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EPIDEMIOLOGIA E PREVALENCIA DE INFECCOES PELO
VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV) EM SUINOS DE
CRIACOES NAO TECNIFICADAS

RESUMO - Os membros do género Pestivirus apresentam grande semelhanca
antigénica entre si. A reacdo soroldgica cruzada entre o Virus da Peste Suina
Classica (CSFV) e o Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) é de grande
importancia, e interfere em programas de erradicagdo da Peste Suina Classica
(PSC). Este trabalho teve como objetivos determinar a prevaléncia de anticorpos
anti-BVDV em suinos de criacfes nao tecnificadas, associar fatores de risco e
buscar  vinculos  epidemiolégicos  entre rebanhos  através do
geoprocessaemento. Para tal, 360 amostras de soro de suinos provenientes de
56 propriedades rurais da regido nordeste do Estado de S&o Paulo foram
submetidas ao teste de virusneutralizacao (VN) utilizando os genétipos BVDV-1
estirpe Singer e BVDV-2 estirpe VS253. Foram detectados 4,72% (17) de
amostras reagentes na VN, e 26,79% (15) rebanhos apresentaram pelo menos
um animal reagente. Nao foi possivel associar fatores de risco. O estimador de
intensidade de Kernel indicou areas de alto risco de ocorréncia da enfermidade
e, juntamente com a andlise de correspondéncia multipla apontou associacao
com a presenca de rebanhos de bovinos, quantidade mediana de leitdes e
rebanho suino mediano nas propriedades da regido. Ressalta-se a importancia
dos bovinos na ocorréncia de infec¢bes pelo BVDV em suinos, assim como a
problematica no diagnéstico e levantamento epidemioldgico para vigilancia de
PSC devido a presenca de anticorpos anti-BVDV nos animais.

Palavras-chave: Pestivirus, Doencas infecciosas, Virusneutralizacao, Kernel,
Peste Suina Classica



EPIDEMIOLOGY AND PREVALENCE OF BOVINE VIRAL
DIARRHEA VIRUS (BVDV) INFECTIONS IN SWINES OF NON-
TECHNIFIED REARING FARMS

ABSTRACT- The members of the Pestivirus gender have great antigenic
similarity. The serological cross-reaction between the Classical Swine Fever
Virus (CSFV) and the Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) usually interferes with
Classical Swine Fever (CSF) eradications programs. This study focused on
establishing the prevalence of antibodies for the BVDV in pigs of non-technified
rearing farms, associate risk factors and use geospatial analysis tools to correlate
positive herds. A set of 360 serum samples from 56 herds located in the
northeastern region of the state of S&o Paulo were analyzed by the
virusneutralization test (VN), using the genotypes BVDV-1 strain Singer and
BVDV-2 strain VS253. During the sample collection, a questionnaire was applied
to the farmers in order to obtain epidemiological information of the herd. 4,72%
(17) of the samples were positive in the VN and 26,79% (15) of the herds had at
least one positive animal. It was not possible to associate risk factors; however,
the variable “use of milk serum in the feed” showed a tendency to be associated
with the occurence of the disease. The Kernel intensity estimator showed three
high risk of occurence areas, which were associated with the presence of bovine
herds, medium quantity of piglets in the herd and medium size of total swine herd.
The results highlight the importance of bovines in the prevalence of swine BVDV
infections and the difficulties in diagnostic tests and CSF surveillance actions due
to the serological cross-reaction between BVDV and CSFV antibodies.

Keywords: Pestivirus, Infectious Diseases, Virusneutralization, Kernel,
Classical Swine Fever
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CAPITULO | - Consideracdes gerais

1. Introducéo

Dentre as enfermidades que acometem 0s sistemas de producdo podem ser
citadas as infeccdes virais causadas por agentes do género Pestivirus. Este género
possui quatro espécies: 0 virus da peste suina classica (CSFV), o virus da diarreia
viral bovina (BVDV-1 e BVDV-2) e o virus da doenca da fronteira dos ovinos (BDV).
As infecgBes pelos Pestivirus sdo de grande importancia nos animais de producéo,
causando perdas econémicas e produtivas importantes no mundo todo.

Recentemente tem-se dado grande atencao as infec¢des causadas por BVDV-
1 e BVDV-2 (Pestivirus de ruminante) em suinos, principalmente pelo fato de este tipo
de infeccdo apresentar sinais clinicos semelhantes a peste suina classica (PSC),
doenca de notificacdo obrigatoria e com sérias consequéncias para a suinocultura e
para a economia.

A semelhancga antigénica entre o BVDV e o CSFV, além da possibilidade de
infeccdo de suinos pelo BVDV, levanta a questéo, no sentido de saber se os métodos
laboratoriais empregados no controle do CSFV conseguem diferenciar a infeccdo por
cada um dos dois agentes etioldgicos. Por outro lado, a reacao cruzada entre o BVDV
e 0 CSFV pode ser um entrave para o diagndstico correto de ambas enfermidades.

As informacdes sobre a ocorréncia ou prevaléncia da infeccdo do BVDV em
suinos no Brasil sdo inexistentes, principalmente em rebanhos de baixa tecnificacdo
nos quais 0s animais séo criados em condicdes precarias de higiene, muitas vezes
sem cuidados basicos com a alimentacao e a saude.

Os prejuizos econdmicos causados pela infeccdo de suinos pelo BVDV
juntamente com a falta de dados sobre a ocorréncia e prevaléncia da enfermidade no
Brasil e a grande importancia que as reacdes cruzadas entre BVDV e o CSFV
apresentam, justificam trabalhos como este, visando fornecer maiores informacgodes
sobre a situacao atual do rebanho suino brasileiro e a epidemiologia de infec¢des pelo
BVDV para a eventual elaboracéo de programas de prevencado, controle ou mesmo

erradicacao.



2. Revisao de literatura

2.1. O género Pestivirus

O género Pestivirus, da familia Flaviviridae, € composto por patdgenos virais
de grande importancia econdmica para a producao animal no mundo inteiro (FLORES
et al., 1996). Podem ser citados como os principais o CSFV, BDV e o BVDV (VILCEK
et al., 1994). Os virus desse género foram nomeados de acordo com a espécie a qual
infectam preferencialmente (ASFOR et al.,, 2014) no entanto, alguns agentes
apresentam relativa facilidade para infectar hospedeiros de outras espécies
(MOENNIG, 1990).

Ademais, uma linhagem de células MDBK (“Madine Darby Bovine Kidney”)
mutante de laboratério chamada de CRIB-I e resistente a infeccdo pelo BVDV,
mostrou-se também resistente a infec¢do pelo BDV e CSFV, demonstrando que além
de provavelmente terem evoluido de um ancestral comum, 0os mecanismos de
infeccdo a nivel celular dos virus desse género em diferentes hospedeiros sdo 0s
mesmos (FLORES et al, 1996).

Os Pestivirus possuem duas proteinas exclusivas a NP° e E™ que os
diferenciam dos outros agentes da familia Flaviviridade (NEILL, 2013).
Morfologicamente analisando estes virus sao todos envelopados com diametro entre
25-120 nm e apresentam uma fita inica de RNA de polaridade positiva com extensao
de 12,3 kb e que codifica uma poliproteina com aproximadamente 4.000 aminoacidos
(MEYERS; THIEL, 1996; VANNIER; ALBINA, 1999).

Essa poliproteina é clivada, por proteases virais e da célula hospedeira, em 11
ou 12 polipeptideos, sendo eles denominados: proteina do capsideo (C), N-terminal
autoprotease (NP™), as proteinas do envelope (E™S, E1, E2, P7) e as proteinas nao
estruturais (NS2-3, NS4a, NS4b, NS5a e NS5b) (MEYERS; THIEL, 1996). A proteina
C do capsideo juntamente com as glicoproteinas do envelope E™S, E1, E2 sdo
consideradas proteinas estruturais dos virions desse género (KUMMERER et al.,
2000). A glicoproteina E2 do envelope viral esta diretamente relacionada na interagao

entre o0 virion e receptores da célula hospedeira, consequentemente possui 0S



principais epitopos reconhecidos pelo sistema imune do hospedeiro e os principais
indutores da producéo de anticorpos neutralizantes (ASFOR et al., 2014).

Dentre os virus do género Pestivirus cada espécie apresenta ainda variacdes
antigénicas. No caso do BVDV, analises filogenéticas baseadas na regidao 5 UTR e
do gene codificador da poliproteina p125 sugerem a existéncia de dois gendtipos o
BVDV-1 e BVDV-2. Ainda, foram relatadas diferencas na patogenia e na
antigenicidade entre esses genotipos sendo o BVDV-2 mais relacionado a forma mais
virulenta e hemorragica da enfermidade (RIDPATH et al., 1994).

Recentemente novo gendtipo foi isolado de soro fetal bovino proveniente do
Brasil e atualmente j& foi relatado no mundo inteiro sendo nomeado de Hobi-like
(BAUERMANN et al, 2013). Sua similaridade genética e antigénica ao BVDV- 1 e
BVDV-2 tem feito com que na literatura cientifica seja sugerido o uso do termo BVDV-
3 (SCHIRRMEIER et al., 2004; BAUERMANN et al, 2013). Quanto ao CSFV, ainda
nao foi relatado na literatura cientifica a presenca de diferentes genoétipos para essa
espécie.

Alguns virus, como o BVDV, possuem dois bi6tipos conhecidos: os citopaticos
(cp) e os nao citopéticos (ncp), sendo que a principal diferenca entre ambos esta na
capacidade de causar efeito citopatico (ecp) em células de tecidos ou de cultivo celular
infectadas (NAGAI et al., 2004).

Os virus ncp se replicam no interior das células hospedeiras sem causar
alteracdes morfoldgicas que levem a morte celular, ao contrario dos cp (KUMMERER
et al., 2000). Meyers e Thiel (1996) relataram ter encontrado a proteina NS3 e a NS2-
3 nas células infectadas por BVDV cp enquanto que nas infectadas pelo biétipo ncp
foi encontrada apenas a proteina NS2-3, indicando que a citopatogenicidade pode
estar relacionada a clivagem da proteina NS2-3 e a formac¢éo do subproduto NS3.

Os biotipos ncp do BVDV, mais comuns a campo, sao capazes de produzir
infeccéo persistente em fetos, quando estes sdo infectados entre 40 e 120 dias da
prenhez (FLORES; RIDPATH, 2007). Ja os bi6tipos cp, sdo considerados uma
mutacdo do bidtipo ncp e por isso sdo menos comuns na natureza (FLORES;
RIDPATH, 2007). N&o existem evidéncias que comprovem haver relacdo entre a
citopatogenicidade e a viruléncia, uma vez que estirpes ncp do BVDV, em geral,

causam a forma mais grave da enfermidade (RIDPATH et al., 2000).



2.2. Bases moleculares da semelhanca antigénica

Grande similaridade no genoma, alta homologia e reacéo cruzada sorolégica
frente a anticorpos monoclonais (MABs) indicam haver grande semelhanca entre os
Pestivirus (VAN RIJN, 2007) e levam a crer que todos tenham surgido de um mesmo
virus ancestral comum (MOENNIG; LIESS, 1990). Entretanto, a diversificacdo
genética dos virus do género Pestivirus € resultante do acumulo de mutacdes
derivadas de erros no processo de replicacdo do virus e da recombinacdo com outros
RNAs homologos ou heterélogos (NAGAI et al., 2004). A diferenca entre os genoétipos
1 e 2 do BVDV esta relacionada a uma sequéncia de 268 nucleotideos na porcéo 5’
UTR do RNA viral (Flores et al., 2000).

A glicoproteina E2 do envelope dos Pestivirus é a proteina dominante na
geracdo de resposta imune pelo hospedeiro e os anticorpos produzidos para esse
antigeno séo essenciais para testes diagndsticos e para imunidade induzida por
vacinas (JELSMA et al., 2013). Estudos a nivel molecular da glicoproteina E2 auxiliam
a desvendar a origem da reacao cruzada sorologica entre os virus desse género.
Jelsma et al. (2013) mostram que os dominios B/C da glicoproteina E2 do CSFV sao
anélogos a porcdo N-terminal do dominio A da glicoproteina E2 do BVDV, enquanto
a porcdo molecular Z2 deste ultimo é semelhante a parte do dominio D/A do CSFV,
provando que apesar de serem espécies diferentes a estrutura antigénica desses dois
exemplares de Pestivirus é semelhante.

De acordo com Sandvik (2005), a glicoproteina E2 do envelope € a principal
responsavel pela similaridade e diferenca antigénica entre os Pestivirus. Pesquisa
realizada por Flores et al. (2000) apontou que a origem das diferencas antigénicas
entre as estirpes e subgendtipos do BVDV esta relacionada com variacdes da
glicoproteina gp53/E2 do envelope viral. Apesar das informagdes serem relativamente
escassas, acredita-se existir grande semelhanca entre os sitios antigénicos do BVDV-
1, BVDV-2 e do CSFV (WEILAND et al., 1992).

Estudo baseado em reagdo cruzada que ocorre em provas de
virusneutralizacdo identificou seis diferentes grupos antigenicamente similares de
Pestivirus, sendo 0 mais importante o grupo | que abrange quatro estirpes de BVDV

isolados de bovinos e duas estirpes de BVDV isolados de suinos (DEKKER et al.,



1995). Ridpath et al. (2000) realizaram provas de virusneutraliza¢ao utilizando soros
hiperimunes produzidos para diferentes espécies de Pestivirus (BVDV-1, BVDV-2,
BDV e CSFV), e testaram cada um destes soros frentes as mesmas espécies,
constatando a ocorréncia de neutralizacao entre espécies heterdlogas com titulos de
até 1024 (soro anti-CSFV frente ao BVDV-1) e 512 (soro anti-CSFV frente ao BVDV-
2).

Pesquisa mais recente, e realizada in vivo, demonstrou que suinos infectados
pelo BVDV apresentaram resisténcia clinica a infeccdo por CSFV, nao se detectando,
também, a transmissdo deste Ultimo virus entre os animais do rebanho, devido a
ocorréncia de reacao sorologica cruzada (WIERINGA-JELSMA et. al., 2006). Ainda,
Mengeling et al. (1963a) mostraram que células de rim bovino infectadas com o BVDV,
em cultivo celular, apresentaram fluorescéncia quando colocadas em contato com
anticorpos anti-CSFV conjugados com fluoresceina, demonstrando mais uma vez a
semelhanca antigénica entre os virus desse género.

A reacao cruzada na sorologia também ocorre dentro de uma mesma espécie,
uma vez que ha evidéncias que animais imunizados com vacina para BVDV-1
apresentam anticorpos contra o BVDV-2 e o “Hobi-like”, porém em titulos baixos
(RIIDPATH et al., 2000; DECARO et al., 2013). Por outro lado, variagbes antigénicas
podem ocorrer dentro de um mesmo genoétipo (BVDV-1), uma vez que quando
testados frente a um soro hiperimune de ovino, as taxas de similaridade antigénica
(R) variaram de 1,1 a 50 entre os subgenétipos do BVDV-1 (ALPAY; YESILBAG,
2015).

2.2.1. Testes de diagnodsticos e reacfes soroldgicas cruzadas

Vilcek et al. (1994), colocam os exames laboratoriais como a chave principal
para se realizar o diagndstico das enfermidades causadas pelos Pestivirus, bem como
a diferenciacdo entre os agentes etiologicos desse género. Técnicas diagnodsticas que
detectam a presenca de anticorpos anti-BVDV no soro séo consideradas as mais
eficientes, mais rapidas e baratas para se identificar a exposicéo de animais ao virus
(GONZALEZ et al., 2014).



O teste de imunofluorescéncia direta (IFD) foi apontado como um dos principais
testes diagndésticos para a PSC, pois conseguiu identificar com facilidade células de
cultivo celular infectadas com CSFV, isolado de amostras de soro e sangue total de
suinos infectados (MENGELING et al., 1963b). Entretanto, suinos infectados pelo
BVDV podem apresentar resultado falso-positivo na IFD, sendo necessario o uso de
provas confirmatorias dispendiosas e demoradas uma vez que casos positivos de
PSC implicam no abate de todo o rebanho suino ressaltando a necessidade de
diferenciacéo entre esses dois tipos de infeccdo (WENSVOORT et al., 1989).

A reacédo de VN se baseia na identificagéo e quantificacéo, principalmente, de
anticorpos produzidos contra a glicoproteina do E2 do envelope (SANDVIK, 2005).
(SANDVIK, 2005). Essa técnica é considerada a prova de referéncia para diagnoéstico
da diarreia viral bovina (OIE, 2015) devido a uma série de vantagens que oferece
como: a capacidade de indicar a presenca e de quantificar anticorpos, a possibilidade
do uso de soro de diferentes espécies animais e a flexibilidade para o uso de
diferentes gendtipos/subgendtipos do BVDV no teste aumentando o poder diagndstico
(DUBOVI, 2013).

De acordo com Dubovi (2013), a possibilidade de usar-se soro de qualquer
espécie na VN é fundamental pois, como o BVDV infecta diversas espécies animais
além da bovina, ha a necessidade de um teste que possa ser realizado com diferentes
tipos de soro, o0 que € possivel na VN e a faz ser considerada a melhor prova para
diagnéstico da diarreia viral bovina. Na reacdo € essencial que o soro seja testado
utilizando os gendtipos BVDV-1 e BVDV- 2, uma vez que baixos titulos de anticorpos
para BVDV-2 podem néo ser detectados ao se realizar a VN com o BVDV-1 e vice-
versa (OIE, 2008). Quando realizado de acordo com os protocolos padrbes da OIE, a
VN é um teste muito sensivel e especifico (SANDVIK, 2005), apesar de esses valores
variarem entre laboratorios.

Os testes de ELISA para o diagndstico de PSC, foram desenvolvidos utilizando
MABs baseados na deteccdo de anticorpos produzidos para a glicoproteina E2. Em
testes realizados nas sete principais marcas comerciais a especificidade variou de
92% a 100% enquanto que a sensibilidade variou de 51% a 100%, ainda apenas trés
marcas conseguiram diferenciar anticorpos anti-BVDV e anticorpos anti- BDV de

anticorpos anti-CSFV nas amostras analisadas (Schroeder et al., 2012).



Relatos praticos de surtos de PSC a campo mostram que, quando usado como
principal teste de diagnostico, o ELISA teste apresentou de resultados falso-positivos
principalmente em amostras com baixo titulo de anticorpos (DE SMIT et al., 1999), em
ambos 0s casos foi necessario utilizar um segundo teste confirmatério aumentando o
tempo de acgéo para contencao do foco.

O uso de MABs tem se apresentado como uma possivel solugdo para evitar
reacdes cruzadas em testes soroldgicos. Ao se testar soros policlonais anti-CSFV
frente a 31 estirpes de BVDV e BDV, e 94 estirpes de CSFV todas foram reativas,
enguanto ao se usar MABs anti-CSFV né&o houve reacédo com as estirpes de BVDV e
BDV (WENSVOORT et al., 1989). Por outro lado, trabalho da mesma época afirma
gque MABS anti-BVDV foram reativos a 40% das estirpes de CSFV testadas, porém
MABS anti-CSFV ndo apresentaram reacao a nenhuma outra espécie de Pestivirus,
indicando uma possivel solucao para o diagnostico da PSC apesar de mais estudos
serem necessérios (CAY et al., 1989; EDWARDS et al., 1991).

2.3. Dinamica da infeccdo e resposta imune humoral do hospedeiro frente ao
BVDV

A presenca de anticorpos anti-BVDV, em bovinos, indica que houve exposi¢ao
prévia do animal aos antigenos do BVDV podendo este encontro ser resultante de
vacinacdo ou infeccdo natural (FLORES; RIDPATH, 2007). A infeccdo por BVDV
ocorre nos bovinos de duas formas: persistente e transiente, sendo a primeira
caracterizada pela imunotolerancia a estirpe viral infectante, enquanto na segunda ha
a inducdo normal da resposta imune especifica pelo hospedeiro (PETERHANS et al.,
2003).

Na infecgéo transiente, ndo ha imunotolerancia e ocorre inducéo de dois tipos
de resposta imune: a humoral (anticorpos) e a celular (células T), gerando imunidade
protetora, porém nao muito duradoura (PETERHANS et al., 2003; FULTON, 2013).
Tanto a resposta imune celular quanto a resposta imune humoral, geradas pelos
hospedeiros em casos de exposi¢cdo ao BVDV sao protetoras, sendo que a resposta

humoral é mais facilmente medida por testes diagnosticos (RIDPATH, 2013).



A resposta imune protetora se baseia no reconhecimento de dois principais
antigenos do BVDV. A glicoproteina E™ do envelope viral induz a produgédo de
anticorpos com atividade neutralizante limitada enquanto que a glicoproteina E2
também do envelope, é o principal antigeno indutor da producdo de anticorpos
especificos e de alta capacidade neutralizante (DONIS, 1995).

Em animais inoculados com a glicoproteina E2 ocorreu a inducéo de grandes
concentracfes de anticorpos neutralizantes. Esse antigeno, por consequéncia, é
utilizado em larga escala na producéao de vacinas (AGUIRREBURUALDE et al., 2013).
A proteina ndo estrutural NS2/3, clivada durante a replicagdo viral, é altamente
imunogénica em células infectadas levando a producdo de anticorpos que causam
reacdes cruzadas com outros Pestivirus (DEREGT et al., 1998; VILCEK, 2001).
Devido a proteinas ndo estruturais como a NS2/3 serem encontradas apenas em
situacbes em que hé replicacdo viral no organismo hospedeiro, imunidade para esta
proteina é encontrada, em grande parte dos casos, em infec¢cdes naturais ou em
vacinagdes com vacinas de virus vivo (GONZALEZ et al., 2014).

Em fémeas bovinas ndo prenhes e ndo imunes ocorre viremia transiente que
se inicia ao terceiro dia p6s infeccdo (PEDRERA et al., 2011). Todavia, a
soroconversdo em bovinos ocorre apenas entre duas e trés semanas pos-infeccéo
sendo que a concentracao de anticorpos tende a aumentar gradualmente até a 122
semana pos infeccdo (HOWARD et al., 1992; RIDPATH, 2013). Anticorpos induzidos
por vacinas contra o BVDV, em geral atingem concentraces maximas menores do
que quando induzidos por infec¢do natural, porém apresentam dinamica de producao
e meia vida semelhantes sendo detectados no soro por até 18 meses p0Os vacinacao
(CORTESE et al., 1998).

Em suinos, a infeccédo experimental de leitdes de oitos semanas de idade levou
a soroconversédo de todos animais entre 21 e 28 dias pos infeccdo (WIERINGA-
JELSMA et al., 2006). Em estudo de prevaléncia na Holanda utilizando a VN
detectaram-se titulos de anticorpos neutralizante de até 10.000, mostrando que
infeccdes pelo BVDV em suinos podem gerar concentracdes altas de anticorpos
(LOEFFEN et al., 2009). No entanto informagdes sobre a dindmica da infeccéo e a

cinética viral do BVYDV em suinos ainda sao bastante escassas na literatura cientifica.



2.4. Infeccao pelo BVDV em bovinos

O primeiro relato de uma infecg&o por Pestivirus em bovinos foi realizado por
pesquisadores da Universidade de Cornell (EUA) em 1946 (OLAFSON et. al., 1946).
Atualmente as infec¢des por BVDV em bovinos encontram-se distribuidas pelo mundo
todo, sendo a prevaléncia mundial estimada a nivel animal é de 50% a 90% (KRAMPS
et al., 1999). Na América do Norte a prevaléncia de anticorpos anti-BVDV encontrada
foi de 70% a 80% dos bovinos (FLORES et al., 2005). Estudos no Brasil indicam que
a prevaléncia da infeccdo em determinadas regides é alta: no sul do Estado de Minas
Gerais de 57,56%, no nordeste do Estado de S&o Paulo foi de 56,49% (SAMARA et
al., 2004), 54,11% em rebanhos bovinos no Estado de Goias (GUIMARAES et al.,
2000), 66,32% dos animais no Estado do Rio Grande do Sul (QUINCOZES et al.,
2007) e 61,3% na regido do municipio de Sanharé, interior de Pernambuco (ALMEIDA
et al., 2000).

Em bovinos, a manifestacdo clinica da infec¢cdo pode variar de acordo com
diversos fatores, tais como a cepa viral, o estado imune do hospedeiro e o estado
reprodutivo (RIDPATH, 2010). Em rebanhos onde a doenca € endémica os principais
sinais clinicos, e muitas vezes 0s Unicos observados, sdo as falhas reprodutivas, visto
que a enfermidade ocorre frequentemente na forma subclinica em animais adultos
(FLORES et al., 2005).

Os sinais clinicos mais comuns em animais nao prenhes séo: febre por volta
do sexto dia pds-infeccao, inapeténcia e lesdes nas mucosas (LINDBERG, 2003). J&
em animais prenhes foram relatadas perdas reprodutivas, abortos, mumificagao fetal,
malformacgBes, natimortos, nascimento de bezerros fracos e inviaveis além do
aumento das taxas de absorcdo embrionaria (BAKER, 1995). Em animais infectados
o virus é eliminado no ambiente por secrecdes orais, nasais, sémen, leite e fetos
abortados (FLORES; RIDPATH, 2007).

Bezerros nascidos de fémeas infectadas durante a prenhez sdo chamados
persistentemente infectados (PI), pois albergam o BVDV em seu organismo sem
apresentar sinais da doenca, esses animais podem manifestar uma forma fatal da
enfermidade chamada doenca das mucosas (DM), que cursa com anorexia, lesdes

erosivas no trato gastrointestinal, diarreia profusa e alta mortalidade (OIE, 2015).
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Pesquisa realizada no estado de Michigan, EUA, encontrou prevaléncia de
0,13% de animais Pl e 15% de rebanhos de leite com pelo menos um animal PI (HOUE
et al., 1995). Ja no Brasil, foi identificada uma prevaléncia de 1,2% de animais Pl em
rebanhos bovinos que apresentaram problemas reprodutivos (OLIVEIRA, 1996),
embora a prevaléncia desse tipo de infeccdo ser baixa, € suficiente para manter o
virus circulando nos rebanhos bovinos (BAKER, 1995).

2.5. Infeccdes pelo BVDV em suinos

Apesar da infeccdo por Pestivirus de ruminantes ndo se apresentar tdo
problematica quanto a infec¢cdo por CSFV, distinguir essas duas enfermidades pode
ser muito dificil clinicamente (PATON; DONE, 1994). Dessa forma, recentemente tem-
se dado grande atencdo as infec¢cdes causadas por Pestivirus de ruminantes (BVDV)
em suinos, principalmente pelo fato de tais infec¢cdes apresentarem sinais clinicos
muito semelhantes a PSC nos animais acometidos (MOENNIG; LIESS, 1990). O
primeiro relato do isolamento de Pestivirus de ruminantes em suinos naturalmente
infectados ocorreu no ano de 1973 (FERNELIUS, et. al., 1973).

As infec¢des por BVDV em suinos sdo, geralmente, assintomaticas, apesar de
em alguns casos terem sido relatados em animais adultos, problemas reprodutivos,
nascimento de leitbes fracos, aborto, mumificacdo fetal, hipertermia e cdlicas
intestinais (VANNIER; ALBINA, 1999; TAO et al., 2013). Em porcas prenhes, ha a
infeccdo transplacentaria que pode causar abortos, natimortos, nascimento de
leitegadas debilitadas, ma formacdes e até o nascimento de leitdes persistentemente
infectados (PATON; DONE, 1994; BECHER et. al.,2003).

Casos onde a infeccéo pelo BVDV induziu grande quantidade de lesdes em
suinos adultos sado causados por cepas virais com longo histérico de passagem e
infecgbes nesta espécie (TERPSTRA; WENSVOORT, 1988). Em leitbes, a infec¢ao
por BVDV apresenta como principais sinais clinicos anemia, retardo no
desenvolvimento, pelagem aspera, poliartrite, tremores congénitos, petéquias na pele,
diarreia, conjuntivite e cianose de extremidades (TERPSTRA; WENSVOORT, 1988).
Ainda assim, a infeccdo pos-natal de suinos por BVDV é considerada praticamente
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inofensiva, ao contrario das infec¢des pelo CSFV que acomete os rebanhos com alta
mortalidade (MOENNIG, 1990).

Na Inglaterra relatou-se um surto de morte subita em leitdes com sinais clinicos
semelhantes a PSC, porém ao isolar-se o agente etiolégico dos suinos percebeu-se
gue se tratava de uma infeccdo pelo BVDV, sendo que em seguida 0 mesmo agente
foi isolado de bovinos da mesma propriedade. O virus isolado mostrou-se igualmente
suscetivel a neutralizagcdo por anticorpos dos suinos e dos bovinos da mesma
propriedade (PATON et al., 1992).

A prevaléncia da infeccao de suinos por BVDV varia de acordo com as regides.
Em 11 provincias da China, pais possuidor do maior rebanho mundial de suinos, a
prevaléncia de animais positivos, dentre agueles que apresentaram alguma desordem
reprodutiva, em testes soroldgicos fica entre 20-30%, sendo o BVDV-1 o gendtipo
mais prevalente (DENG et al., 2012).

Na Holanda, a prevaléncia de casos positivos estimada foi em 0,42% nos
suinos de terminacédo, 2,5% nas porcas em idade reprodutivas e 11% dos rebanhos
(LOEFFEN et al., 2009). Dados mais antigos afirmam que em paises declarados livres
de PSC, a prevaléncia de suinos infectados por BVDV variava de 1,6% a 43,5%
(HOLM-JENSEN, 1985). Ja estudo realizado com rebanho sentinela de suinos no
estado de Ontario, Canad4, nao foi identificado nenhum animal positivo para BVDV
(O’'SULLIVAN et al., 2011). Nao foram encontrados dados de prevaléncia nem de
ocorréncia da infeccéo por BVDV em suinos no Brasil.

Estudos epidemioldgicos colocam os bovinos como hospedeiros preferénciais
para o BVDV e a principal fonte de infec¢do para os suinos e outros ruminantes
selvagens (VANNIER; ALBINA, 1999; RIDPATH, 2010). O contato direto com gado
em uma mesma propriedade é considerado o principal meio de transmissédo do BVDV
para suinos (VANNIER; ALBINA, 1999; MOENNIG; LIESS, 1990).

A transmissdo também pode ocorrer devido ao uso de leite de bovinos
infectados e outros derivados lacteos na alimentagdo de suinos, o uso de vacinas
contra PSC contaminadas e através de fomites (CARBREY et. al., 1976; TERPSTRA,;
WENSVOORT, 1988). Ao contrario do que se acreditava anteriormente, a transmissao
também ocorre de suino para suino, poréem de forma limitada (WIERINGA-JELSMA
et. al., 2006).
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Entretanto, Deng et al. (2012) afirmam que a prevaléncia do BVDV em
rebanhos suinos esta intimamente ligada com a prevaléncia da enfermidade em
rebanhos bovinos. Corroborando assim, as conclusées de Loeffen et al., (2009) e
O’Sullivan et. al., (2011), que atribuem a baixa prevaléncia de BVDV em rebanhos
suinos, nas suas respectivas regifes, a alta especializacdo da agropecuéaria que
ocasionou a diminui¢éo de propriedades produtoras com mais de uma espécie animal,

reduzindo assim o contato entre bovinos e suinos.

2.6. ImplicacOes praticas em programas de erradicacdo de PSC

A PSC é uma enfermidade de notificacdo obrigatoria segundo a OIE, uma vez
gue sua ocorréncia leva a graves consequéncias ao bem-estar animal, a suinocultura
e a exportacdo desses animais e seus produtos (BRASIL, 2004a). Trata-se de uma
doenca de alta mortalidade e morbidade cuja gravidade muitas vezes se estende além
das fronteiras nacionais trazendo prejuizos socioecondmicos e/ou sanitarios que
dificultam ou impossibilitam o comércio internacional de suinos e seus subprodutos
(BRASIL, 2004a).

No Brasil a PSC é uma enfermidade passivel da aplicacdo de medidas de
defesa sanitaria animal, sendo que os animais infectados tém obrigatoriamente que
ser sacrificados (BRASIL, 1934). A Instrucao Normativa N° 27 de 20 de abril de 2004,
aprova o plano de contingéncia da PSC a ser aplicado em todo territério nacional,
estabelecendo todas as a¢c0es a serem adotadas para vigilancia e contencao de focos
(BRASIL, 2004a).

Sao considerados pelo Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA) como areas livres de PSC os estados brasileiros: Acre, Bahia, Distrito Federal,
Espirito Santo, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio
de Janeiro, Rio Grande do Sul, Rondbnia, Santa Catarina, S&o Paulo, Sergipe,
Tocantins e os Municipios de Guajara, Boca do Acre, sul do municipio de Canutama
e sudoeste do municipio de Labrea, pertencentes ao Estado do Amazonas (BRASIL,
2013). No ano de 1998 ocorreu campanha de vacinacdo em massa de suinos no
Estado de S&o Paulo, e desde entdo néo foi identificado mais nenhum foco dessa



13

enfermidade no estado, por consequéncia ndo ha mais vacinacdo nos rebanhos desde
esse ano (BERSANO et al., 2005).

Ainda dentro do Programa de Sanidade Suidea (PNSS), para a certificacdo de
Granjas de Reprodutores Suideos Certificada (GRSC) o rebanho precisa ser livre de
PSC, para isso é necessario realizar provas sorologicas a cada seis meses de todos
animais ou amostragem em caso de rebanho grandes (BRASIL, 2002). A vacinagao
para PSC é proibida em todo territério nacional, sendo permitida apenas em casos
especificos em que ha grande risco de disseminacdo das doencas, sendo necessaria
autorizagdo do de autoridade sanitaria (BRASIL, 2004b).

Devido a grande similaridade na estrutura antigénica entre os agentes
etiologicos da PSC e da BVD, ha possibilidade de ocorrer reacfes cruzadas em testes
sorologicos. Sendo assim, a presenca de anticorpos anti-BVDV no soro de suinos
pode levar a resultados falso positivos em exames sorolégicos para o diagnéstico de
PSC, o que em termos préaticos causa problemas em programas de erradicacdo de
PSC ou mesmo em levantamentos epidemioldgicos dessa enfermidade (LOEFFEN et
al., 2009; TAO et al., 2013).

Apesar de proibida no Brasil (BRASIL, 2004b), a vacinacdo € uma estratégia
muito utilizada em programas de controle e erradicacdo de PSC, porém estudo mostra
que a presenca de anticorpos anti-BVDV nos rebanhos devido a infec¢do prévia dos
animais reduziria a eficacia da vacina de PSC (VAN RIJN ,2007), reduzindo a
efetividade dos programas de controle e erradicacao.

Os focos de PSC em territério nacional devem ser considerados como
emergéncia sanitaria. Esta Ultima se define como o conjunto de a¢cfes sanitarias com
o objetivo de impedir a disseminacao da enfermidade para outros rebanhos e erradica-
lo com em menor tempo e menor custo possivel (BRASIL, 2004a). Segundo De Smitt
et al. (1999), em programas de erradicacdo muitas vezes a dificuldade em se obter
um diagndstico exato pode levar a demora na tomada de decisdes o0 que leva a maior
disseminacgdo da doenca e maior perda econdmica, o que dificulta o cumprimento dos
requisitos de emergéncia sanitaria.

A presenca de anticorpos anti-BVDV nos rebanhos suinos da Holanda dificultou
o controle e diagndstico de animais positivos durante um surto de PSC nos anos 1990

devido a ocorréncia de falso-positivo (DE SMITT et al., 1999). Como a principal
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medida frente a casos positivos de PSC é o abate dos animais implicando em
prejuizos ao produtor, um diagnostico correto € de extrema importancia nas atividades
de controle e erradicacdo (WENSVOORT et al., 1989).
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CAPITULO Il - Epidemiologia e prevaléncia de infeccdes pelo virus da diarreia
viral bovina (BVDV) em suinos de criag6es nao tecnificadas na
regido nordeste do Estado de Séo Paulo.

1. Introducéao

O género Pestivirus da familia Flaviviridae, € composto por patdégenos virais de
grande importancia econémica para a producao animal no mundo inteiro (Flores et al.,
1996), sdo considerados de maior importancia o virus da Peste Suina Classica
(CSFV), o virus da Border Disease (BDV) e o virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV)
(Vilcek et al., 1994). Os integrantes desse género foram nomeados de acordo com a
espécie que preferencialmente infectam (Asfor et al., 2014), apesar de relatos de
infeccbes cruzadas serem comuns (Liess e Moennig, 1990).

Similaridade genbémica, alta homologia e reacdo cruzada sorolégica na
presenca de anticorpos monoclonais indicam a existéncia de grande semelhanca
entre os Pestivirus (Van Rijn, 2007) e levam a crer em uma origem comum para todas
as espécies desse género (Liess e Moennig, 1990). A diversificacdo genética dos
integrantes do género Pestivirus € resultante de mutacdes derivadas de erros na
replicacdo e da recombinacdo com material genético de outros virus (Nagai et al.,
2008).

A glicoproteina E2 do envelope dos Pestivirus € responsavel pela interacao do
virion com os receptores da célula hospedeira, sendo o principal antigeno indutor da
producdo de anticorpos em uma infeccéo (Asfor et al., 2014). Jelsma et al. (2013)
mostram que os dominios B/C da glicoproteina E2 do CSFV sdo analogos a porcao
N-terminal do dominio A da E2 do BVDV, enquanto a por¢cdo molecular Z2 deste ultimo
é semelhante a parte do dominio D/A do CSFV, logo, apesar de serem espécies
diferentes, a estrutura antigénica desses agentes € semelhante. Em estudo realizado
in vivo, suinos infectados pelo BVDV apresentaram imunidade protetora suficiente
para impedir a infeccdo pelo CSFV nestes animais (Wieringa-Jelsma et al., 2006).

Ha na literatura relato de variacbes antigénicas dentro das espécies desse
género (Becher et al., 2003). Para o BVDV, analises filogenéticas apontam a

existéncia de dois genotipos (BVDV-1 e BVDV-2), com diferencas na patogenia e
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antigenicidade (Ridpath et al., 1994). Um novo genoétipo do BVDV, isolado
primeiramente no Brasil, ja foi relatado no mundo inteiro, sendo nomeado de Hobi-like
(Bauermann et al., 2013) e nao oficialmente de BVDV-3.

A reacdo cruzada na sorologia também ocorre dentro dos gendtipos, pois
animais imunizados com vacina utilizando BVDV-1 apresentaram anticorpos
reagentes ao BVDV-2 e o Hobi-like (Ridpath et al., 2010; Decaro et al., 2013).
Entretanto, variacbes na estrutura antigénica dentro de um mesmo genotipo sao
relatadas, estirpes de BVDV-1 quando testados frente a um soro hiperimune de ovino,
as taxas de similaridade antigénica variaram de 1,1 a 50 entre 0os subgendétipos do
BVDV-1 (Alpay e Yesilbag, 2015).

Anticorpos anti-BVDV no soro de suinos levam a resultados falso-positivos em
exames soroldgicos para o diagnostico de PSC dificultando programas de erradicacéo
ou levantamentos epidemiol6gicos (Loeffen et al., 2009; Tao et al., 2013). A ocorréncia
desses resultados cria a necessidade da realizagao de provas complementares para
se confirmar o diagnéstico, implicando em uma demora maior na tomada de decisdes
frente ao possivel foco, bem como aumenta os custos financeira inerentes aos
programas de vigilancia (De Smitt et al., 1999).

Como a principal medida frente a casos positivos de PSC é o abate dos animais
implicando prejuizos ao produtor, um diagnostico correto € de extrema importancia
nas atividades de controle e erradicacdo (Wensvoort et al., 1989).

No Brasil, a PSC é uma enfermidade passivel da aplicacdo de medidas de
defesa sanitaria animal, e os animais infectados sao obrigatoriamente sacrificados
(Brasil, 1934). O Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
considera como area livre da doenca 14 estados brasileiros e o DF, abrangendo a
maior parte do territério nacional (Brasil, 2013). A Gltima campanha de vacinag¢do em
massa de suinos no Estado de S&o Paulo foi em 1998 e desde entdo nao foi
identificado mais nenhum foco de PSC no estado ndo havendo mais vacinagao nos
rebanhos paulistas desde entdo (Bersano et al., 2005).

A virusneutralizacdo (VN) é a prova de referéncia para diagnéstico da diarreia
viral bovina (BVD) (OIE, 2015). A possibilidade do uso de soro de qualquer espécie
animal na VN é de grande valia pois, como o0 BVDV infecta outras espécies, além da

bovina, ha a necessidade de utilizar um teste que possa ser realizado com diferentes
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tipos de soro o que é possivel na VN (Dubovi, 2013). Para realizar o diagnostico o
soro deve ser testado frente aos genoétipos BVDV-1 e BVDV- 2, uma vez que baixos
titulos de anticorpos para BVDV-2 podem nao ser detectados na VN com o BVDV-1,
e vice-versa (OIE, 2015).

Na Holanda, a prevaléncia de animais infectados foi de 0,42% nos suinos de
terminagéo, 2,5% nas porcas em idade reprodutiva e 11% dos rebanhos (Loeffen et
al., 2009). Paises livres de PSC, a prevaléncia de suinos infectados por BVDV pode
variar de 1,6% a 43,5% (Holm-Jensen, 1985). Ja em estudo realizado com rebanho
sentinela de suinos no estado de Ontario, Canadé, néo foi identificado nenhum animal
positivo para BVDV (O’Sullivan et al., 2011). N&ao foram encontrados dados de
prevaléncia nem de ocorréncia da infeccéo por BVDV em suinos no Brasil.

Estudos epidemiolégicos colocam os bovinos como os principais hospedeiros
do BVDV e a principal fonte de infeccdo para os suinos (Vannier e Albina, 1999;
Ridpath, 2010). O contato direto com gado € considerado a principal via de
transmissdo do BVDV para suinos (Liess e Moennig, 1990; Vannier e Albina, 1999).
Deng et al. (2012) afirmam que a prevaléncia de infec¢des pelo BVDV em rebanhos
suinos esta intimamente ligada com a prevaléncia da enfermidade em rebanhos
bovinos.

Devido aos prejuizos causados pela infec¢do de suinos pelo BVDV juntamente
com a falta de dados sobre a ocorréncia e prevaléncia da enfermidade no Brasil e a
importancia das reacdes cruzadas entre o BVDV e o CSFV nos testes diagndsticos,
este estudo teve como objetivo determinar a prevaléncia de anticorpos anti-BVDV e
fatores de risco a infeccédo por BVDV-1 e BVDV-2 em cria¢des de suinos, bem como

identificar por geoprocessamento areas de alto risco de ocorréncia da enfermidade.

2. Materiais e métodos

2.1. Amostragem e coleta do material

Amostras de sangue de 360 suinos, provenientes de 56 rebanhos em

propriedades diferentes, foram coletadas durante os anos de 2014 e 2015, em 11

municipios da regido nordeste do Estado de S&o Paulo. A amostragem néao foi
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probabilistica, sendo que a inclusédo das propriedades no estudo ocorreu por adesao
voluntaria dos proprietérios. O Unico critério para a participacdo no estudo foi a baixa
tecnificacdo da criacao.

Em rebanhos com até cinco animais eram coletadas amostras de todos
animais, ja em rebanhos maiores colhiam-se amostras de 10% dos animais, que
nesse caso, eram selecionados de forma aleatoria e abrangendo todas as idades
presentes no rebanho. O sangue era coletado por puncdo na veia jugular e
transportado resfriado dentro de caixas térmicas com gelo reciclavel até o local de
andlise.

Para que a prevaléncia nas amostras fosse representativa da populagéo foi

estimado um tamanho de amostra de 346 animais usando a férmula:

(Thrusfield, 2010)

Em que: n = tamanho da amostra, Z = o desvio padrédo normal, p = prevaléncia
esperada da enfermidade, q = 1 — p; e d = erro maximo admitido. Foi considerada
prevaléncia esperada da doenca de 6%, com base no valor de 5,34% encontrado por
Gatto (2015), e admitindo um erro maximo de 2,5%. O valor obtido (n) foi corrigido

(nc) para o tamanho da populacéo (N), por meio da férmula abaixo:

nxN
n+N

nc =

(Thrusfield, 2010)

O valor da populagéo suina considerado para o calculo foi de 4100 animais
(Séo Paulo, 2008). Foram coletadas aproximadamente 5% a mais de amostras caso

fosse necessario o0 descarte devido a ocorréncia de reagao citotoxica do soro.
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2.2. Fatores de risco

Para a andlise de fator de risco foram utilizados dados epidemioldgicos relativos
aos 56 rebanhos amostrados, uma vez que as variaveis investigadas estavam
relacionadas ao manejo do rebanho inteiro e ndo dos animais individualmente.

As informacdes epidemiologicas de cada rebanho eram obtidas através de
entrevista com o proprietario no momento da coleta. O questionario abordava
variaveis que poderiam estar envolvidas na ocorréncia da infec¢cdo, como:

e A presenca de ruminantes na propriedade ou nas proximidades

e A ocorréncia de problemas reprodutivos em bovinos, caprinos, ovinos e
suinos da propriedade ou em propriedades proximas

e O uso de soro de leite de ruminantes ou derivados na alimentagao dos
suinos

e Compra de bovinos, suinos, caprinos ou ovinos nos ultimos 6 meses

e Uso de vacinas em suinos

e Vacinacao dos bovinos para BVD

¢ O mesmo funcionario faz o trato dos ruminantes e dos suinos

As informacdes foram tabuladas para posterior andlise estatistica visando associacéo

com ocorréncia da infec¢éo pelo BVDV em suinos.

2.3. Teste de virusneutralizacéo

A deteccdo de anticorpos anti-BVDV no soro foi realizada utilizando-se a
técnica de VN. A realizacdo da técnica, bem como a interpretacao dos resultados, foi
feita de acordo com o Manual of Diagnostic Tests and Vaccines for Terrestrial Animals
(OIE, 2015), utilizando células da linhagem MDBK (Madine Darby Bovine Kidney). As
amostras foram testadas, separadamente, frente a duas estirpes citopatogénicas: a
Singer (BVDV-1) e a VS253 (BVDV-2), em uma concentracdo de 100 TCIDso (“50%
Tissue culture infective dose”). Cada soro foi testado em quatro repeticbes com
diluicdes seriadas entre 1:10 e 1:5120. Foram consideradas positivas as amostras em
qgue houve neutralizacdo total das 100 TCIDso em diluigdo maior que 1/10 e o titulos

de anticorpos considerados foram a reciproca da maior diluicio em que ocorreu
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neutralizagédo total da dose viral. O titulo final considerado era obtido pela média

geomeétrica dos titulos observados nas quatro repeticdes de uma mesma amostra.

2.4. Andlise por geoprocessamento

As coordenadas geogréficas dos rebanhos foram aferidas por aparelho tipo
GPS, modelo GPSMAP® 60Cx, marca Garmin no Sistema Geodésico Sul-Americano
(SAD 69). A latitude e longitude eram anotadas, no formato hh°mm’ss.s” e convertidas
quando necessario para o formato UTM. As coordenadas, de rebanhos com pelo
menos um animal positivo, foram submetidas a analise pelo estimador de intensidade

Kernel, utilizando o Software Terraview® versao 4.2.2. O estimador de Intensidade
Kernel ir(s)é utilizado para efeitos de primeira ordem e € calculado pela formula:

19=3 32(1— ﬂj

hi<t TTT

(Bailey e Gatrell, 1995)

Na qual s representa uma localizacdo em uma regido R e hirepresenta cada
distancia entre uma localizacao s e as localizacdes vizinhas s;. O conjunto de todos
0s pontos que contribuem no calculo do estimador de Kernel € um circulo de raio 7
com centro em s. Para se interpretar o mapa gerado, as informacdes relativas ao
tamanho dos rebanhos (suinos e de outras espécies), das propriedades foram
utilizadas para a analise de correspondéncia multipla, método de analise estatistica

exploratdria multivariada.

2.5. Andlise dos dados

O intervalo de confiangca (95%) foi calculado para os valores de prevaléncia
obtidos, de acordo com a metodologia de Thrusfield (2010). Para o estudo da
associacdo entre a presenca de infecfes e os possiveis fatores de risco a unidade
considerada foi rebanho (56), sendo que foi considerado positivo os rebanhos onde

havia pelo menos um animal infectado. Para se detectar associacdes significativas
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entre as variaveis e a presencga da infeccdo pelo BVDV utilizou-se o teste exato de
Fisher a 95% de significancia e foi feito o calculo da razdo das chances (OR) com o
respectivo intervalo a 95% de confianca.

As variaveis continuas: tamanho do rebanho bovino, tamanho do rebanho suino
total, quantidade de matrizes, quantidade de leitbes total, quantidade de cachacos,
tamanho do rebanho caprino e tamanho do rebanho ovino das propriedades foram
categorizadas em rebanho pequeno, rebanho médio e rebanho grande com base nas
respectivas médias de cabecas por rebanho de cada espécie. Em seguida essas
variaveis foram submetidas a analise de correspondéncia mdultipla para se identificar
associacdes ou similaridades entre as categorias analisadas, para tal foi utilizado o
software Statistica® versdo 7. As associacdes foram detectadas através da analise

dos valores de residuos obtidos.

4. Resultados e Discussao

3.1. Prevaléncia

Das 360 amostras de soro suinos, 17 (4,72%, IC 95%: 2,97%-7,43%) foram
reagentes ao BVDV na VN, sendo sete (1,94%, 1C95%: 0,95%-3,96%) reagentes ao
BVDV-1 e 11 (3,06%, IC 95%: 1,71%-5,39%) reagentes ao BVDV-2. Em relacdo aos
rebanhos 15 (26,79%, IC 95%: 15,19%-38,38%) apresentaram pelo menos um animal
positivo a qualquer um dos genatipos. As frequéncias dos titulos obtidos na VN pelas

amostras positivas sao apresentadas na figura 1.
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Frequéncia (valor absoluto)
o = N w S (9] [e)] ~ (o] [(o]
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Figura 1. Histograma contendo a frequéncia, em valor absoluto, dos titulos apresentados pelas 17
amostras positivas na VN com BVDV-1 Singer e BVDV-2 VS253.

Uma amostra foi reativa frente a ambos genétipos, obtendo titulos de 640 frente
ao BVDV-1 e 80 para o BVDV-2 devido a reacéo cruzada. Nesse sentido, a grande
semelhanca antigénica e genética entre os Pestivirus é reconhecida como a
explicacdo para a reatividade soroldgica cruzada, entre os membros desse género,
relatada por diversos autores na literatura cientifica (Wensvoort et al., 1989; Van Rijn,
2007; Jelsma et al., 2013).

A prevaléncia encontrada neste estudo difere de Loeffen et al. (2009), que em
pesquisa realizada na Holanda encontrou prevaléncia de 2,5% para porcas e 0,42%
para animais de terminacdo. Com relacdo a prevaléncia por rebanhos, 11% das
propriedades apresentaram positividade nas porcas contra 3,2% que apresentaram
positividade nos leitdes de terminacéao.

A Holanda possui desde 1997 programa de controle oficial de BVD em
rebanhos bovinos com base na certificacdo voluntaria (Mars e Maanen, 2005). Ap6s
15 anos do inicio, os niveis de prevaléncia da enfermidade eram de 13% em gado de
leite e 21% em gado de corte (Duijn et al., 2013). A principal fonte de infeccéo de
BVDV para suinos sao os ruminantes (Vannier e Albina, 1999; Ridpath, 2010) por

consequéncia, a prevaléncia em rebanhos bovinos esta intimamente relacionada com
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a presenca de infec¢bes e influencia na prevaléncia da enfermidade em suinos
(Loeffen et al., 2009; O’Sullivan et al., 2011; Deng et al., 2012).

No Brasil, a prevaléncia de BVD em rebanhos bovinos na mesma regiao deste
presente estudo, foi de 56,49% (Samara et al., 2004), o que pode ter acarretado nos
maiores valores de prevaléncia da enfermidade em suinos da regido quando
comparados com o0s encontrados por Loeffen et al. (2009) na Holanda, onde a
prevaléncia da doenca em bovinos é menor.

Pesquisa realizada no Canada, ndo identificou nenhum suino positivo para
BVDV apesar da enfermidade ocorrer normalmente em rebanhos bovinos (Taylor et
al., 1995; OIE, 2015), pois a regido de coleta das amostras apresenta fazendas de
criacao animal especializada com ampla adocao de procedimentos de biosseguranca,
indicando que a ocorréncia de infec¢des pelo BVDV em suinos pode estar diretamente
relacionada a auséncia dessas praticas (O’Sullivan et al., 2011).

Todas as propriedades visitadas no presente estudo possuiam baixo nivel de
tecnificacdo, producdo pouco especializada e auséncia de praticas de biosseguranca.
Em muitas delas era possivel observar criacdo conjunta de suinos com bovinos,
pratica de manejo considerada predisponente para a ocorréncia de infec¢bes pelo
BVDV em suinos (Vannier e Albina, 1999; Liess e Moennig,1990) podendo explicar os
maiores valores de prevaléncia encontrados por este estudo.

A maior prevaléncia de anticorpos anti-BVDV-2 nos suinos, pode estar
relacionada com a prevaléncia dos genoétipos nos rebanhos bovinos. Apesar de o
BVDV-1 ja ter sido isolado com maior frequéncia, indicando ser mais prevalente no
rebanho bovino brasileiro (Flores et al., 2000; Flores et al., 2005), estudo realizado no
Estado do Rio Grande do Sul (RS) apresenta prevaléncia ligeiramente maior para o
BVDV-2 (13,2%) do que para o BVDV-1 (10%) (Flores et al., 2000), demonstrando
essa tendéncia pode se inverter em algumas regioes.

Sendo assim na regido abordada por este estudo € possivel que a prevaléncia
de infeccdes pelo BVDV-2 seja maior, refletindo em um maior valor de prevaléncia de
anticorpos anti-BVDV-2 (3,06%) encontrado nos suinos deste estudo, uma vez que
estes ultimos infectam principalmente pelo contato com o gado infectado (Liess e
Moennig, 1990; Vannier e Albina, 1999; Ridpath, 2010).
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A presenca de anticorpos anti-BVDV no soro de suinos pode levar a resultados
falso positivos em exames soroldgicos para o diagnéstico de PSC, o que em termos
praticos causa problemas em programas de erradicacdo de PSC ou mesmo em
levantamentos epidemioldgicos dessa enfermidade (De Smitt et al., 1999; Loeffen et
al., 2009; Tao et al., 2013).

3.2. Andlise de Fator de Risco

N&o houve associacao significativa de nenhuma das variaveis investigadas
com a presenca da infeccao pelo BVDV. Este resultado é atribuido a diversos fatores.
Primeiramente por este estudo utilizar como critério de pré-selecao propriedades com
baixo nivel de tecnificacdo, muitas delas apresentavam caracteristicas semelhantes,
gue juntamente com uma prevaléncia baixa da enfermidade podem ter impedido a
associacao de fatores de risco. Os resultados sédo apresentados na tabelal.

Ainda, o nimero de rebanhos amostrados (56) juntamente com a baixa
prevaléncia da enfermidade (4,72%) pode também ter dificultado a analise. Uma
amostra maior de rebanhos seria necessaria na busca pela associacao de fatores de
risco a ocorréncia de infecgdes pelo BVDV.

Outra possibilidade que sempre € necessario considerar € que nenhuma das
variaveis investigadas esteja predispondo os animais expostos a infeccao. Porém,
estudo semelhante chegou a resultados mais conclusivos apontando alguns fatores
de risco como a presenca de rebanhos bovinos e de pequenos ruminantes a um raio
de 3 km do rebanho suino (Loeffen et al., 2009).

A variavel “uso de soro de leite na alimentacdo dos animais” apresentou baixo
valor p (0,1334). Apesar de ndo ser possivel afirmar que ha associacéo significativa
entre esta pratica de manejo e a presenca de infec¢do nos suinos, pode ser que exista
uma propenséo desta variavel se confirmar como um fator de risco.

O fornecimento do soro de leite de bovinos para suinos como € comumente
apontado como um dos principais meios de transmissédo do BVDV entre as espécies
(Stewart et al., 1971; Terpstra e Wensvoort, 1988), uma vez que ha a eliminacéo de
alta quantidade de particulas virais no leite de bovinos infectados a ponto de a

deteccdo de antigenos virais em amostras de leite ser amplamente utilizada para
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ruminantes, por programas de controle da

enfermidade em outros paises (Lindberg, 2003; Mars e Maanen, 2005; Fulton, 2013).

Tabela 1. Analise univariada dos fatores de risco para a ocorréncia de infecgéo pelo BVDV e respectivos valores
apresentados da razdo das chances (OR) a 95% de confianca e p obtido pelo Teste Exato de Fisher

bicaudal (p<0,05).

Rebanhos
Rebanhos expostos a Valor de P
Variaveis investigadas expostos a variavel e com OR (IC 95%) (Fisher bicaudal)
variavel (%) casos
positivos
Presencga ruminantes na . )
propriedade 44 (78,57%) 15 1,125 (0,26-4,87) 1,00
Criacao de bovinos leiteiros 23 (41,07%) 5 0,64 (0,19-2,20) 05510
Comprabovinos nos tiimos 613 (23,219¢) 3 0,775 (0,18-3,31) 1,00
Compra caprinos e ovinos nos 5 (8,93%) 1 0,66 (0,07-6,43) 1,00
tltimos 6 meses
%‘;’:&ra suinos nos ultimos 6 22 (39,29%) 6 1,04 (0,31-3,49) 1,00
Presenca de ruminantes de
bovinos em propriedades 47 (83,93%) 14 3,39 (0,39-29,75) 0,4184
vizinhas
Presenca de caprinos ou/e
ovinos em propriedades 29 (51,79%) 7 0,76 (0,23-2,47) 0,7655
vizinhas
Ocorréncia de problemas 15 (26,78%) 2 0,33 (0,07 - 1,69) 0,3064
reprodutivos em suinos
e R 8 (14,28%) 1 0,35 (0,04-3,09) 0,4276
reprodutivos em ruminantes
Ocorréncia de problemas
reprodutivos em animais de 4 (7,14%) 1 0,90 (0,09-9,44) 1,00
propriedades vizinhas
Uso de soro de leite na racao 27 (48,21%) 10 2,82 (0,82-9,76) 0,1334
Mesmo funcionario tratando 44 (78,57%) 13 2,10 (0,40-10,92) 0,4809
ruminantes e suinos
Alecage_lo de vacina para BVD 5 (8,93%) 0,00 0,303
nos bovinos
Aplicacdo de vacina em suinos 6 (10,71%) 0,00 0,1769

3.3. Andlise pelo geoprocessamento (estimador de intensidade de Kernel)

Por meio da avaliacdo visual do mapa gerado pelo estimador de intensidade de

Kernel (figura 2), nota-se a existéncia de trés regibes com risco diferenciado de

ocorréncia da infec¢do pelo BVDV em suinos.

Area 1 — Na parte superior direita do mapa contendo parte dos municipios de

Tailva, Taiagu, Jaboticabal, Monte Alto e Taquaritinga.
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Area 2 - Parte inferior direita abrangendo os municipios de Motuca, Guariba e
Pradopolis.
Area 3 — Parte inferior esquerda com os municipios de Ibitinga, Borborema e

Itapolis.
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Figura 2. Mapa dos municipios com todas propriedades amostradas apresentando a distribuicéo de
casos positivos feita pelo estimador de intensidade de Kernel.

A analise de correspondéncia multipla apresentou valor do qui-quadrado geral
do teste de 1463,57 (p < 0,0001) indicando a existéncia de associacdes entre as
categorias analisadas. Pela analise dos residuos obtidos para cada associa¢éo entre
variaveis, foram identificadas associacdes fortes (p < 0,05) entre a ocorréncia de
infeccdo pelo BVDV-2 em suinos e a presenca de rebanhos bovinos grandes (com
mais de 16 cabecas) na propriedade (valor do residuo: 2,00), associacdo moderada
(p<0,15) entre a ocorréncia de infec¢des pelo BVDV-1 e a presenca de rebanho de
leitbes medianos (de 21 a 40 cabecas; valor do residuo: 1,86310) e associacao forte
(p < 0,05) entre rebanhos com quantidade mediana de leitbes e rebanho suino total
mediano (de 26 a 50 cabecas; valor de residuo = 3,78037).

Como os rebanhos com quantidade mediana de leitbes apresentaram

associacdo moderada (p<0,15) com a ocorréncia da infeccéo pelo BVDV-1, pode-se
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sugerir que rebanhos suinos totais medianos também influenciem na ocorréncia deste
tipo de infecgéo.

Mapas de distribuicdo das propriedades que possuiam quantidade mediana de
leitdes (Figura 3), rebanhos bovinos grandes e rebanhos com total de suinos mediano

foram gerados e analisados pelo estimador de intensidade de Kernel.
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Figura 3. Mapa da regido amostrada do estado de S&o Paulo no ano de 2015, apresentando a distribuicio dos
rebanhos de leitbes de 21 a 40 cabecas, gerado a partir do estimador de intensidade de Kernel.

Por comparacao visual notou-se coincidéncia entre as areas de alta frequéncia
de rebanhos bovinos grandes e as areas 1 e 3 de alto risco de ocorréncia da
enfermidade da figura 2, bem como semelhanca entre area de alta frequéncia de
rebanhos de leitdes medianos (Figura 3) e de rebanhos suino total mediano com a
area 1 de alto risco de ocorréncia de infec¢cdes pelo BVDV nos suinos.

Bovinos sdo apontados como os principais hospedeiros do BVDV (Vannier e
Albina, 1999; Ridpath, 2010; Tao et al., 2013) e a principal fonte de infec¢ao para os
suinos, sendo o0 contato entre estes animais 0 meio de transmissdo mais comum da
enfermidade (Terpstra e Wensvoort, 1988; Liess e Moennig, 1990; Vannier e Albina,
1999; Wieringa-Jelsma et al., 2006), ainda a regido estudada apresenta alta

prevaléncia de BVD nos rebanhos bovinos (Samara et al., 2004; Dias et al., 2011),
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fator determinante da prevaléncia de infeccbes por BVDV em suinos (Deng et al.,
2012).

A alta frequéncia dos rebanhos bovinos grandes (com mais de 16 cabecas)
podem estar influenciando o risco de ocorréncia de infeccdo pelo BVDV em suinos
nas areas 1 e 3 da figura 1. Ja o rebanho de leitbes mediano e o rebanho suino total
mediano também estéo envolvidos pois garantem a presenca do suino em densidade
grande o suficiente para que haja contato com bovinos e outros ruminantes infectados,
ja que rebanho grandes geralmente estdo em propriedades que adotam préticas de
manejo com mais biosseguranca evitando o contato e a ocorréncia de infeccdes pelo
BVDV nesses rebanhos.

A area 2 (figura 2) é apontada como area de risco moderado de ocorréncia de
infeccbes pelo BVDV em suinos. Esta area é caracterizada pela presenca de
propriedades pequenas, proximas fisicamente uma das outras existindo pouca ou
nenhuma separacao fisica entre elas.

Nesse contexto, a transmissdo do BVDV para os suinos pode ter sido
influenciada pela proximidade fisica com rebanhos bovinos infectados. A transmissao
do BVDV pelo ar, apesar de ser improvavel, ja foi relatada entre animais mantidos
fisicamente proximos, principalmente na presenca de bezerros persistentemente
infectados (PI) pelo BVDV (Lindberg e Alenius, 1999; Niskanen e Lindberg, 2003).
Sendo assim, a ocorréncia da enfermidade nessa regido pode estar relacionada a

proximidade fisica entre 0s suinos e os rebanhos bovinos com animais PI.

5. Conclusdes

Anticorpos anti-BVDV foram detectados em rebanhos de suinos de criacdes néo
tecnificadas, a presenca de infeccbes nesses animais esta relacionada com a alta
prevaléncia de BVD nos rebanhos bovinos da regido e poderia dificultar o diagnéstico
e levantamentos sorolégicos em programas de erradicacdo de PSC.

N&o foi possivel associar nenhum fator e risco a ocorréncia de infecces pelo
BVDV em suinos devido ao numero de rebanhos amostrados, a baixa prevaléncia de

infeccdes e a semelhanca entre as propriedades incluidas no estudo.
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As é&reas apontadas como de alto risco de ocorréncia da enfermidade estédo
relacionadas a presenca de rebanhos suino medianos e rebanhos bovinos,
destacando os bovinos como principal fonte de infeccdo do BVDV para suinos e a

influéncia do tamanho do rebanho suino na epidemiologia dessa enfermidade.
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Figura 1A. Mapa da regido amostrada apresentando a distribuigéo das propriedades com quantidade
de bovinos considerada de mediana a alta (mais de 16 cabecas) gerado a partir do
estimador de intensidade de Kernel.
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Figura 2A. Mapa da regifo amostrada apresentando a distribui¢io das propriedades com rebanho
suino total considerado de mediano (entre 25 e 50 cabecas) gerado a partir do estimador
de intensidade de Kernel.



3.A. Questionario epidemioldgico

1. INFORMAGOES DA PROPRIEDADE
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Nome da propriedade:

Cadigo da propriedade no estudo:

Nome do proprietario:

Telefone(s) de contato (DDD + nimero)

Enderecgo: Municipio/UF
1.8 Coordenadas geogréficas Altitude: Data da colheita das amostras
/ /
Grau Minuto Segundos Grau Minuto Segundos
Latitude (S) Longitude (W)
2. COMPOSICAO DO REBANHO DE SUINOS
SUINOS:
. LeitGes Leitdes Leitdes .
Matrizes Cachagos maternidade cheche terminacédo Total:
3. INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS
Possui RUMINANTE (bovino, caprino ou ovino) na propriedade: ( ) NAO ( ) SIM -
Discriminar a quantidade:
Bovinos Ovinos Caprinos
Questionamentos NAO | SIM

Possui criacao de bovinos leiteiros?

Fez aquisicdo de bovinos nos ultimos 6 meses ?

Fez aquisicdo de caprinos ou ovinos nos Ultimos 6 meses ?

Fez aquisi¢do de suinos nos dltimos 6 meses ?

Existem bovinos em propriedades vizinhas (até 3km de raio)?

Existem caprinos e ovinos em propriedades vizinhas (até 3km de raio)?

Ocorreram problemas reprodutivos nos suinos nos ultimos 6 meses?

Ocorreram problemas reprodutivos em bovinos, caprinos ou ovinos nos ultimos 6 meses?

propriedades vizinhas?

Sabe se ocorreram problemas reprodutivos em suinos e/ou em bovinos, caprinos e ovinos nas

Utiliza-se leite cru ou algum derivado de leite na alimentac¢@o dos suinos?

A pessoa que trata dos suinos também faz o trato de outros animais (ruminantes)?

Os bovinos séo vacinados contra Diarreia Viral Bovina (BVD) ?

Os suinos sdo vacinados ? Quais vacinas:




