Medicina Veterindria (UFRPE) ISSN 1809-4678

Soroprevaléncia e fatores de risco associados ao herpesvirus bovino tipo 1 e ocorréncia da
infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina em vacas leiteiras no estado de Pernambuco

[Seroprevalence and risk factors for bovine herpesvirus type 1 and occurrence of bovine viral
diarrhea virus infections in dairy cows in Pernambuco]

“Artigo Cientifico/Scientific Article”

Bruno Pajed e Silva*, Larice Bruna Ferreira Soares?, Allison Alves de Macédo?,
Janior Mario Baltazar de Oliveiral, Breno Bezerra Aragéo®, Sérgio Alves do Nascimento?,
José Wilton Pinheiro Junior?!

!Departamento de Medicina Veterinaria, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife-PE, Brasil.

2Departamento de Medicina Veterinaria, Unidade Académica de Garanhuns, Universidade Federal Rural de Pernambuco,
Garanhuns-PE, Brasil.

*Autor para correspondéncia/Corresponding author: E-mail: bruno_pajeu@hotmail.com

Resumo

Objetivou-se, com este estudo, determinar a soroprevaléncia para a infeccdo pelo herpesvirus bovino tipo 1
(HVB-1) e virus da diarreia viral bovina (VDVB-1) e identificar os fatores de risco associados a infecgdo
HVB-1 em vacas leiteiras na bacia leiteira do estado de Pernambuco. Foram analisadas 358 amostras de soro
sanguineo provenientes de vacas leiteiras em idade reprodutiva, ndo vacinados para os referidos agentes,
procedentes de 18 propriedades, distribuidas em seis municipios na microrregido do Vale do Ipanema,
Pernambuco. Para o diagndstico sorologico foi utilizada a técnica de virusneutralizagdo. A ocorréncia de
anticorpos anti-HVB-1 em bovinos foi 52,8% (188/356), enquanto que para VDVB-1 foi 99,4% (355/357).
Observou-se uma variagao da ocorréncia de anticorpos, por propriedade, de 5 a 90,9% para HVB-1 e 93,5 a
100% para VDVB-1, destacando-se que 100% das propriedades possuiam ao menos um animal positivo para
as duas infeccOes. Os fatores de risco associados a infeccdo por HVB-1 foram: compartilhamento de pastos
(OR = 2,9; p = 0,004); ndo utilizacdo de inseminacdo artificial (OR = 2,3; p < 0,001); ndo realizacdo de
transferéncia de embriGes (OR = 13,6; p < 0,001); aquisi¢do de animais destinados a reproducéo (OR =4,2; p
< 0,001); reposicdo de animais da mesma regido (OR = 3,0; p = 0,001) e fetos abortados deixados no pasto
(OR=4,0; p < 0,001). E possivel concluir que a infecgdo por ambos os agentes esté distribuida nos bovinos da
area do estudo, sendo necessaria a implementacdo de medidas preventivas a partir dos fatores de risco
identificados no presente estudo.
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Abstract

This study aimed to determine the seroprevalence and risk factors for bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) and
the occurrence of bovine viral diarrhea virus (BVDV-1) infections in dairy cows in the dairy basins of
Pernambuco. A total of 358 blood serum samples from non-vaccinated dairy cows from 18 farms, distributed
in six municipalities in Vale do Ipanema, Pernambuco, were analyzed. For the serological diagnosis, the virus
neutralization technique was used. The occurrences of anti-BoHV-1 and anti-BVDV-1 antibodies in cattle
were 52.8% (188/356) and 99.4% (355/357), respectively. The ranges of occurrence of anti-BoHV-1 and anti-
BVDV-1 antibodies were 5%-90.9% and 93.5%-100%, respectively, with 100% of the farms having at least
one animal positive for both infections. Risk factors for BoHV-1 infection were pasture sharing (odds ratio
[OR] =2.9; p =0.004), no use of artificial insemination (OR = 2.3; p <0.001), no embryo transfer (OR = 13.6;
p <0.001), acquisition of breeding animals (OR = 4.2; p <0.001), replacement of animals from the same region
(OR = 3.0; p = 0.001), and aborted fetuses left in the pasture (OR = 4.0; p < 0.001). The findings suggested
the presence of both viral infections in the cattle in the study area. Therefore, implementation of preventive
measures based on the risk factors identified in the present study is necessary.
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Introducéo

A rinotraqueite infecciosa bovina (RIB),
causada pelo herpesvirus bovino tipo 1 (HVB-1), e
a diarreia viral bovina (DVB), causada pelo virus
da diarreia viral bovina (VDVB-1), séo
enfermidades virais altamente  contagiosas,
amplamente distribuidas em bovinos em diversas
partes do mundo (Baker, 1995; Nandi et al., 2009;
Romero-Salas et al., 2013; Sayers et al., 2015).

A prevaléncia média da infec¢éo por HVB-1
no Brasil, entre 2000 a 2015, foi 55,28%, variando
de 17,5% (Oliveira et al., 2015) a 84,5% (Holz et
al., 2009), enquanto que a ocorréncia da infeccéo
pelo VDVB-1 em rebanhos bovinos nacionais varia
entre 14,6% (Ribeiro et al., 1987) e 72,6% (Castro
et al., 1993), ficando a prevaléncia geral em torno
de 65,6% (Chaves et al., 2012).

Os prejuizos ocasionados pelo
alphaherpesvirus bovino tipo 1, no tocante aos
aspectos reprodutivos, estdo associados a surtos de
abortos e infertilidade devido a vulvovaginite
pustular infecciosa (VPI) em fémeas e
balanopostite pustular infecciosa (BPI) nos machos
(Muylkens et al., 2007; Nandi et al., 2009). Da
mesma forma, dependendo do tipo de isolado
presente na populacdo, a infeccdo pelo VDVB-1
pode ocasionar desde infeccBes inaparentes ou
sinais clinicos brandos (Evans et al., 2016) a
ocorréncia de severas perdas reprodutivas, como
abortos, natimortos, morte precoce dos bezerros,
assim como 0 nascimento de animais
persistentemente infectados (PI) (Grooms, 2004).
Em um estudo realizado por Kirkbride (1992),
foram examinados 8.962 fetos provenientes de
abortos, dentre os quais 948 (10,58%) foram
atribuidos a agentes virais, sendo 485 (51,1%)
desses atribuidos a0 HVB-1 e 407 (42,3%) ao
VDVB-1, o que evidencia a importancia desses
virus no tocante as falhas reprodutivas,
especificamente o aborto.

Tendo em vista 0s impactos reprodutivos
causados pelo HBV-1 e VDVB-1 a bovinocultura
leiteira e a falta de informacdes desses agentes na
regido estudada — onde a atividade leiteira tem forte
apelo econdmico, social e cultural —, objetivou-se
com este estudo determinar a prevaléncia do HVB-
1 e VDVB-1 e os principais fatores de risco
associados a infec¢do pelo HVB-1.

Material e Métodos

O estudo foi realizado na Microrregido do
Vale do Ipanema, com uma érea de 5.456 Km?,
localizada entre as coordenadas S 8°24°00,0° —

9°21°60,0 e W 37°33°60,0”” — 36°43°20,0". A
microrregido, considerada a bacia leiteira do estado
de Pernambuco, é composta por seis municipios:
Aguas Belas, Buique, Itaiba, Pedra, Tupanatinga e
Venturosa (BRASIL, 2015).

Para compor a amostra do estudo foi
considerada uma populacéo de bovinos leiteiros de
87.094 cabecas (BRASIL, 2015) e uma prevaléncia
esperada de 79,5% (Silva et al., 2015) para HVB-
1, e de 65,6% (Chaves et al., 2012) para VDVB,
com intervalo de confianga de 95% e erro
estatistico de 5%, o que forneceu uma amostragem
minima de 250 e 346 animais para HVB-1 e
VDVB-1, respectivamente (Thrusfield, 2004). O
nimero de animais por propriedade foi
determinado considerando o nimero de vacas em
idade reprodutiva, utilizando o0s parametros
supracitados.

Foram coletadas 358 amostras de vacas com
idade igual ou superior a 24 meses entre o periodo
de dezembro de 2015 a fevereiro de 2016, ndo
vacinadas para RBI ou DVB, distribuidas em 18
propriedades nos seis municipios.

As amostras de sangue, destinadas a
sorologia, foram coletadas por meio de
venopuncao da coccigea com agulhas descartaveis
em tubos com vécuos previamente identificados. O
soro foi separado do sangue total por centrifugacédo
a 900 x g por 15 minutos e acondicionados em
microtubos plasticos a -20°C para posterior
andlise.

Foram processadas 358 amostras por meio
da técnica de virusneutralizacdo como descrito e
preconizado pela OIE (2012). As amostras de soro
foram inativadas em banho maria a 56°C durante
30 minutos, e, em seguida, distribuidas em
microplacas de 96 pogos em duplicata para
realizacdo da técnica nas diluigcdes de 1:2 e 1:4. O
teste foi realizado em células de linhagem continua
Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) cultivadas
em meio essencial minimo MEM, suplementado
com soro fetal bovino 2%.

Como antigeno, foram utilizadas uma
amostra de HVB-1 cepa Los Angeles e uma de
VDVB-1 cepa NADL, ambas provenientes da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, na
dose infectante de 100 TCIDsp por pogo.

As amostras formam distribuidas nas
microplacas juntamente com 0s respectivos virus —
HVB-1 e VDVB previamente titulados — e
incubadas para posteriormente receberem as
celulas MDBK, sendo mantidas em estufa a 37°C e
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tensdo de CO; a 5%, de acordo com o preconizado
pela OIE (2012). As placas foram avaliadas a cada
24 horas e o resultado final foi emitido
transcorridas 72 horas para 0 HVB-1 e 96 horas
para o VDVB-1.

Foram realizados controles positivos e
negativos do virus e das células, respectivamente,
em cada microplaca, sendo avaliados os efeitos
citopaticos dos controles antes da leitura das
amostras em placa. Foi realizada para todos os
testes de virusneutralizagdo uma retrotitulacdo
viral para verificagéo e validacdo das provas.

As amostras consideradas positivas para a
presenga de anticorpos foram aquelas que
apresentaram inibicdo da lise celular na dilui¢éo de
1:4, sendo descartadas as amostras que
apresentaram efeito citotéxico no cultivo celular.
Perfazendo um total de 356 amostras validas para
anticorpos anti-HVB-1 e 357 para anticorpos anti-
VDVB-1.

Para o estudo dos fatores de risco foi
utilizado um questionario investigativo
epidemioldgico constituido de perguntas objetivas,
relativas as informagdes sobre tipo de producéo,
sistema de manejo, status sanitario do rebanho e
manejo reprodutivo.

Para identificar os possiveis fatores de risco
associados a infeccdo, realizou-se uma analise
univariada das variaveis de interesse pelo teste qui-
guadrado de Pearson ou exato de Fisher.
Posteriormente, foi realizada uma analise de
regressdo logistica considerando como variavel
dependente a virusneutralizagdo (positivo ou
negativo). As varidveis independentes ou
explanatérias consideradas no modelo foram
aquelas que apresentaram significancia estatistica
<0,20. Essa probabilidade foi estipulada para que
possiveis fatores de risco do evento ndo fossem
excluidos da andlise (Hosmer e Lemeshow, 1989).

Considerou-se como fatores de risco no modelo
final as varidveis que apresentaram valor de
p<0,05. O Epilnfo™ 7 foi utilizado para a execugdo
dos célculos estatisticos e o nivel de significancia
adotado foi de 5%.

Foi realizada uma escala de ocorréncia de
acordo com os percentis da pesquisa de anticorpos
anti-HVB-1 e anti-VDVB-1, utilizando o programa
Epilnfo™ 7, classificando as propriedades como de
baixa ocorréncia para aquelas que apresentaram
valor menor que 43,4%; média ocorréncia com
valores entre 43,4-80,3% e alta ocorréncia com
valores acima de 80,3%.

Resultados

A ocorréncia de anticorpos anti-HVB-1 em
bovinos foi 52,8% (188/356) e para anticorpos anti-
VDVB-1 foi 99,44% (355/357). Em relacdo ao
nimero de animais positivos por propriedades,
observou-se uma variacdo da ocorréncia de
anticorpos anti-HVB-1 de 5 a 90,9%, enquanto que
a variacdo de anticorpos anti-VDVB-1 foi 93,7 a
100%. Destaca-se que 100% das propriedades
possuiam ao menos um animal positivo tanto para
anticorpos anti-HVB-1 quanto para anti-VDVB-1
(Figura 1).

Somente quatro propriedades, dentre as 18
amostradas, foram classificadas como sendo de
baixa ocorréncia de anticorpos anti-HVB-1, com
valores variando de 5 a 37,5%. Dez propriedades
foram classificadas como de média ocorréncia,
cujos valores variaram desde 45,4% ao limite de
80%. As demais quatro propriedades, apresentaram
valores altos, variando de 81,5% a 90,9%, sendo
classificadas como de alta ocorréncia. Com relagao
ao VDVB-1, constatou-se uma positividade acima
de 93,7%, sendo que das 18 propriedades, 16
apresentaram positividade de 100% (Figura 1).
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Figura 1. Ocorréncia de vacas positivas para anticorpos anti-BVDV-1 e anti-BoHV-1 por propriedade na microrregido do
Vale do Ipanema, estado de Pernambuco, no periodo de dezembro de 2015 a fevereiro de 2016.
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A andlise dos fatores de risco associados a
infeccdo pelo HVB-1 esté disposta na Tabela 1.
Foram  considerados  fatores de  risco:
compartilhamento de pastagem; néo utilizagdo de
inseminagdo  artificial; ndo realizacdo de
transferéncia de embrides; aquisicdo e venda de
animais destinados a reproducdo; reposicdo de

animais da mesma regido e fetos abortados
deixados no pasto.

Em decorréncia do elevado percentual de
animais positivos para anticorpos anti-VDVB-1,
ndo foi possivel a classificacdo das propriedades
por valores de ocorréncia.

Tabela 1. Analise de fatores de risco associados a infecgao pelo BoHV-1 em bovinos da microrregido do
Vale do Ipanema, estado de Pernambuco, de dezembro de 2015 a fevereiro de 2016.

Regresséo
Sorologia logistica OR
Variaveis N Positiva Valor p (1.C. 95%) Valor p
Manejo Produtivo

Sistema de criagdo Semi- 333 176 (52,8%) 0,949"

intensivo

Extensivo 23 12 (52,2%)
Criagdo de Sim 207 106 (51,2%) 0,475®W
caprinos/ovinos
Aluguel de pastagens Sim 207 109 (52,6%) 0,946"

Néo 149 79 (53,0%)

Pastagem Sim 64  47(734%)  <0,001®™ 2,9 (1,6-5,4) 0,004*
compartilhada Néo 292 141 (48,3%) *
Ordenha mecéanica Sim 187 94 (50,3%) 0,313"W
Néo 169 94 (55,6%)
Importa animais de Sim 175 98 (56,0%) 0,236
outros rebanhos Né&o 181 90 (49,7%)

Reposi¢éo de animais Sim 278 131 (47,1%)
57 (73,1%)

da mesma regido Né&o 78

<0,001»  3,0(17-53)  0,001*

Manejo Reprodutivo

Utiliza inseminagéo Sim 112 43(38,4%)  <0,001¥™  23(1,5-3,7) <0,001*
artificial Nao 244 145 (59,4%) *
Utiliza transferéncia de Sim 58 6 (10,3%) <0,001® 13,6 (5,6-32,6)  <0,001*
embribes Nao 298 182 (61,1%) *
Utiliza reprodutores na Sim 264 163 (61,7%) 0,678"
propriedade! Néo 26 15 (57,7%)
Utiliza touro de repasse Sim 336 177 (52,7%) 0,700"
2 Néo 12 7(58,3%)
Aquisicdo de animais Sim 192 132(68,7%)  <0,001¥™ 4,2 (2,7-6,6) <0,001*
para reproducéo Né&o 164 56 (34,1%) *
Venda de animais para Sim 269  155(57,2%)  0,001¥™* 22 (1,3-3,6) 0,001*
reproducéo N&o 87 33 (37,9%)

Manejo Sanitario
Destino dos fetos Queima/ 126  41(32,5%)  <0,001®™ 4,0 (2,5-6,5) <0,001*
abortados 3 enterra *

Pastagem 192 127 (66,1%)

(A Teste X?; ®) Teste do Exato de Fisher; ! base de dados diferente (N=290); 2 base de dados diferente (N=348); 3 base
de dados diferente (N=318); N — Total de Amostras; OR — Odds Ratio; I.C. — Intervalo de Confianca; *Associacao

significativa ao nivel de 5%.

Discusséo

A ocorréncia de anticorpos anti-HVB-1 em
bovinos encontrada no presente estudo (52,8%)
estda em consonancia com outros estudos realizados
em outras partes do pais, como no Parana (Dias et
al., 2013), no Espirito Santo (Santos et al., 2014),
em Goias (Barbosa et al., 2005) e no Maranhao
(Freitas et al., 2014), o que demonstra que a

infeccdo pelo HVB-1 esta distribuida em bovinos,
ndo somente em Pernambuco, como também em
todo Brasil. Apesar de constatada a ocorréncia nos
rebanhos nacionais, ndo existe um programa oficial
de controle e prevencdo para IBR, 0 que pode
contribuir para altas taxas de prevaléncia da
infeccdo, ja que a doenga ocorre muitas vezes de
forma subclinica e ocorre a comercializagdo de
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animais infectados, favorecendo a transmissdo do
virus entre rebanhos.

Com relacéo a ocorréncia de anticorpos anti-
VDVB-1, constatou-se que o valor encontrado
(99,44%) esta acima da média de outros estudos no
Brasil e no mundo (Chaves et al., 2012;
Chowdhury et al., 2015; Evans et al., 2016). A
expectativa para a ocorréncia de anticorpos anti-
VDVB-1 é elevada em alguns paises como a
Irlanda (Sayers et al., 2015) e Uruguai (Guarino et
al., 2008), com 70 e 100%, respectivamente. Houe
et al. (1995) destacam que a alta ocorréncia de
animais positivos é um forte indicador da presenga
de animais persistentemente infectados (Pl) no
rebanho, o0 que constitui um fator importante na
cadeia epidemiologica referente & manutengéo e
disseminagdo do VDVB-1. Além da presenca de
animais PI, a ocorréncia de propriedades separadas
apenas por uma cerca, somado a fatores culturais ja
consolidados, como o intercAmbio de animais entre
propriedades sem controle sanitario, sdo
determinantes para os elevados indices de
soropositividade.

Graham et al. (2016) destacam como
importante fator de risco a compra de animais com
status sanitario desconhecido ou a compra de
fémeas gestantes que possam estar gestando fetos
Pl; bem como a proximidade com rebanhos
positivos, ndo excluindo-se 0 compartilhamento de
pastos, utensilios e profissionais prestadores de
servicos. Sobre o compartilhamento de pastos, foi
constatado que essa préatica se configura como um
fator de risco associado a infecgdo pelo HVB-1
(OR =2,9; p=0,004).

Os resultados indicam que 100% das
propriedades apresentaram ao menos um animal
positivo para as duas infeccdes e que a ocorréncia
das infeccGes em bovinos na regido foi elevada,
visto que das 18 propriedades, 14 (77,8%)
apresentaram uma ocorréncia de anticorpos
classificada entre média a alta para HVB-1 e que
das mesmas 18, 16 tiveram uma positividade de
100% para 0 VDVB-L1.

As variaveis aquisi¢do de animais destinados
a reproducdo (OR =4,2; p < 0,001) e reposicao de
animais da mesma regido (OR = 3,0; p = 0,001)
foram apontados, neste, assim como em outros
estudos (Segura-Correa et al., 2010; Dias et al.,
2013; Silva et al., 2015), como fatores de risco
associados a ocorréncia da infeccdo pelo HVB-1.
Isto pode estar relacionado ao fato de todas as
propriedades amostradas apresentarem ao menos
um animal positivo, somado ainda que as

propriedades sdo proximas umas das outras, 0 que
favorece o compartilhamento de pastagens aliado
ao fato de ser comum na regido a pratica de venda
de animais sem o devido exame soroldgico.

No tocante a0 manejo reprodutivo, a ndo
utilizacdo de biotécnicas reprodutivas, como a
Inseminacdo artificial (OR = 2,3; p < 0,001) e a
transferéncia de embrides (OR = 13,6; p < 0,001)
se mostraram como fatores de risco associados a
infeccdo pelo HVB-1 nas propriedades que nédo
fazem uso dessas praticas. Por ser dirigido um
melhor manejo sanitario aos animais provenientes
das centrais de inseminacdo, de acordo com
Instru¢cdo Normativa SDA N° 48/2003 (BRASIL,
2003), a utilizacdo dessas biotécnicas reprodutivas
se apresentam como fatores de protecdo para 0s
animas, uma vez que o HVB-1 pode ser eliminado
pelo sémen e para a aplicacao dessas técnicas existe
um tratamento do mesmo.

O destino dos fetos abortados, se deixados
no pasto, foi identificado como fator de risco
associado & infeccdo pelo HVB-1 (OR= 4,0; p <
0,001). Os fetos abortados sdo uma importante
fonte de transmissdo para os animais higidos, uma
vez que a carga viral presente nos fetos, bem como
anexos fetais, é bastante elevada.

Finalmente, um entendimento ndo apenas da
biologia, mas também de fatores socioculturais —
como o comportamento humano e 0s motivos que
fazem as partes interessadas adotarem ou ndo
determinadas medidas (Lindberg e Houe, 2005) —
sdo cruciais para a planificagdo de estratégias de
prevencdo e controle tanto do HVB-1 como do
VDVB-1.

Concluséao

A infeccéo tanto pelo VDVB-1, quanto pelo
HVB-1 esta distribuida em bovinos da bacia
leiteira do estado de Pernambuco. Recomenda-se a
adogdo de medidas profildticas que visem a
protecdo dos rebanhos bovinos, a partir dos fatores
de risco identificados para HVB-1. Com relagéo ao
VDVB-1, é importante que se identifiquem,
inicialmente, a presenca de animais Pl dentro dos
rebanhos, seguido de sua remocdo sistematica. Para
tanto, € preciso que se leve em consideracdo 0s
fatores econdmicos e sociais dos produtores, para
que as devidas medidas profilaticas sejam
aplicadas, e que esses incorporem & sua rotina o
habito da realizacdo de exames soroldgicos para o
monitoramento do rebanho.
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