assim com a ida de animais para exposicdes pode proporcionar a introduc¢ao ou o
contato com animais positivos, possibilitando assim a infeccdo dos animais de propriedades livres.
Solis-Calderon et al. (2005) trabalharam com a origem dos animais para reposicdo dos planteis de
bovinos avaliados e constataram que, quando os animais eram originados de outras propriedades, a
prevaléncia de soropositivos dos rebanhos foi maior, ressaltando a importancia do controle da
movimentagao dos bovinos na disseminag¢do do BVDV.

Analise multivariada do modelo de regressio logistica para BVDV

Com relacdo a idade dos animais, verificou-se que os bovinos com idade superior a 48
meses apresentaram 4,4 vezes mais risco de estarem infectados com o virus BVDV do que os
animais mais novos. Isso pode ser justificado pelo fato de que animais mais velhos permanecem
expostos ao virus por um tempo mais prolongado quando comparado aos animais jovens, o que
aumenta consideravelmente as chances de se obter animais soropositivos ao teste de VN. Levando
em consideracao que animais adultos estdo em plena fase de reproducdo, manejos como palpag¢io
retal e inseminacdo artificial podem levar a disseminac¢do do virus nos bovinos desta faixa etaria.

Quanto ao percentual de entrada de animais a propriedades com taxas superiores a 10%
apresentaram 17,5 mais chances de possuir animais soropositivos para o BVDV. Resultado
semelhante foi observado por Mainar-Jaime et al. (2001), que relataram que propriedades que
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adquiriam fémeas adultas de outras unidades produtivas apresentavam 3,83 mais chances de
encontrar animais sororreagentes ao BVDV em seus rebanhos.

Apesar de parecer controverso, um percentual de saida de animais da propriedade maior
que 10% mostrou ser um fator de risco para a contaminag¢io por BVDV. As propriedades com este
percentual apresentaram 5,2 mais chances de disseminagao dos virus, quando comparadas a outras
propriedades. Isto se deve ao fato de que as propriedades avaliadas neste estudo ndo eram
consideradas “fechadas”, ou seja, aquelas em que ndo ocorre entrada de outros animais e/ou
aquelas em que a reposicido do plantel era realizada com animais da propria unidade produtora.
Desta forma, a saida de animais das propriedades avaliadas neste estudo se reflete posteriormente
na entrada de outros bovinos, possibilitando a circulaciao do agente na propriedade.

Tendo em vista a possibilidade de transmissado viral por contato direto ou indireto, neste
estudo, bovinos de propriedades onde havia o manejo de compartilhamento de pasto apresentavam
9,1 vezes mais chances de apresentarem-se soropositivos frente ao teste de diagnoéstico utilizado.
Resultados semelhantes foram observados por Luzzago et al. (2008), que constataram que este
manejo foi considerado como fator de risco em rebanhos na Italia, aumentando em 1,05 vezes as
chances de se obter animais soropositivos. Este tipo de manejo foi quase unanimidade nas
propriedades da regido Sudoeste do Estado do Parana (4/5), contribuindo para que os bovinos
desta regido tivessem 52 vezes mais chances de apresentarem-se soropositivos. Nas demais regides
do Estado do Parana analisadas neste trabalho, apenas uma das nove propriedades examinadas
realizava o manejo de compartilhamento de pasto entre vizinhos, o que pode ter contribuido para
considerar as demais regides como fator de prote¢do para a disseminacdo do BVDV nestas
propriedades.

Bovinos criados sobre o manejo semi-intensivo apresentaram 1,3 vezes mais chances de
serem sororreagentes para BVDV, o que pode ser justificado pelo fato de que nesse tipo de sistema
de criacdo o contato entre os animais é maior (Rebhun 2000). Quando ao sistema extensivo, este foi
considerado fator de protecdo para disseminacgao viral, contrariando os achados de Quincozes et al.
(2007) e Samara et al. (2004). No sistema extensivo os animais tem menor contato direto, pois
permanecem soltos no pasto durante todo o dia. O contato mais préoximo dos animais normalmente
s6 ocorre durante a ordenha, dificultado assim a disseminacéo viral.

0 procedimento de ndo reutilizacdo de luva de palpacao retal foi considerado como fator de
protecdo para disseminacdo viral. Uma vez que o BVDV pode permanecer viavel por dias ou
semanas no meio ambiente e em fomites, como luva de palpagdo retal, agulhas, seringas,
instrumentos cirurgicos (Flores 2007). A utilizagio de uma Uunica luva por animal é um
procedimento simples, e diminui consideravelmente o risco da contamina¢do com o virus BVDV
dentro dos rebanhos.

Com relagdo ao numero de animais nas propriedades, pode-se dizer que, em unidades
produtoras com nimero de bovinos menor ou igual a 50 animais, os bovinos tem 16,6 vezes mais
chances de ter estarem soropositivos para o BVDV. Isto provavelmente ocorreu pois nas
propriedades com esta caracteristica houve maior movimentacdo do rebanho (entrada/saida),
facilitando assim o contato com animais positivos e a introdu¢do do agente no rebanho. Esses
resultados diferem dos obtidos por Talafha et al. (2009), que observaram quanto maior o nimero
de animais no rebanho, maior foi a prevaléncia de animais sororreagentes, para estes autores a
maior densidade proporcionou maior contato entre os animais e disseminacao viral.

No presente estudo, area da propriedade menor ou igual a 25 hectares e de até 50 hectares
apresentaram-se como fator de protecdo na disseminac¢do do virus da BVDV nos rebanhos. Isso se
deve ao fato de que na maioria dessas propriedades (14/21) ndo adotaram o compartilhamento de
pasto entre vizinhos como manejo, caracteristica que foi considerada um fator de risco importante
por favorecer o aumento do nimero de animais positivos. Cabe ressaltar também que algumas
propriedades pertenciam as demais regides do Estado do Parani, area esta que foi considerada
também como fator protetor nesse estudo.

0 BVDV estid disseminado nos bovinos leiteiros da raga HPB do estado do Parana. As
medidas de controle sanitario devem ser tomadas para minimizar a disseminagio viral entre os
rebanhos, evitando assim perdas econdmicas para bovinocultura leiteira do estado.
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Legendas das Figuras
Fig.1. Localiza¢do geografica dos municipios participantes da pesquisa dentro do Estado do Parana.

Fig.2. Curva ROC demonstrativa da especificidade e sensibilidade do modelo de regressao logistica
elaborado para o BVDV.
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Os Quadros

Quadro 1. Distribuicido da coleta das amostras por regido amostral e por municipio coletado

Numero de ,
. Numero de
Regides Municipios Ic);?el?c?;::ﬁgi amostras coletadas
municipio por municipio
Sudoeste Francisco Beltrio 2 27
Marmeleiro 1 50
Renascenga 2 25
Oeste Cascavel 2 39
Terra Roxa 2 27
Centro- Carambef 2 63
Oriental Palmeira 2 116
Ponta Grossa 1 38
Pirai do Sul 3 112
Demais Bandeirantes 1 11
Regides Campina Grande do Sul 1 36
Icaraima 1 8
Ipora 1 31
Mangueirinha 1 27
Pinhais 1 40
Santo Antonio da Platina 2 38
Teixeira Soares 1 26
TOTAL 17 26 714

Quadro 2. Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV conforme os sistemas de

producio
Sistema de Produgao Ne de animais Ne de soropositivos Prevaléncia (%)
Extensivo 86 13 15,11a
Semi-Intensivo 527 158 30,000
Intensivo 101 85 84,15¢

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Qui-quadrado
(p<0,05)

Quadro 3. Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV conforme a idade dos bovinos

estudados
Idade (meses) N° de animais Ne de soropositivos Prevaléncia (%)
7a24 239 67 28,03
25a48 190 78 41,05P
>48 285 111 38,94

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Qui-quadrado
(p<0,05)
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Quadro 4. Prevaléncia de bovinos sororreagentes ao BVDV conforme o manejo

Tipo de Manejo N.° dg Ne de animais Prevaléncia
animais Sororreagentes (%)

Inseminacdo artificial Si~m oo4 247 37,29
Nio 50 9 18,000
e . Sim 584 248 42,462
Reutilizacdo de luva de palpacgado Nio 130 8 6,15
Compartilhamento de pasto com  Sim 187 81 43,312
vizinhos Nio 527 175 33,200

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Exato de Fisher
(p<0,05)

Quadro 5. Prevaléncia dos bovinos sororreagentes ao BVDV conforme as caracteristicas das
propriedades e a movimentacido de animais

Ne de Ne de animais

Variaveis . Prevaléncia (%)
animals Sororreagentes
" de amimais d <50 83 17 20,482
umero de animais da 51a100 459 115 25,05b
propriedade
>100 172 124 72,09¢
) _ <25 287 90 31,36
Area ‘g;e‘(’:‘t"gfergdade 26250 323 77 23,620
>50 104 89 63,57¢
<5% 360 99 25,000
Percentual de entradade “gooa 100 158 47 29,750
>10% 196 110 56,12¢
) <5% 63 5 7,93
Percentual de saidade  ggpa 100 74 19 25,67"
>10% 577 232 40,20

Variaveis seguidas de letras distintas sdo estatisticamente diferentes pelo teste Qui-quadrado
(p<0,05)
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Quadro 6. Coeficientes (valor) e Odds Ratio (OR) e respectivos intervalos de confianca para o

modelo de regressao logistica para o BVDV

Varidveis Valor PES;ZO Pr> Qui? OR (IC95%)
Intercepto 0,333 0,379 0,379
Centro Oriental 0,000 0,000
Regioes do Estado do Parand Qeste - -1,140 0,691 0,099 0,320 (0,083 - 1,240)
Demais Regides -1,979 0,437 <0,0001 0,138 (0,059 - 0,325)
Sudoeste 3,959 1,238 0,001 52,388 (4,629 - 592,873)
Intensivo 0,000 0,000
Sistema de producao Semi-intensivo 0,288 0,832 0,730 1,333 (0,261 - 6,815)
Extensivo -5,809 1,523 0,000 0,003 (0,000 - 0,059)
Numero de animais da >100 0,000 0,000
propriedade 51a100 2,069 0,763 0,007 7,915 (1,776 - 35,280)
<50 2,814 0,840 0,001 16,682 (3,218 -86,481)
Area da propriedade >0 0,000 0,000
(hectares) <25 -4,947 0,981 <0,0001 0,007 (0,001 -0,049)
26a50 -4,745 0,661 <0,0001 0,009 (0,002 -0,032)
7 a<24 0,000 0,000
Idade (meses) 25a48 1,145 0,319 0,000 3,144 (1,684 - 5,869)
>48 1,483 0,298 <0,0001 4,407 (2,456 - 7,906)
6% a 10% 0,000 0,000
Percentual de entrada de animais >10% 2,866 0,426 <0,0001 17,560 (7,613 -40,506)
<5% 0,064 0,618 0,917 1,066 (0,317 - 3,583)
6% a 10% 0,000 0,000
Percentual de saida de animais >10% 1,661 0,785 0,034 5,266 (1,131 - 24,507)
<5% -1,783 0,865 0,039 0,168 (3,751 - 22,310)
Reutiliza¢do luva de palpacdo Slfn 0,000 0,000
Nao -2,237 0,583 0,000 0,107 (0,034 - 0,334)
Compartilhamento de pasto com Nao 0,000 0,000
vizinhos Sim 2,214 0,455 <0,0001 9,148 (3,751 -22,310)
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Figura 1.

Curva ROC (AUC=0,889)
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ANEXOS

ANEXO | - APROVAGAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

INEN
4 UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 7N fmvz - un esp
unesp JULIO DE MESQUITA FILHO ; =

Faculdade de Medicing Veterinaria o 1

e Bol

ATESTADO

Atesto para os devidos fins, que o Projeto de Pesquisa
“Levantamento sorolégico de doencas respiratérias virais, em
bovinos da raca Holandesa Preta e Branca, criados no Estado
do Parana” Protocolo n° 220/2012-CEUA, de Daniella Sponchiado,
aluno(a) do Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria,
Doutorado, desta Faculdade, estd de acordo com os Principios Eticos
na Experimentagdo Animal e foi aprovado pela Comisséo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) desta Faculdade.

Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, em 14 de dezembro
de 2012.

OK
/ /
Profa.Ass.Dr2. Maria LQ ia Gomes Lourengo

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu
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ANEXO Il - QUESTIONARIO

Questionario epidemiologico aplicado durante as visitas as propriedades
utilizadas no projeto de pesquisa de “Prevaléncia dos principais virus
respiratorios em bovinos da raga holandesa, no Estado do Parana”

1. IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE

N° Nome:

Proprietario: Telefone:
Municipio:
Regido do estado:( )Sudoeste ( )Oeste ( )Centro-Oriental( ) Demais regides
2. QUAL O SISTEMA DE PRODUCAOQO?

( ) Extensiva ( )Semi-intensiva ( )Intensiva

3. NUMERO DE ANIMAIS?
()<50 ( )51a100 ( )>100

4. NUMERO DE ANIMAIS?
()<50 ( )51a100 ( )>100

5.  AREA EM HECTARES?
()<25 ()26a50 ( )>50

6.  LOTACAO DE BOVINOS POR HECTARE?
()s2()3 ()>3

7 REALIZA MONTA NATURAL?
( )Sim ( ) Nao

OBS:
8

(

. UTILIZA TECNICA DE INSEMINACAO ARTIFICIAL?
) Sim () Ndo

OBS:

9.  REUTILIZALUVA DE PALPACAO?
( )Sim ( )Nao

OBS:

10.  REUTILIZA AGULHAS E SERINGAS?
( )Sim ( )Nao

OBS:

11.  PARTICIPA DE FEIRAS OU EXPOSICOES?
( )Sim ( )No

OBS:
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12.  COMPARTILHA PASTO COM VIZINHOS?
( )Sim ( )Nao

13. OBS:
QUAL PERCENTUAL DE ENTRADA DE BOVINOS NA
PROPRIEDADE? (NOS ULTIMOS 6 MESES)

Numero absoluto:

()s5% ()6a10% ( )>10%

14. QUAL I?ERCENTUAL DE SAIDA DOS BOVINOS DA PROPRIEDADE?
(NOS ULTIMOS 6 MESES)
Numero absoluto:

()<5% ()6a10% ( )>10%

OBS: Perguntas 12 e 13 fazer regra de trés para obter a resposta em
percentual. Ex: se a propriedade tem 100 bovinos e nos ultimos 6 meses
entraram 10 animais, entdo ocorreu 10% de entrada de bovinos nessa
propriedade.




ANEXO Ill — Prevaléncia do Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), Virus da Parainfluenza-3
Bovina tipo 3 (bPIV-3) e Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) em bovinos da raga Holandesa variedade Preta e Branca de

propriedades da regidao Sudoeste do Parana.

o 0 BoHV-1 BVDV BPI3 BRSV
S T Eo
2. © “;‘; S 2 ™ %] ™~ %) > n 9 ™~
g 'g g‘g §§ )‘c>>‘t<j §§ *°<>§ §§ 2>Cé o8 Q?é
3 S <5 8% % 3 3% % 35S 8% % ERS 25 9 ERS
S S o6 g3 S g3 S g2 S g 3 S
, 8 1 12,5 4 0 0 - 0 0 - 5 62,5 4-32
Francisco
Beltao
2 19 11 57,9 16 -256 7 36,8 10-2560 19 100,0 32 -1024 18 94,7 2-128
Marmeleiro 3 50 1 2,0 4 3 6,0 20 - 320 38 76,0 4 -1024 44 88,0 4 - 256
4 16 8 50,0 4-512 10 62,5 80-5120 16 100,0 256-1024 15 93,7 2-1024
Renascencga
5 9 0 0 - 3 33,3 320-640 9 100,0 16 - 1024 9 100,0 2-32
Total 102 21 20,6 4-512 23 22,5 10-5120 82 80,4 4-1024 91 89,2 2-1024

*Titulo expresso como o inverso da diluicao
Min - minimo; Max - maximo



ANEXO IV - Prevaléncia do Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), Virus da Parainfluenza-3
Bovina tipo 3 (Bpiv-3) e Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) em bovinos da raga Holandesa variedade Preta e Branca de
propriedades da regido Oeste do Parana

0w BoHV-1 BVDV Bpi3 BRSV
o g Ea
= b - T = » = ® = ) =
g 'g g'g §§ *og §§ *og §.§ Qg gg Q‘g
S <Q S <Q S <Q S <Q S
6 14 0 0 ] 0 0 ] 4 286 64-512 14 1000  2-16
Terra Roxa
7 13 3 231 32-64 1 17 40 13 1000 16-1024 13 1000 4-64
8 10 7 700 64-512 1 100 5120 7 700 2-128 10 1000  8-512
Cascavel

9 29 27 931 16-1024 22 759 10-5120 29 1000 4—1o24 28 988  4-1024

Total 66 37 56,1 16-1024 24 36,4 10-5120 53 80,3 2-1024 65 98,5 2-1024

* Titulo expresso como o inverso da diluigdo; Min — minimo; Max — maximo



ANEXO V - Prevaléncia do Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), Virus da Parainfluenza-3
Bovina tipo 3 (bPIV-3) e Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) em bovinos da ragca Holandesa variedade Preta e Branca de
propriedades da regiao Centro Oriental do Parana

° " BoHV-1 BVDV bPI3 BRSV
o 3 g
% 8 ‘g e g4 = 0 o = 2 I = a9 X
g tt). E% 2s o8 g 03 Ly 03 g3 08
e = << ~s << ] << =35 £c =3
10 39 2 5,1 64 - 128 28 71,8 20-5120 39 100,0 4-1024 39 100,0 4-1024
Carambei
11 24 0 0 - 23 958 40-5120 20 83,3 2-1024 23 95,8 2 - 256
12 72 38 52,7 2-1024 20 27,8 20 -2560 41 56,9 4-1024 71 98,6 2-1024
Palmeira
13 44 1 2,3 1024 1 2,3 1280 35 79,5 2-512 41 93,2 2-64
14 33 0 0 - 31 939 40-5120 27 81,8 16 - 1024 33 100,0 2-64
Pirai do Sul 15 29 0 0 - 11 37,9 10-5120 29 100,0 4 -1024 26 89,6 2 -256
16 50 0 0 - 8 16,0 20 -2560 42 84,0 4 -1024 45 90,0 2-512

Ponta Grossa 17 38 18 47,4 8-1024 34 89,8 80-5120 37 97,4 32 - 1024 38 100,0 4-1024

Total 329 59 179 2-1024 156 474 10-5120 270 82,1 2-1024 316 96,0 2-1024

* Titulo expresso como o inverso da diluigdo; Min - minimo; Max - maximo



ANEXO VI - Prevaléncia do Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), Virus da Parainfluenza-3
Bovina tipo 3 (bPIV-3) e Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) em bovinos da ragca Holandesa variedade Preta e Branca de
propriedades das Demais Regides do Parana

o ® BoHV-1 BVDV bPI3 BRSV
9 T S
% § E 2 2} = 2} = 2} = n 9 =
g §T E3 £8 8 g8 8 &8 & g8 o8
S ¢ T8 8% % 3% &5 » 3% &% % 3% B3 % 3%
e = << S << S << S <Q S
Icaraima 18 8 0 0 - 7 875 80-5120 8  100,0 64-1024 8  100,0 2-1024
Pinhais 19 40 0 0 - 3 75 20-160 25 625  8-1024 35 875 2-128
Bandeirantes 20 11 10 909 4-128 10 90,9 40-5120 11  100,0 128-1024 11  100,0 8-512
21 2 7 318 8-512 12 545 40-2560 22 1000 32-1024 20 90,0 2-512
Santo Antonio
da Platina 22 16 13 812 2-256 9 562 80-5120 15 937 2-1024 16 1000 8-1024
Teixeira Soares 23 26 0 0 - 5 192 640-5120 25 961  64-1024 19 730  2-128
Mangueirinha 24 27 1 3,7 64 5 185 80-2560 26 963 64-1024 25 926  2-256
Campinha 25 36 9 250 32-1024 O 0 - 9 250  4-1024 31 86,1 2-64
Grande do Sul
Ipora 26 31 2 6,4 8-16 2 6,4 80 28 90,3  2-1024 31 1000 2-256
Total 217 42 194 2-1024 53 244 20-5120 169 778  2-1024 196 903  2-1024

* Titulo expresso como o inverso da dilui¢ao; Min - minimo; Max - maximo



ANEXO VII - Distribuicao das amostras sororreagentes ao teste de diagndstico de virusneutralizagdo conforme a variagdo dos
titulos de anticorpos contra Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) em bovinos de propriedades da
das regides Sudoeste, Oeste, Centro Oriental e Demais Regides do Estado do Parana.

. Propriedades da Regido Propriedades da Propriedades da Propriedades de
Virus Titulos de Sudoeste Regiado Oeste Regiao Centro Oriental Demais Regib6es
Anticorpos*
2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
2-8 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0 0 0 7 0 0 5 3 9 0 0 0 1
“;T 16 - 64 0 6 0 2 0 0 3 1 10 1 0 11 0 0 0 0 9 0 0 4 3 2 0 1 2 1
I
8 128 - 512 0 5 0 5 0 0 0 6 13 1 0 16 0 0 0 0 1 0 0 1 1 2 0 0 6 0
21024 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 0 2 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0
10 - 40 0 4 1 0 0 0 1 0 3 5 1 4 0 2 2 1 0 0 2 1 2 0 0 0 0 0
S 80 - 320 0 2 2 4 1 0 0 0 8 12 4 9 0 14 4 2 2 4 1 0 7 4 0 1 0 2
Q
z 640 - 1280 0 0 0 3 2 0 0 0 5 5 9 6 1 9 2 4 4 1 0 4 2 1 1 2 0 0
2 2560 0 1 0 3 0 0 0 1 6 6 9 1 0 6 3 1 28 2 0 5 1 4 4 2 0 0

* Titulo expresso como o inverso da diluigao
@BoHV-1: ndo reagente < 2
®BVDV: ndo reagente < 10



ANEXO VIII - Distribuicao das amostras sororreagentes ao teste de diagndstico de Virusneutralizagdo conforme a variagao dos
titulos de anticorpos contra os virus da Parainfluenza Bovina tipo 3 (Bpiv-3) e Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) em
bovinos de propriedades da Regidao Sudoeste, Oeste, Centro Oriental e Demais Regides do Estado do Parana.

Propriedades da Regido Propriedades da

Virus ) Sudoeste Regido Oeste Propriedades da Regido Centro Oriental Propriedades de Demais Regi6es
Titulos de
Anticorpos*
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26
2-8 0 0 6 0 0 0 0 5 3 2 1 4 8 0 1 2 0 0 2 0 0 1 0 0 3 3
% 16 — 64 0 3 4 0 1 2 8 1 4 11 11 21 13 4 2 7 3 2 7 0 3 1 3 3 2 7
3
Q 128 - 512 0 12 18 5 6 2 4 1 13 19 7 15 14 14 12 18 15 5 11 4 17 7 15 11 1 16
21024 0 4 10 11 2 0 1 0 9 7 1 1 0 9 14 15 19 1 5 7 2 6 7 12 3 2
2-8 4 7 14 8 5 13 8 2 9 9 11 29 35 23 8 17 6 5 19 2 6 3 8 19 25 14
% 16 — 64 1 10 26 3 4 1 5 6 13 23 10 20 6 10 15 22 22 2 14 5 7 5 9 5 6 15
x
Q 128 - 512 0 1 4 0 0 0 0 2 5 6 2 17 0 0 3 6 8 1 2 4 7 8 2 1 0 2

21024 0 o0 0 4 0 0 0 0 1 1 0 5 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

* Titulo expresso como o inverso da diluigdo
@ Bpiv-3: ndo reagente < 2
® BRSV: ndo reagente < 2



ANEXO IX — Resultado do questionario aplicado nas 26 propriedades estudadas divido em regides e municipios do Estado do Parana

» ® ® ) = 9 S 0 IS S b s 3 S
S 3 g 53 38¢ 528 g8 £3 £3% 5 = g2 Sos E%E ESE
i ~ 1 E <50 <25 <2 S S S S N S <5% >10%
° Francisco Beltao
u 2 E 51a100 26 a 50 <2 S S S N N S <5% >10%
§ Marmeleiro 3 E 51 a 100 26 a 50 <2 N S S S S S 6% a 10% >10%
a 4 Sl >100 <25 >3 S N N S N N <5% >10%
Renascenca
5 E 51a100 <25 3 N N N S S S >10% >10%
6 Sl <50 <25 <2 N S N S N N 6% a 10% >10%
o Terra Roxa - S S
- 7 Sl <50 <25 <2 N S N S N N <5% 6% a 10%
8 8 Sl <50 26 a 50 <2 S S S S N N <5% >10%
Cascavel
9 Sl >100 <25 >3 S S S S N S >10% >10%
i 10 | >100 >50 - S S N S S N 6% a 10% >10%
Carambei
3 11 | 51a100 >50 - S S N S S N >10% >10%
s ] 12 Sl 51a100 26 a 50 <2 S S S S N N <5% >10%
2 Palmeira
S 13 Sl 51a100 26 a 50 <2 N S S S N N <5% >10%
o 14 Sl 51a100 >50 <2 S S S S N N <5% >10%
S Pirai do Sul 15 Si 51a100 <25 <2 S S S S N N 6% a 10% >10%
© 16 Sl >100 26 a 50 3 S S S S S N <5% 6% a 10%
Ponta Grossa 17 | >100 26 a 50 S S N S S S >10% >10%
Icaraima 18 Sl >100 >50 <2 S S S S S S <5% >10%
Pinhais 19 Si 51a100 26 a 50 >3 S S S S S N <5% >10%
8 Bandeirantes 20 S| <50 <25 >3 S S S S N N <5% 6% a 10%
0
D . . 21 Si 51a100 <25 >3 S S S S S N >10% >10%
o Santo Antonio da Platina
@ 22 Sl 51a100 <25 >3 S S S S N N >10% >10%
g Teixeira Soares 23 Sl 51a 100 <25 >3 S S N S N S 6% a 10% >10%
8 Mangueirinha 24 Sl <50 <25 3 S S N S N N >10% <5%
Campinha Grande do Sul 25 Sl 51a 100 <25 >3 S S S S N N <5% <5%
Ipora 26 Sl 51a100 <25 >3 S S S N N N >10% >10%

E=Extensivo; Sl= Semi-Intensivo; I=Intensino; S=Sim; N=N&o; ha=hectare




