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RESUMO

ALMEIDA, italo Camara, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Junho de 2019. Fatores de risco associados a enfermidades
virais em vacas leiteiras na regidao do Capara0, Espirito Santo. Orientadora:

Paula Alessandra Di Filippo.

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a soroprevaléncia de enfermidades
virais, a saber Leucose Enzodtica Bovina (LEB), Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(IBR) e Diarreia Viral Bovina (BVD), em vacas de leite, nos municipios da regido do
Capara0, Espirito Santo (ES), a possivel relacdo entre tais enfermidades e mastite,
bem como os fatores de risco associados as enfermidades virais. Foram avaliadas
854 vacas mesticas provenientes de 69 propriedades rurais localizadas nos 12
municipios que compdem a regido, entre os meses de fevereiro a julho de 2015.
Amostras de sangue venoso foram coletadas e a soroprevaléncia de LEB foi
determinada pelo teste de imunodifusdo em gel de agar, e IBR e BVD por ELISA
indireto. A deteccdo da mastite clinica foi realizada por meio do teste da caneca de
fundo preto e a mastite subclinica pelo California Mastite Teste. As variaveis
avaliadas foram reutilizacdo de agulhas descartaveis, tipo de ordenha, manejo
reprodutivo, mortalidade de bezerros, presenca de problemas reprodutivos,
realizacdo de teste de brucelose e nivel de producdo. Os resultados foram
demonstrados por meio de analise descritiva e as associacfes entre as variaveis
foram estimadas pelo Odds Ratio (OR) e intervalo de 95% de confianca. A
significancia das associacbes (p<0,05) foi realizada pelo teste Qui-quadrado. A
prevaléncia média de LEB, IBR, BVD, mastite clinica e mastite subclinica para a
regido foi respectivamente de 56,79%, 48,59%, 26,46%, 5,50% e 43,55%. Houve
associagao positiva entre o virus da LEB e a presenca de mastite subclinica; IBR e
mastite subclinica; BVD e mastite clinica (p<0,05). Os fatores de risco associados a
LEB foram reutilizacdo de agulhas descartaveis, ordenha mecéanica, mortalidade de
bezerros e problemas reprodutivos; para IBR foram monta natural e ordenha
mecanica e para BVD problemas reprodutivos, ordenha mecéanica e mortalidade de
bezerros (p<0,05). Conclui-se que as enfermidades virais pesquisadas encontram-se
disseminadas nos rebanhos leiteiros dos municipios da regido do Caparad, Espirito

Santo, bem como mastite clinica e subclinica. Animais sororreagentes para as



enfermidades virais estudadas aumentam suas chances de serem positivos para
mastite clinica e/ou subclinica. As informagfes encontradas no presente trabalho
permitiram a identificacdo de pontos criticos no manejo, que é caracterizado pelos
fatores de risco encontrados, tais deficiéncias podem acarretar em perdas produtivas
pela ocorréncia das enfermidades diagnosticadas. Se faz necessario discussdes de
qual o melhor sistema de manejo sanitario para a regido, com melhor resposta
econbmica e social e posteriormente elaboracdo de medidas educativas e de

implementacéo, por meio de assisténcia técnica especializada.

Palavras-chave: diarreia viral bovina, leucose, mastite, rinotraqueite infecciosa

bovina, vacas mesticas.



ABSTRACT

ALMEIDA, italo Camara, D.Sc., Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. June, 2019. Risk factors associated with viral diseases in dairy
cows in the region of Caparad, Espirito Santo. Advisor: Paula Alessandra Di
Filippo.

The objective of this study was to evaluate the seroprevalence of viral diseases,
namely Enzootic Bovine Leukosis (EBL), Infectious Bovine Rhinotracheitis (IBR) and
Bovine Viral Diarrhea (BVD) in dairy cows in the municipalities of Capara0, Espirito
Santo (ES), as well as the risk factors associated with viral diseases and the possible
relationship between these diseases and mastitis. A total of 854 crossbred cows from
69 farms located in the 12 municipalities that make up the region between February
and July 2015 were evaluated. Venous blood samples were collected and EBL
seroprevalence was determined by the agar gel immunodiffusion test and IBR and
BVD by indirect ELISA. The detection of clinical mastitis was performed using the
black background mug test and subclinical mastitis using the California Mastitis Test.
The variables evaluated were reuse of disposable needles, type of milking,
reproductive management, calf mortality, presence of reproductive problems,
brucellosis test and production level. The results were demonstrated through
descriptive analysis and the associations among the variables were estimated by
Odds Ratio (OR) and respective 95% of confidence intervals. The significance of the
associations (p <0.05) was performed by the Chi-square test. The mean prevalence
of EBL, IBR, BVD, clinical mastitis and subclinical mastitis for the region was 56.79%,
48.59%, 26.46%, 5.50% and 43.55%, respectively. There was a positive association
between the EBL virus and the presence of subclinical mastitis; IBR and subclinical
mastitis; BVD and clinical mastitis (p <0.05). The risk factors associated with EBL
were reuse of disposable needles, mechanical milking, calf mortality and
reproductive problems; for IBR were natural mating and mechanical milking and for
BVD reproductive problems, mechanical milking and calf mortality (p <0.05). It is
concluded that the viral diseases are disseminated in the dairy herds of the
municipalities of Caparad, Espirito Santo, as well as clinical and subclinical mastitis.
Seroreagent animals for the viral diseases studied increase their chances of being



positive for clinical and/or subclinical mastitis. The information found in the present
study allowed the identification of some critical points in the management, which is
characterized by the risk factors found, such deficiencies can lead to productive
losses due to the occurrence of diagnosed diseases. It is necessary to discuss the
best sanitary management system for the region, with a better economic and social
response and then elaborate educational and implementation measures, through

specialized technical assistance.

Keywords: bovine viral diarrhea, crossbred cows, infectious bovine rhinotracheitis,

leucosis, mastitis.
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Confederagdo da Agricultura e Pecuéria do Brasil (CNA) o
agronegocio brasileiro contribuiu com 23,5% do Produto Interno Bruto no ano de
2017, ainda segundo a CNA, foi a maior participacdo nos ultimos 13 anos, sendo
gue a cadeia leiteira teve desempenho positivo de 9,83%, com uma renda estimada
no seguimento de R$ 63,6 bilhdes no ano (CEPEA, 2017).

O Espirito Santo possui mais de 30 mil estabelecimentos agropecuarios que
tém como atividade a bovinocultura e, de acordo com o Instituto Capixaba de
Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (INCAPER, 2012), o Estado possui
um rebanho de aproximadamente 2,3 milhdes de cabecas de gado, e estima-se que
deste total, 419 mil cabecas sdo destinadas a pecuaria leiteira, produzindo

aproximadamente 1,3 milh&o de litros de leite ao ano (IBGE, 2017).

A regido do Caparad Capixaba é composta por 12 municipios (Alegre, Bom
Jesus do Norte, Divino de Sao Lourenco, Dores do Rio Preto, Guacui, Ibatiba,
Ibitirama, lrupi, lUna, Jerbnimo Monteiro, Muniz Freire e Sdo José do Calcado), e
constitui importante bacia produtora de leite no Estado. Em 2015 a regido do
Caparad produziu cerca de 69 mil litros de leite, que foram entregues para laticinios
com inspecdo estadual ou federal, o que representa aproximadamente 14% da
producéo total do Espirito Santo (IBGE, 2017).

Apesar da crescente expansdo da bovinocultura nos ultimos anos e da sua
importancia na economia nacional, ainda sdo poucos os programas oficiais de saude
animal. Neste contexto, perdas produtivas e reprodutivas estdo relacionadas as
doencas virais infectocontagiosas, dentre elas a Leucose Enzootica Bovina (LEB), a
Diarreia Viral Bovina (BVD) e a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), pois essas
uma vez instaladas no rebanho se espalham geralmente de forma silenciosa,
causando debilidade do sistema imunol6gico, podendo ainda atuar como fatores

predisponentes a mastite.

Considerando a importancia dessas enfermidades na cadeia produtiva de
carne e leite, a seguranca do produto final para o consumidor, a imagem do Pais
junto ao mercado mundial, e a conjuntura econdmica frente a exportacdo de

produtos oriundos da bovinocultura, se faz necessério a realizacdo de estudos que
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visam esclarecer a situacdo epidemioldgica dessas enfermidades no rebanho bovino
brasileiro, sobretudo no estado do Espirito Santo, indicando as melhores estratégias
para que se possa tracar o perfil dessas enfermidades na regido do Capara0d e criar

mecanismos efetivos para a solu¢do dos problemas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

Objetivou-se com o presente trabalho realizar o levantamento epidemioldgico
da mastite, a soroprevaléncia da Leucose Enzooética Bovina, Diarreia Viral Bovina e
Rinotraqueite Infecciosa Bovina em vacas leiteiras nos 12 municipios da regidao do

Capara0, Espirito Santo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar a possivel relagdo das enfermidades virais (LEB, IBR e BVD)
com a mastite;

e Tracar fatores de risco associados as enfermidades virais.
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4. DESENVOLVIMENTO

4.1. CAPITULO 1 - SOROPREVALENCIA E FATORES DE RISCO
RELACIONADOS A LEUCOSE ENZOOTICA BOVINA E SUA ASSOCIACAO COM
A MASTITE

Seroprevalence and risk factors related to enzotic bovine leucosis and its association
with mastitis

4.1.1. RESUMO

Objetivou-se com o0 presente trabalho avaliar a soroprevaléncia da Leucose
Enzodtica Bovina (LEB) nos municipios da regido do Caparad, Espirito Santo (ES), a
possivel relagcdo entre LEB e mastite, bem como os fatores de risco associados a
LEB. Foram avaliadas 854 vacas mesticas de aptidao leiteira provenientes de 69
propriedades rurais localizadas nos 12 municipios que compdem a regido, entre os
meses de fevereiro a julho de 2015. Amostras de sangue venoso foram coletadas e
a soroprevaléncia da LEB foi determinada pelo teste de imunodifusdo em gel de
agar. A deteccdo da mastite clinica foi realizada por meio do teste da caneca de
fundo preto e a mastite subclinica pelo California Mastite Teste. Os fatores de risco
avaliados foram reutilizacdo de agulhas descartaveis, tipo de ordenha, manejo
reprodutivo, mortalidade de bezerros, presenca de problemas reprodutivos e nivel de
producdo (pequena = 53 litros/leite/dia; média = 54 a 133 litros/leite/dia; e grande =
acima 133 litros de leite por dia). Os resultados foram demonstrados por meio de
analise descritiva e as associacdes entre as variaveis foram estimadas pelo Odds
Ratio (OR) e intervalo de 95% de confianga. A significAncia das associacdes
(p<0,05) foi realizada pelo teste Qui-quadrado. A prevaléncia média de LEB para a
regido foi de 56,79%, variando entre 19,29 a 87,71%. A prevaléncia média para
mastite clinica e subclinica foi de 5,50 e 43,55%, respectivamente. Houve
associagao positiva entre o virus da LEB e a presenca de mastite subclinica (p<0,05;
OR=1,41; IC=1,07-1,86). A reutilizacado de agulhas descartaveis (OR=1,92; IC=1,46-
2,53), ordenha mecanica (OR=2,03; 1C=1,34-3,08), mortalidade de bezerros
(OR=2,39; IC=1,25-4,55) e a presenca de problemas reprodutivos (OR=1,62;
IC=1,23-2,14) foram considerados fatores de risco associados a LEB (p<0,05). A

monta natural e nivel de producéo nédo apresentaram relacdo com a LEB. Conclui-se
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que a LEB encontra-se disseminada nos rebanhos de leite dos municipios da regido
do Caparaé Capixaba. As prevaléncias de mastite clinica e subclinica estédo
elevadas em determinados municipios pesquisados. A presenca de LEB aumenta as
chances do desenvolvimento de mastite subclinica. A reutilizacdo de agulhas
descartaveis e ordenhadeira mecénica foram considerados fatores de risco
associados a LEB. Animais sororreagentes para LEB apresentam maiores chances
de manifestarem mortalidade de bezerros e problemas reprodutivos. Se faz
necessario discussdes de qual o melhor sistema de manejo sanitario para a regiao,
com melhor resposta econémica e social e posteriormente realizar a elaboracao de

medidas educativas e de implementacao, por meio de assisténcia técnica.

Palavras-chave: IDGA; Mastite clinica; Mastite subclinica; Vacas mesticas.

4.1.2. ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the seroprevalence of Enzootic Bovine
Leukosis (EBL) in the municipalities of Caparad, Espirito Santo (ES), the possible
relationship between LEB and mastitis, as well as the risk factors associated with
EBL. A total of 854 dairy cows were collected from 69 farms located in the 12
municipalities that make up the region between February and July 2015. Venous
blood samples were collected and the EBL seroprevalence was determined by the
immunodiffusion test in agar gel. The detection of clinical mastitis was performed
using the black background mug test and subclinical mastitis by the California
Mastitis Test. The risk factors evaluated were reuse of disposable needles, type of
milking, reproductive management, calf mortality, presence of reproductive problems
and production level (small = 53 liters / milk / day; mean = 54 to 133 liters / milk / day;
and large = up to 133 liters of milk per day). The results were demonstrated through
descriptive analysis and the associations among the variables were estimated by
Odds Ratio (OR) and respective 95% of confidence intervals. The significance of the
associations (p <0.05) was performed by the Chi-square test. The mean prevalence
of EBL for the region was 56.79%, ranging from 19.29 to 87.71%. The mean
prevalence for clinical and subclinical mastitis was 5.50 and 43.55%, respectively.
There was a positive association between the EBL virus and the presence of
subclinical mastitis (p <0.05, OR = 1.41, Cl = 1.07-1.86). The reuse of disposable
needles (OR = 1.92, CI = 1.46-2.53), mechanical milking (OR = 2.03, CI = 1.34-3.08),
calf mortality (OR = 2 , 39; Cl = 1.25-4.55) and the presence of reproductive
problems (OR = 1.62; CI = 1.23-2.14) were considered risk factors associated with
LEB (p <0.05 ). Natural mating and production level were not related to EBL. It is
concluded that EBL is widespread in dairy herds of the municipalities of Caparad
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Espirito Santo's region. The prevalence of clinical and subclinical mastitis is high in
some cities surveyed. The presence of EBL increases the chances of developing
subclinical mastitis. The reuse of disposable needles and mechanical milking were
considered risk factors associated with EBL. Seroreagent animals for EBL are more
likely to present calf mortality and reproductive problems. It is necessary to discuss
the best sanitary management system for the region, with a better economic and
social response and then carry out the elaboration of educational and implementation
measures, through technical assistance.

Keywords: AGID; Clinical mastitis; Subclinical mastitis; Crossbred cows

4.1.3. INTRODUCAO

A Leucose Enzodtica Bovina (LEB) € uma enfermidade viral de aspecto crénico
e possui como agente etiolégico um retrovirus denominado Virus da Leucemia
Bovina (VLB). Possui ampla distribuicdo em rebanhos bovinos leiteiros, podendo
levar varios anos até que ocorram as primeiras manifestacdes clinicas (FLORINS et
al., 2008).

No Brasil, a LEB foi descrita nos estados de Minas Gerais (CAMARGOS et al.,
2002), Séo Paulo (MEGID et al., 2003), Rio de Janeiro (ROMERO, ROWE, 1981),
Tocantins (FERNANDES, 2007), Bahia (MATOS, BIRGEL-JUNIOR, BIRGEL, 2005),
Rio Grande do Sul (POLETTO et al., 2004) dentre outros, com prevaléncia variando
de 23,5 a 54,3%. No estado do Espirito Santo a soroprevaléncia de 27,9% em vacas
de leite no municipio de Alegre (STARLING et al., 2013) e 21,86% em bovinos

abatidos no municipio de Anchieta (ASSIS et al., 2015) foram relatadas.

As perdas econdmicas decorrente da leucose referem-se principalmente a
reducdo da producéo leiteira e morte dos animais. Relatos de reducéo de 3% na
producéo leiteira resultando em US$ 59 de prejuizo anual por vaca foram descritos
em rebanho infectado pelo VLB nos Estados Unidos (ERSKINE et al., 2011). No
referido estudo, as perdas econOmicas apresentaram correlacdo positiva com a

prevaléncia da infeccéo.

O virus infecta principalmente as células B, no entanto ha evidéncias de que

ocorram alteracbes em linfocitos T e mondcitos, modificacbes na producdo de
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citocinas, na expressao de receptores de superficie, na capacidade de proliferacéo,
e apoptose de algumas células também foram relatadas (RAVAZZOLLO, COSTA,
2007; FRIE, COUSSENS, 2015). Animais soropositivos para o VLB sdo mais
susceptiveis a desenvolver doencas de origem infecciosas como mastite,
pododermatite, bronquite, pneumonia (EMANUELSON, SCHERLING,
PETTERSSON, 1992), tuberculose bovina (RAMOS et al., 2016) e rinotraqueite
infecciosa bovina (ALEXANDRINO et al., 2011).

Vacas positivas para leucose sdo mais predispostas ao desenvolvimento de
mastite clinica no pos-parto (KAKINUMA et al.,, 2014; GARCIA et al.,1995).
Correlacdo entre LEB e presenca de mastite, tanto na forma clinica quanto
subclinica, indica que quanto maior o nimero de animais positivos para leucose
maior 0 numero de animais com mastite. Ha relatos que animais positivos para
leucose apresentam producdo menor de leite quando comparado com animais
negativos (RAJAO et al., 2014).

Frente ao exposto, objetivou-se com o presente trabalho, avaliar a
soroprevaléncia da Leucose Enzooética Bovina nos municipios da regido do Caparag,
Espirito Santo, a possivel associacdo entre leucose e mastite e os fatores de risco

relacionados a leucose.

4.1.4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso em Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) sob o numero de protocolo
003/2015.

Foram utilizadas 854 vacas mesticas (Bos tauros tauros x Bos taurus indicus)
de aptiddo leiteira, clinicamente saudaveis, em diferentes fases de lactacdo
provenientes de propriedades localizadas nos 12 municipios que compdem a
Microrregido do Caparad Capixaba (20° 26' 5" S e 41° 47' 2" O), no Sul do Espirito
Santo (Alegre, Bom Jesus do Norte, Divino de S&o Lourengo, Dores do Rio Preto,
Guacui, Ibatiba, Ibitirama, Irupi, IGna, Jerébnimo Monteiro, Muniz Freire e S&o José

do Calcado), no periodo de fevereiro a julho de 2015. No total foram avaliadas 69
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propriedades ao acaso, sendo cinco propriedades avaliadas por municipio, com
excecao de Alegre com nove e Jeronimo Monteiro, onde dez propriedades foram

avaliadas.

Amostras de sangue total foram coletadas de todas as vacas em lactacao, por
meio de puncdo da veia coccigea média em sistema de coleta a vacuo. O sangue
colhido foi acondicionado em tubos sem anticoagulante e transportados em caixas
isotérmicas até o Laboratorio de Producdo Animal do Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Espirito Santo. Apds colheita, as amostras foram
centrifugadas a 200 G durante 5 minutos para a obtencdo do soro, o qual foi
fracionado em tubos de polietileno de 1,5 mL e armazenados a menos 80 °C. O
exame de Leucose Enzootica Bovina foi realizado por imunodifusdo em gel de agar
(IDGA), em Agar Noble Difco® (Sparks, Nevada, EUA), com antigenos TECPAR®
(Curitiba, Parand, Brasil), segundo as recomendacdes do fabricante.

A deteccado de mastite clinica foi determinada por meio da identificacdo dos
sinais clinicos de inflamacédo da glandula mamaria e pelo teste da caneca de fundo
preto. A mastite subclinica foi diagnosticada por meio do California Mastite Teste
(CMT). O animal foi considerado positivo para mastite clinica ou subclinica quando
houve alteracdo ao teste da caneca ou CMT respectivamente, em pelo menos um
teto.

As variaveis analisadas foram prevaléncia de LEB, mastite clinica e mastite
subclinica, a possivel relacdo entre LEB e mastite, bem como o questionario
referente a reutilizacdo de agulhas descartaveis (sim/nédo), tipo de ordenha
(manual/mecéanica), manejo reprodutivo (inseminacao artificial/monta natural),
mortalidade de bezerros alta (sim/ndo) e se a propriedade apresentava problemas
reprodutivos (sim/ndo). As propriedades foram classificadas em pequenas, médias e
grandes produtoras de leite com respectivas producdes de até 53 litros, de 54 a 133
e acima de 133 litros de leite por dia (BARROS et al., 2001).

O célculo do numero amostral foi realizado de acordo com a férmula abaixo:

Npq
(n—1)+ pq

n =deffx —
1.962
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Onde:

n = tamanho da amostra,
deff = efeito do design;

N = tamanho da populacgao;
p = proporcéao estimada;
q=1-p;

d = nivel de precisdo absoluto.

Utilizando frequéncia antecipada de 50% para as enfermidades (leucose e
mastite), limite de confianca de 5%, intervalo de confianca de 99% e efetivo bovino
do estado do Espirito Santo de 2.223.531 cabecas de gado no ano do estudo (IBGE,
2019), o numero minimo para o tamanho amostral calculado foi de 664 animais.
Portanto, o tamanho amostral do presente estudo de 854 animais proporciona

representatividade estatistica.

Os resultados estatisticos foram demonstrados por meio de anélise descritiva e
as associacfes entre as variaveis foram estimadas pela razdo dos produtos
cruzados - Odds Ratio (OR) e intervalo de 95% de confianca. O teste qui-quadrado
foi utilizado para verificar a significancia das associa¢des (p<0,05). Os célculos
foram realizados no programa OpenEpi 3.01 (DEAN, SULLIVAN, SOE, 2013).

4.1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A prevaléncia para Leucose Enzodtica Bovina nos municipios que compdem a
regido do Capara0, estado do Espirito Santo (ES) encontra-se descrita na Tabela 1.
Como pode ser observado, na regido estudada foi encontrada prevaléncia média de
56,79% (485/854).

Tabela 1: Soroprevaléncia de Leucose Enzodtica Bovina (LEB) pelo teste de
Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) em vacas de leite mesticas nos municipios
gue compdem a regido do Caparad, Espirito Santo (fevereiro a julho de 2015)
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Municipio Animais  Animais nao Total Prevaléncia

reagentes reagentes de LEB (%)
Ibatiba 11 46 57 19,29
Bom Jesus do Norte 9 29 38 23,68
Dores do Rio Preto 41 43 84 48,80
Divino de S&o Lourenco 32 31 63 50,79
Séo José do Calgado 24 21 45 53,33
Guacui 20 16 36 55,55
Jerbnimo Monteiro 77 60 137 56,20
lina 43 26 69 62,31
Alegre 95 48 143 66,43
Muniz Freire 51 24 75 68,00
Ibitirama 52 20 72 72,22
lrupi 30 5 35 87,71
Total 485 369 854 56,79

Houve grande oscilacdo na soroprevaléncia de LEB (19,29 a 87,71%) nos
municipios estudados (Tabela 1). Corroborando ao presente trabalho, variacdo foi
encontrada em outros estados do Brasil; Alagoas com 27,8% (PINHEIRO JUNIOR et
al., 2013), 56,34% no Parand (BARROS FILHO et al., 2010), em Minas Gerais
79,7% (RAJAO, 2008), Tocantins com 37% (FERNANDES, 2007), 41% na Bahia
(MATOS, BIRGEL-JUNIOR, BIRGEL, 2005), Rio Grande do Sul com 23,5%
(POLETTO et al., 2004) e 52% em Sé&o Paulo (MEGID et al., 2003). A LEB é uma
doenca de notificacdo obrigatéria pela Organizacdo Mundial de Satude Animal (OIE)
e foi diagnosticada em varios paises como Canada, Estados Unidos, Alemanha,
Portugal, Argentina e Chile (OIE, 2009).

Quando compara-se o0s resultados do presente trabalho com estudos
previamente descritos no estado do Espirito Santo, soroprevaléncia de 21,86%
(204/933) em bovinos abatidos em frigorifico no municipio de Anchieta e de 27,9%
(114/409) em vacas de leite no municipio de Alegre foram encontradas (ASSIS et al.,
2015; STARLING et al., 2013). Percebe-se que houve aumento substancial em
relacdo a soroprevaléncia de LEB no municipio de Alegre, no presente trabalho

foram observados 66,43%.

O desconhecimento por parte dos produtores em relacdo a doenca e a falta de
adocdo de medidas que contribuam para seu controle e eliminacdo favorecem o
aparecimento de novos casos no rebanho (DEL FAVA, PITUCO, 2004). Portanto, o

aumento nos nuameros de animais sororreagentes evidencia a importancia do
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esclarecimento aos produtores em relacdo a enfermidade e da adocdo de medidas
sanitarias com o intuito de diminuir a disseminacao do virus da Leucose Enzootica

Bovina nos rebanhos do Espirito Santo.

Bovinos de corte apresentam menor prevaléncia de LEB quando comparado a
bovinos leiteiros, isso se deve ao fato que animais voltados para a producao leiteira
serem criados de modo mais intensivo do que animais de corte, facilitando a
disseminacédo da doenca. Outro fator que poderia explicar a maior prevaléncia em
vacas de leite € que estas possuem vida produtiva maior, visto que animais de corte
sdo abatidos mais precocemente (MENDES et al., 2011; DEL FAVA, PITUCO,
2004). Contudo, varios outros fatores podem contribuir para os altos indices de
animais sororreagentes para leucose nos rebanhos da regido do Caparad Capixaba,
como a idade, auséncia de exames na compra, utilizacdo de mesma luva de
palpacao retal em diferentes animais e utilizacdo de mesma agulha para aplicacao
de medicamentos e vacinacdo (RAJAO et al., 2012; RODRIGUEZ et al., 2011).

Em relacdo a mastite, 100% das propriedades avaliadas (n=69) tiveram pelo
menos um caso encontrado, na forma clinica ou subclinica, destaque para o
municipio de Bom Jesus do Norte, onde nao foi verificada a presenca de mastite
clinica. Das 854 vacas avaliadas 5,50% (n=47) apresentaram mastite clinica e
43,55% (n=372) apresentaram mastite subclinica (Tabela 2). Os valores aceitaveis
para mastite clinica no rebanho estdo compreendidos entre 2 a 5% (PHILPOT,
NICKERSON, 2002). Prevaléncia de 4,6% para mastite clinica em vacas mesticas
no Para (OLIVEIRA et al., 2011) e 10,5% em Minas Gerais (OLIVEIRA et al., 2013)
foram descritas. Tais diferencas encontradas podem estar relacionadas com o

sistema de criagdo, tipo de manejo, intensificacéo e nivel de producéo.

Tabela 2: Prevaléncia de mastite clinica e subclinica em vacas de leite mesticas nos
municipios que compdem a regido do Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de
2015)

Municipio Mastite clinica Mastite Subclinica
+ n % + n %
Divino de S&o Lourencgo 3 63 4,76 15 63 23,80
Bom Jesus do Norte 0 38 0 12 38 31,57
Ibatiba 2 57 3,50 23 57 40,35
Dores do Rio Preto 5 84 5,95 35 84 41,66
Sao José do Calcado 2 45 4,44 19 45 42,22
Jerbnimo Monteiro 8 137 5,83 58 137 42,33
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Muniz Freire 4 75 5,33 32 75 42,66
Guacui 2 36 5,55 16 36 44,44
lrupi 3 35 8,57 16 35 45,71
Ibitirama 5 72 6,94 33 72 45,83
Alegre 11 143 7,69 72 143 50,34
lina 2 69 2,89 41 69 59,42
Total 47 854 5,50 372 854 43,55

(+) = nimero de animais positivos em pelo menos um teto; (n) = nimero de animais avaliados; (%) =
prevaléncia de mastite clinica e subclinica.

Custos de aproximadamente R$ 229,00 por cada caso de mastite clinica foram
descritos (CARNEIRO et al.,, 2013). Em rebanhos com 100 vacas em lactacao,
produzindo em média 20Kg de leite e frequéncia de 7% de mastite clinica, podem
apresentar custos anuais de até R$ 160.000,00, incluindo perdas e despesas
(LOPES et al., 2012). Portanto, € importante alertar os produtores, uma vez que a
mastite € considerada uma das doencas mais importantes que acometem o0s
rebanhos leiteiros, gerando prejuizos econdmicos decorrentes da reducdo da
producdo, da qualidade do leite e do periodo de lactacdo (PEIXOTO, MOTA,
COSTA, 2010).

Os indices de mastite subclinica variaram de 23,80% a 59,42% (Tabela 2).
Prevaléncia de 47,68% para mastite subclinica foi relatada no municipio de Alegre
(VIERA et al., 2013), enquanto no presente trabalho 50,34% foi encontrado para o
mesmo municipio. Em trabalho realizado no estado do Rio de Janeiro, prevaléncia
de 20,63% para mastite subclinica foi encontrada (CASTRO, SOUZA,
BITTENCOURT, 2012).

Perdas econdmicas estdo relacionadas a mastite subclinica, podendo ser
significativamente maiores quando comparadas as perdas com a mastite clinica
(BOTARO, SANTOS, 2008). Neste contexto, a diminuicdo da produ¢do com mastite
subclinica pode representar até 2,8 litros/vaca/dia (VISSIO et al., 2015). Perdas
econbmicas para produtores do municipio de Jerdbnimo Monteiro, Espirito Santo, de
R$ 0,045 por litro de leite produzido foram relatadas, os autores alegaram que tais
perdas eram decorrentes da baixa qualidade do leite produzido em relacdo a mastite
(ULIANA et al., 2016).

Pode-se observar na Tabela 3, que existe associacdo significativa entre

Leucose Enzodtica Bovina e a presenca de mastite subclinica, mas nédo houve
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associacdo de LEB com mastite clinica. Corroborando ao presente trabalho foi
observada prevaléncia maior de mastite subclinica em animais portadores de

leucose em comparacéo aos animais soronegativos (SANDEV et al., 2004).

Tabela 3: Associacdo entre Leucose Enzodtica Bovina e a presenca de mastite
clinica e mastite subclinica em vacas de leite mesticas nos municipios que compdem
a regido do Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de 2015)

) Intervalo de
Odds Ratio confianca (95%) Valor de p
Mastite Clinica 1,85 0,97 - 3,51 0,05604
Mastite Subclinica 1,41 1,07 -1,86 0,01348*

Valor de p obtido pelo teste de Qui-quadrado; *Apresenta diferenca significativa (p<0,05).

No presente estudo, animais sororreagentes para LEB aumentaram as chances
em até 1,37 vezes de apresentarem mastite subclinica. Diferente do encontrado no
presente trabalho, foi detectada associacdo entre a LEB e mastite clinica (p=0,047)
por meio do teste de qui-quadrado em Minas Gerais, entretanto os resultados nao
permitiram afirmar que tal associacdo fosse fator que aumentasse ou diminuisse o
risco, uma vez que o intervalo de confianca variou de 0,111 - 1,027 (AMBROSIO,
2015).

A associacdo entre leucose e mastite subclinica encontrada no presente
trabalho pode ser explicada devido ao fato de animais positivos para LEB
apresentarem imunossupressdo, € com isso estariam mais predispostos a
enfermidades secundéarias (KAKINUMA et al., 2014; AZEVEDO et al., 2011). Os
resultados encontrados corroboram com outros autores afirmando que animais
positivos para LEB possuem maior predisposicdo para enfermidades
infectocontagiosas como mastite (EMANUELSON et al., 1992).

Na Tabela 4 esta a distribuicdo percentual das possiveis variaveis associadas a
soroprevaléncia de LEB em vacas leiteiras mesticas na regido do Caparad, Espirito
Santo. Como pode ser observado, a prevaléncia da leucose foi maior em
propriedades que produziam mais leite. Das 69 propriedades avaliadas sete, 22 e 40
foram classificadas como pequena, média e grande produtora de leite
respectivamente, e o niumero médio de vacas ordenhadas foi de seis, oito e 17 para

propriedades pequena, média e grande respectivamente.
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Tabela 4: Distribuicdo percentual das possiveis varidveis associadas a
soroprevaléncia de Leucose Enzodtica Bovina (LEB) em vacas de leite mesticas nos
municipios que compdem a regido do Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de
2015)

o Animais A
Variaveis Animais sororreagentes Prevaléncia
testados R LEB (%)
aLEB
Nivel de producéo
Pequeno (até 53 L) 41 20 48,78
Médio (de 54 a 133 L) 167 86 51,49
Grande (acima de 133 L) 646 379 58,66
Reutilizacdo de agulhas descartaveis
Sim 467 299 64,02
Nao 387 186 48,06
Mortalidade bezerros alta
Sim 52 39 75,00
Nao 802 446 55,61
Problemas reprodutivos
Sim 401 253 63,09
Nao 453 232 51,21
Tipo de ordenha
Mecanica 750 442 58,93
Manual 104 43 41,34
Manejo reprodutivo
Inseminacgao artificial 521 308 59,11
Monta natural 333 177 53,15

Na Tabela 5 estdo descritos os fatores que aumentam o risco em relacdo a
Leucose Enzodtica Bovina encontrados no presente trabalho. Observa-se que a
reutilizacdo de agulhas descartaveis e a ordenha mecanica foram considerados
como fatores de risco associados a LEB (p<0,05). Animais sororreagentes para LEB
apresentaram maiores chances de manifestar alta mortalidade de bezerros e
presenca de problemas reprodutivos (p<0,05). O manejo reprodutivo por monta

natural e o nivel de producéo néo apresentaram significancia estatistica (p>0,05).

Tabela 5: Varidveis associadas a soroprevaléncia da Leucose Enzootica Bovina
(LEB) em vacas de leite mesticas nos municipios que compdem a regido do
Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de 2015)

Odds Interv_alo de
Ratio confianca Valor de p
(95%)
Reutilizacdo de agulha descartavel 1,92 1,46 - 2,53 0,000002758*
Ordenha Mecanica 2,03 1,34 - 3,08 0,0006912*

Mortalidade de Bezerros 2,39 1,25 -4,55 0,006234*
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Problemas Reprodutivos 1,62 1,23-2,14 0,0004703*
Monta Natural 0,78 0,59-1,03 0,08618
Nivel producéao (Pequeno) 0,71 0,38-1,33 0,2900
Nivel producéao (Médio) 0,76 0,54 -1,07 0,1236
Nivel producédo (Grande) 1,36 0,99 -1,86 0,05099

Valor de p obtido pelo teste de Qui-quadrado; *Apresenta diferenca significativa (p<0,05).

No presente estudo 32 (46,37%) das 69 propriedades avaliadas faziam a
reutilizacdo de agulhas descartaveis na aplicacdo de ocitocina, ou seja, 54,68%
(467/854) dos animais avaliados recebiam ocitocina com o intuito de facilitar a
ejecdo do leite. Como observado a campo, os produtores utilizavam a mesma
agulha e seringa em varios animais, fator este que pode ser considerado como um
dos transmissores de LEB no rebanho. Portanto, deve-se alertar os produtores sobre
0 perigo da disseminagcdo de doencas, ndo s6 de LEB por tal prética, para que o
mesmo possa implementar na propriedade planos de prevencédo e controle de

enfermidades infectocontagiosas.

Sabe-se que dentre as principais formas de se evitar a disseminacdo de
enfermidades de carater infeccioso é o uso de seringas e agulhas individuais
durante a vacinagdo ou protocolos terapéuticos. Alternativa ao uso de ocitocina
injetavel seria o uso da via vaginal (PESSOA NETTO et al., 2019). Outras medidas
podem ser adotadas para prevencdo e controle da leucose como uso de luvas
obstétricas individuais, uso de equipamentos descartaveis ou esterilizacdo de
instrumentos reutilizaveis e alimentar bezerros com colostro ou leite de vacas nao
infectadas (RODRIGUEZ et al., 2011).

A ordenha do tipo mecanica foi considerada fator de risco aos animais
avaliados no presente estudo, onde os animais ordenhados mecanicamente
apresentaram até duas vezes mais chance de serem sororreagentes para LEB
(Tabela 5). Corroborando ao presente trabalho, foi relatado no Tocantins maior
soroprevaléncia de LEB em vacas onde o0s animais eram ordenhados
mecanicamente em comparacdo a ordenha manual com 54% e 36,3%
respectivamente (FERNANDES et al., 2009). A maior intensificacdo da producao
associada a presenca da ordenha mecanica pode favorecer a transmissdo da
enfermidade, uma vez que medidas de prevencdo e controle ndo sao

implementadas na propriedade. Neste contexto, as deficiéncias no manejo, a
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sanidade do Ubere e a desinfeccdo e manutencdo inadequada dos equipamentos
de ordenha podem ser considerados como fatores que auxiliam a transmissao de
doencas infectocontagiosas. Deve-se alertar os produtores sobre a falta de
manutencdo dos equipamentos de ordenha, visto que o0 excesso de vacuo por
exemplo é considerado um dos principais fatores que propiciam o aparecimento de
mastite, uma vez que pode causar danos ao esfincter do teto, o que aumentam as
chances de patdgenos colonizarem a glandula mamaria e causarem mastite (REIS
et al., 2007).

Como pode ser observado na Tabela 5, rebanhos sororreagentes para o VLB
apresentaram 2,3 vezes mais chances de manifestar mortalidade de bezerros. Para
diminuir o risco de transmisséao vertical, bezerros nascidos de maes positivas devem
ser alimentados com colostro e leite de fémeas negativas ou leite pasteurizado
(ACAITE et al., 2007). Os animais sororreagentes para a leucose apresentaram 1,62
vezes mais chances de resultar em problemas reprodutivos. Neste contexto, as
maiores perdas relacionadas a LEB estdo ligadas a queda na producéao leiteira e
maior intervalo entre partos (D'ANGELINO, GARCIA, BIRGEL, 1998). Portanto, se
faz necessario o diagnéstico de LEB no rebanho para posterior adocdo de medidas
necessarias para controle e possivel eliminacdo da doenca, evitando maiores

prejuizos aos produtores da regido.

No presente estudo ndo foi encontrada associacdo entre a LEB e manejo
reprodutivo (monta natural ou inseminacdo artificial). Estudos realizados com
materiais biologicos de importancia reprodutiva como sémen e évulos provenientes
de animais infectados pelo VLB, indicaram que tais materiais tém pouca importancia
na transmissao do agente (DIGIACOMO, 1992; JOHNSON, KANEENE, 1992). Nao
houve associacdo entre LEB e a classificagdo da propriedade de acordo com o nivel
de producédo (Tabela 5). Esperava-se que propriedades com maior producdo e
namero de animais fosse fator que aumentaria o risco para a leucose, uma vez que

0 maior contato entre os animais poderia favorecer a transmissao da enfermidade.

Diante dos resultados encontrados se faz necessario elaborar metas para a
prevencado e reducdo da Leucose Enzootica Bovina e da mastite, uma vez que as
prevaléncias dessas enfermidades encontram-se elevadas na regido estudada.

Neste contexto, € importante ressaltar que todos os produtores atendidos no
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presente estudo receberam laudos referentes ao diagnéstico realizado na
propriedade e foram orientados a respeito dos métodos de transmissao e prevencao
guanto a leucose e a mastite. Foi realizado também dia de campo para a divulgacéo
dos resultados encontrados, com o intuito de atingir maior nimero de produtores na

regiao.

O conhecimento das diversas condicbes que contribuem para a qualidade do
leite é de grande importancia para a escolha de estratégias adequadas de
prevencao e controle, que devem fazer parte de um conjunto de acfes destinadas a
corrigir problemas detectados pelos diagndsticos participativos realizados pelos
pesquisadores e produtores, que interferem direta ou indiretamente na pecuéria
leiteira da regido. Assim, as informacdes encontradas no presente trabalho
permitiram a identificacdo de pontos criticos no manejo, e tais deficiéncias acarretam

em perdas produtivas pela ocorréncia das enfermidades diagnosticadas.

E preciso alertar os produtores rurais por meio de informacdes sobre o controle
das enfermidades, gerando assim maior rentabilidade de suas producdes e
qualidade dos produtos produzidos. Se faz necessario discussdes junto aos
produtores, associacdes, cooperativas e 6rgdos governamentais de qual o melhor
sistema de manejo sanitario para a regido, com melhor resposta econdmica e social
e posteriormente realizar a elaboracdo de medidas educativas e de implementacéao,

por meio de assisténcia técnica especializada.

4.1.6. CONCLUSAO

Conclui-se que o virus da Leucemia Bovina encontra-se amplamente
disseminado nos rebanhos bovinos leiteiros dos municipios que compreendem a
regido do Caparad, Espirito Santo. As prevaléncias de mastite clinica e mastite
subclinica também estdo elevadas em determinados municipios estudados. A
presenca da Leucose Enzooética Bovina aumenta as chances do desenvolvimento de
mastite subclinica. A reutilizacdo de agulhas descartaveis e o uso de ordenhadeira
mecanica foram considerados fatores que aumentam o risco associado a Leucose

Enzodtica Bovina. Animais sororreagentes para LEB apresentaram maiores chances
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de manifestar alta mortalidade de bezerros e presenca de problemas reprodutivos.
N&o foram encontradas relagbes entre o VLB e inseminagéo artificial, monta natural

e nivel de producéo.
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4.2. CAPITULO 2 - SOROPREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS
A RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA

Seroprevalence and risk factors associated with Infectious Bovine Rhinotracheitis

4.2.1. RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a soroprevaléncia da Rinotragueite
Infecciosa Bovina (IBR) nos municipios da regido do Caparad, Espirito Santo (ES), a
possivel relacdo entre IBR e ocorréncia de mastite e os fatores de risco associados
a IBR. Foram utilizadas 854 vacas mesticas de aptidao leiteira provenientes de 69
propriedades localizadas nos 12 municipios que compfem a regido, entre 0s meses
de fevereiro a julho de 2015. Amostras de sangue foram coletadas para a
determinacdo da soroprevaléncia da IBR por meio do teste de ELISA indireto. A
deteccdo de mastite clinica foi determinada por meio do teste da caneca de fundo
preto e a mastite subclinica foi diagnosticada através do California Mastite Teste. As
variaveis avaliadas foram reutilizacdo de agulha descartavel, tipo de ordenha,
manejo reprodutivo, mortalidade de bezerros, presenca de problemas reprodutivos,
realizacdo de teste para brucelose e nivel de producdo. Os resultados foram
demonstrados por meio de andlise descritiva e as associacdes entre as variaveis
foram estimadas pelo Odds Ratio (OR) e intervalo de 95% de confianca. O teste Qui-
quadrado foi utilizado para verificar a significancia das associacdes (p<0,05). A
prevaléncia média de IBR para a regido foi de 48,59%, variando entre 20,63 a
65,21%. Houve associagcédo positiva entre IBR e a presenca de mastite subclinica
(p<0,05; OR=1,53; 1C=1,16-2,00). O manejo reprodutivo por monta natural
(OR=1,49; 1C=1,13-1,96) e a ordenha mecéanica (OR=2,12; 1C=1,37-3,28) foram
considerados fatores de risco para a IBR (p<0,05). Problemas reprodutivos,
mortalidade de bezerros, reutilizacdo de agulhas descartaveis, teste de brucelose e
nivel de producdo ndo apresentaram associacdo com a IBR. Conclui-se que a IBR
encontra-se disseminada nos rebanhos de leite dos municipios da regido do
Capara0d Capixaba. A presenca de IBR aumenta as chances do animal apresentar
mastite subclinica. A monta natural e a ordenha mecéanica foram considerados

fatores predisponentes a infeccéo pelo virus da IBR.
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Palavras-chave: ELISA indireto, IBR; mastite, vacas mesticas.

4.2.2. ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the seroprevalence of Infectious Bovine
Rhinotracheitis (IBR) in the municipalities of Caparad, Espirito Santo (ES), the
possible relationship between IBR and occurrence of mastitis and risk factors
associated with IBR. A total of 854 crossbred dairy cows from 69 farms located in the
12 municipalities that make up the region were used between February and July
2015. Blood samples were collected to determine IBR seroprevalence by indirect
ELISA. Detection of clinical mastitis was determined by the black bottom mug test
and subclinical mastitis was diagnosed by the California Mastitis Test. The variables
evaluated were reuse of disposable needle, type of milking, reproductive
management, calf mortality, presence of reproductive problems, brucellosis test and
production level. Results were demonstrated by descriptive analysis and associations
between variables were estimated by Odds Ratio (OR) and 95% of confidence
interval. The chi-square test was used to verify the significance of the associations (p
<0.05). The average prevalence of IBR for the region was 48.59%, ranging from
20.63 to 65.21%. There was a positive association between IBR and the presence of
subclinical mastitis (p <0.05; OR = 1.53; Cl = 1.16-2.00). Reproductive management
by natural breeding (OR = 1.49; CI = 1.13-1.96) and mechanical milking (OR = 2.12;
Cl = 1.37-3.28) were considered risk factors for IBR (p <0.05). Reproductive
problems, calf mortality, reuse of disposable needles, brucellosis test and production
level were not associated with IBR. In conclusion, IBR is widespread in the dairy
herds of the municipalities of the Caparad Espirito Santo's region. The presence of
IBR increases the chances of the animal presenting subclinical mastitis. Natural
breeding and mechanical milking were considered predisposing factors for IBR virus

infection.

Keywords: crossbred cows, IBR, indirect ELISA, mastitis.
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4.2.3. INTRODUCAO

O Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BHV-1) é o agente causador da Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR) e encontra-se disseminado no mundo em rebanhos de leite
e corte, sendo responsavel por prejuizos econémicos na bovinocultura. Os isolados
de BHV-1 foram classificados em trés subtipos que podem causar uma série de
condi¢des clinicas nos bovinos, incluindo vulvovaginite pustular infecciosa (IPV),
balonopostite pustular infecciosa (IPB), aborto, infertilidade, conjutivite, doencas

respiratorias, encefalite, mastite, enterite e dermatite (STRAUB, 2001).

A prevaléncia de IBR é variada, encontrando 35,9% na Bélgica (BOELAERT et
al., 2000), Italia 77,5% (RINALDI et al., 2007), Inglaterra 69,2% (PATON et al.,
1998), China 35,8% (YAN et al., 2008), Uruguai 37% (GUARINO et al., 2008), Peru
51% (STAHL et al., 2002) e Equador 82,1% (CARBONERO et al., 2011). No Brasil,
hé& relatos de 17% em rebanhos do Mato Grosso do Sul (PELLEGRIN et al., 1997),
Goias 83% (VIEIRA et al.,, 2003), Sédo Paulo 68,3% (JUNQUEIRA et al., 2006) e
Minas Gerais 58,2% (ROCHA et al., 2001). No estado do Espirito Santo existe
apenas um estudo com prevaléncia média de 66,75% (SANTOS et al., 2014).

Embora seja mais provavel a infeccdo pelo BHV-1 seguir um curso subclinico,
ocasionalmente a IBR pode causar significativa mortalidade. Uma taxa de
mortalidade de 3% foi relatada na California (GRAHAM, 2013) e estudos de
modelagem na Holanda consideraram taxa de mortalidade em torno de 2% entre
animais clinicamente afetados (NOORDEGRAAF et al., 2000).

Perdas econdmicas estédo relacionadas a presenca de IBR nos rebanhos. No
Reino Unido foram estimadas perdas de 3,1 milhdes de libras em 2005, sendo estas
representadas principalmente por mortalidade, abate prematuro e perda de peso dos
animais (BENNET, IJPELAAR, 2005). Além da reducdo na producéo de leite, foram
relatados efeitos sobre a fertilidade e mortalidade de bezerros (SAYERS, 2017).
Perdas devido a queda na producao de leite estdo associadas a infeccéo subclinica
da IBR, onde perdas de aproximadamente 9,5 litros de leite foram estimadas durante
14 dias em rebanho com 98 animais em lactacdo (HAGE et al., 1998). Perdas de 2,6

Kgl/leite/dia em vacas com IBR subclinica em comparacdo com vacas soronegativas
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foram relatadas (STATHAM et al., 2015). Em estudo realizado na Turquia foram
encontradas reducdes de 10% e 9% para producdo de leite e peso Vvivo
respectivamente, quando comparado animais soropositivos e soronegativos (CAN,
ATASEVEN, YALCIN, 2016). Os autores relataram ainda que o prejuizo financeiro
devido a infecgéo foi estimado em U$ 331 caso nédo ocorra aborto e U$ 509 se o
aborto ocorrer como resultado da infecgéo por BHV-1.

As técnicas sorolégicas mais utilizadas na deteccdo de anticorpos contra IBR
incluem a Soroneutralizacdo (SN) e o ELISA. A SN tem alta sensibilidade e
especificidade, no entanto, por depender da manutencgéo de cultivos celulares, maior
infraestrutura e tempo gasto no processamento da técnica, possui maior custo
quando comparado ao ELISA (WYLER et al., 1989). Estudos demonstram que o
teste de ELISA indireto tem sido aplicado na detecc¢ao de anticorpos contra o BHV-1,
apresentando elevada concordancia com a soroneutralizacdo, sendo capaz de
detectar baixos titulos de anticorpos nos animais infectados, além da rapidez e facil
execucdo (MEDICI, ALFIERI, ALFIERI, 2000; PERRIM, PERRIM, MOUSSA, 1996).

Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar a soroprevaléncia da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina nos municipios da regido do Caparad, Espirito
Santo, a possivel relacdo entre IBR e mastite e tracar os fatores de risco associados
a IBR.

4.2.4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso em Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) sob o nimero de protocolo 003/2015
e CEUA UFES Alegre sob o numero de protocolo 008/2018.

Foram utilizadas 854 vacas mesticas (Bos tauros tauros x Bos taurus indicus)
de aptiddo leiteira, clinicamente saudaveis, em diferentes fases de lactacdo
provenientes de propriedades localizadas nos 12 municipios que compdem a
Microrregidao do Caparad Capixaba (20° 26' 5" S e 41° 47' 2" O), no Sul do Espirito
Santo (Alegre, Bom Jesus do Norte, Divino de S&o Lourenco, Dores do Rio Preto,
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Guagui, Ibatiba, Ibitirama, Irupi, IGna, Jerdnimo Monteiro, Muniz Freire e S&o José
do Calgado), no periodo de fevereiro a julho de 2015. No total foram avaliadas ao
acaso 69 propriedades, sendo cinco propriedades avaliadas por municipio, com
excecdo de Alegre com nove e Jerdbnimo Monteiro, onde dez propriedades foram

avaliadas.

Amostras de sangue total foram coletadas de todas as vacas em lactacao por
meio de puncéo da veia coccigea média em sistema de coleta a vacuo. O sangue
colhido foi acondicionado em tubos sem anticoagulante e transportados em caixas
isotérmicas até o Laboratério de Producdo Animal do Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Espirito Santo. Apds colheita, as amostras foram
centrifugadas a 200 G durante 5 minutos para a obtencdo do soro, o qual foi
fracionado em tubos de polietileno de 1,5 mL e armazenados a menos 80 °C. O
exame para diagnoéstico da Rinotraqueite Infecciosa Bovina foi realizado atraves do
teste de ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA indireto) utilizando kit CIVTEST®

BOVIS IBR (Amer, Catalunha, Espanha), segundo as recomendac¢des do fabricante.

A deteccdo de mastite clinica foi determinada por meio da identificacdo dos
sinais clinicos de inflamacéo da glandula mamaria e pelo teste da caneca de fundo
preto. A mastite subclinica foi diagnosticada por meio do California Mastite Teste
(CMT). O animal foi considerado positivo para mastite clinica ou subclinica quando
houve alteracdo ao teste da caneca ou CMT respectivamente, em pelo menos um

teto.

As variaveis analisadas foram prevaléncia de IBR, a possivel relagdo entre IBR
e mastite, bem como o questionario referente a reutilizacdo de agulhas descartaveis
(sim/néo), fazia teste para brucelose (sim/néo), tipo de ordenha (manual/mecanica),
manejo reprodutivo (inseminacgao artificial/monta natural), mortalidade de bezerros
alta (sim/ndo) e se a propriedade apresentava problemas reprodutivos (sim/ndo). As
propriedades foram classificadas em pequenas, médias e grandes produtoras de
leite com respectivas producdes de até 53 litros, de 54 a 133 e acima de 133 litros
de leite por dia (BARROS et al., 2001).

O calculo do numero amostral foi realizado de acordo com a férmula abaixo:
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n =deffx —

o =D+ pq

Onde:

n = tamanho da amostra;
deff = efeito do design;

N = tamanho da populac¢éao;
p = proporcéo estimada;
q=1-p;

d = nivel de precisdo absoluto.

Utilizando frequéncia antecipada de 50% para IBR, limite de confianca de 5%,
intervalo de confianca de 99% e efetivo bovino do estado do Espirito Santo de
2.223.531 cabecas de gado no ano do estudo (IBGE, 2019), o nUmero minimo para
o tamanho amostral calculado foi de 664 animais. Portanto, o tamanho amostral do

presente estudo de 854 animais proporciona representatividade estatistica.

Os resultados estatisticos foram demonstrados por meio de anélise descritiva e
as associacfes entre as variaveis foram estimadas pela razdo dos produtos
cruzados - Odds Ratio (OR) e intervalo de 95% de confianca. O teste qui-quadrado
foi utilizado para verificar a significAncia das associa¢gbes (p<0,05). Os célculos
foram realizados no programa OpenEpi 3.01 (DEAN, SULLIVAN, SOE, 2013).

4.2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 esta descrita a prevaléncia para Rinotraqueite Infecciosa Bovina
nos municipios que compdem a regidao do Caparad, estado do Espirito Santo (ES).
Como pode ser observado, foi encontrada prevaléncia média de 48,59% (415/854).
Houve grande variacdo na prevaléncia de IBR (20,63 a 65,21%) nos municipios

estudados do Espirito Santo. Variagdo também foi encontrada em outros
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levantamentos com bovinos de leite nas regides do estado do Parand (47,2 a 99%),
onde o exame de ELISA indireto também foi empregado (DIAS et al., 2013).

Tabela 1: Soroprevaléncia de Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) pelo teste de
ELISA indireto em vacas de leite mesticas nos municipios que compdem a regido do
Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de 2015)

Municipio Animais  Animais nao Total Prevaléncia

reagentes reagentes de IBR (%)
Divino de S&o Lourencgo 13 50 63 20,63
Guacui 12 24 36 33,33
Ibatiba 19 38 57 33,33
Muniz Freire 27 48 75 36,00
Jerbnimo Monteiro 66 71 137 48,17
lrupi 17 18 35 48,57
Ibitirama 35 37 72 48,61
Dores do Rio Preto 44 40 84 52,38
Bom Jesus do Norte 21 17 38 55,26
Séo José do Calcado 25 20 45 55,55
Alegre 91 52 143 63,63
lGna 45 24 69 65,21
Total 415 439 854 48,59

Amostras coletadas entre 2007 e 2008 no Espirito Santo, provenientes de
rebanhos leiteiros e utilizando a técnica de neutralizacéo viral, prevaléncia de 49,6%,
62,15%, 67,21% e 80,04% para as regides metropolitana, sul, norte e noroeste
respectivamente, foram relatadas. Os autores relatam alta prevaléncia de amostras
sororreagentes para 0 municipio de Alegre (90,9%), valores superiores ao
encontrado no presente trabalho (SANTOS et al., 2014).

Corroborando ao presente trabalho, prevaléncia de 51,9% em Goias foi
relatada (BARBOSA, BRITO, ALFAIA, 2005). Em contrapartida, ha relatos de
prevaléncia de 71,5% em vacas de leite no Parana (DIAS et al., 2013) e 74,7% no
estado de Goias (VIEIRA et al., 2003), indices superiores ao do presente trabalho.
Utilizando a técnica de virusneutralizagédo, prevaléncia de 62,5% foi encontrada em
Uberlandia, Minas Gerais (NASCIUTTI, 2017). No Brasil ndo h& programa oficial
para o controle da IBR, e a alta prevaléncia da infeccado pelo BHV-1 em rebanhos

leiteiros no Espirito Santo juntamente com as perdas econdmicas causadas pela
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infeccdo viral, demonstram a necessidade de acdes de prevencédo que contribuam
para a reducao da exposicao a enfermidade.

Pode-se observar na Tabela 2, que houve associacdo significativa entre
Rinotraqueite Infecciosa Bovina e a presenca de mastite subclinica. Neste contexto,
animais sororreagentes para IBR possuem 1,53 vezes mais chances de serem
positivos para mastite subclinica. Entretanto, ndo houve associacdo entre IBR e a

presenca de mastite clinica.

Tabela 2: Associacdo entre Rinotragueite Infecciosa Bovina e a presenca de mastite
clinica e mastite subclinica em vacas de leite mesticas nos municipios que compdem
a regido do Caparad, Espirito Santo (fevereiro a julho de 2015)

. Intervalo de
Odds Ratio confianca (95%) Valor de p
Mastite Clinica 1,11 0,61-1,99 0,7276
Mastite Subclinica 1,53 1,16 - 2,00 0,002147*

Valor de p obtido pelo teste de Qui-quadrado; *Apresenta diferenca significativa (p<0,05)

Estudos demonstram que o BHV-1 foi isolado de amostras de leite com
mastite, sendo estas amostras negativas para cultura bacteriana, no entanto a
evidéncia de que o virus causou a mastite € apenas circunstancial (BILGE, 1998).
Alta incidéncia de casos de mastite em rebanhos infectados pelo BHV-1 foi relatada,
0s autores sugeriram uma possivel associacdo entre o virus e a mastite, uma vez
que apOls a imunizagao contra a IBR houve controle efetivo da mastite (SIEGLER et
al., 1984). Ao examinar o efeito da infec¢cdo pelo BHV-1 na qualidade do leite em
bovinos, foi encontrada associacdo significativa entre o virus e a contagem de
células somaticas (CCS), sugerindo que o patdégeno ndo diminui apenas a producao
de leite do rebanho como afetou também a qualidade do leite produzido (ROLA et
al., 2015).

Outro fator que poderia estar associado a mastite seria as propriedades
imunossupressoras do BHV-1, desempenhando papel secundario na etiologia de
doencas causadas por bactérias (KOPPERS-LALIC et al., 2001; HUTCHINGS et al.,
1990). Por induzir infecgbes latentes, uma vez infectado, o hospedeiro continua
sendo reservatoério do virus por toda a vida (GRAHAN, 2013). Contudo, existe uma
falta de conhecimento em relagdo ao impacto real do virus na saude do Ubere de

vacas, ndo havendo evidéncias suficientes para incluir ou ndo os efeitos dos virus
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em relagcdo a mastite. Todavia, deve-se avaliar o possivel impacto dos virus no
desenvolvimento da mastite, desta forma é importante considerar acdes para

diagnosticar e controlar as doencas virais.

Na Tabela 3 esta a distribuicdo percentual das possiveis variaveis associadas a
soroprevaléncia da Rinotraqueite Infecciosa Bovina em vacas leiteiras mesticas na

regido do Caparad, Espirito Santo.

Tabela 3: Distribuicdo percentual das possiveis varidveis associadas a
soroprevaléncia de Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) em vacas de leite mesticas
nos municipios que compdem a regido do Caparad, Espirito Santo (fevereiro a julho
de 2015)

o Animais A .
Variaveis Animais sororreagentes Prevaléncia
testados R IBR (%)
a IBR
Nivel de producéo
Pequeno (até 53 L) 41 20 48,78
Médio (de 54 a 133 L) 167 87 52,09
Grande (acima de 133 L) 646 308 47,67
Reutilizacdo de agulha descartavel
Sim 467 238 50,96
Nao 387 177 45,73
Mortalidade bezerros alta
Sim 52 30 57,69
N&o 802 385 48,00
Problemas reprodutivos
Sim 401 194 48,37
N&o 453 221 48,78
Faz teste de brucelose
Sim 432 197 45,60
Nao 422 218 51,65
Tipo de ordenha
Mecanica 750 381 50,80
Manual 104 34 32,69
Manejo reprodutivo
Inseminacgao artificial 521 233 44,72
Monta natural 333 182 54,65

Na Tabela 4 estdo descritos os fatores que aumentam o risco em relagdo a
Rinotraqueite Infecciosa Bovina. Como pode ser observado, a monta natural e a
ordenha mecanica foram considerados como fatores que aumentam o0 risco

associado a IBR. A presenca de problemas reprodutivos, mortalidade de bezerros,
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reutilizacdo de agulhas descartaveis, teste de brucelose e o nivel de producdo nao
apresentaram significancia estatistica (p>0,05).

Tabela 4: Variaveis associadas a soroprevaléncia de Rinotraqueite Infecciosa
Bovina (IBR) em vacas de leite mesticas nos municipios que compdem a regido do
Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de 2015)

Odds Intervalo de Valor de p

Ratio confianca (95%)
Monta Natural 1,49 1,13-1,96 0,004616*
Ordenha Mecéanica 2,12 1,37 - 3,28 0,0005353*
Problemas Reprodutivos 0,98 0,75-1,29 0,9055
Mortalidade de Bezerros 1,47 0,83-2,60 0,1758
Reutilizacdo de agulha descartavel 1,23 0,94-1,61 0,1282
Teste de Brucelose 0,78 0,59-1,02 0,07664
Nivel producédo (Pequeno) 1,00 0,53-1,88 0,9806
Nivel producéao (Médio) 1,19 0,84 - 1,67 0,3149
Nivel producéo (Grande) 0,86 0,62-1,17 0,3448

Valor de p obtido pelo teste de Qui-quadrado; *Apresenta diferenca significativa (p<0,05).

De acordo com o presente estudo, o0 manejo reprodutivo por monta natural
(MN) aumentou as chances em 1,49 vezes do animal ser sororreagente para IBR
(Tabela 4). Resultado semelhante foi encontrado por outros autores (NASCUTINI,
2017; DIAS et al., 2013; ROCHA, GOUVEIA, LEITE, 1999). A mucosa do prepucio e
a uretra sdo locais no qual ha grande replicacdo viral, e desta forma o touro
sororreagente pode ser responsavel por disseminar a doenca dentro do plantel (VAN
DER ENGELENBURG et al., 1993). Portanto, é importante que nas propriedades
onde ocorra a monta natural (29/69), todo o rebanho seja diagnosticado para IBR,
sobretudo os touros utilizados na reproducédo, evitando assim que estes transmitam

a enfermidade para os animais sadios.

Outros autores ndo encontraram associacdo entre a IBR e o manejo
reprodutivo (BEZERRA et al., 2012). E importante ressaltar que as centrais de
inseminacdo devem certificar-se que 0s touros sao negativos para o BVH-1, uma
vez que o sémen proveniente destas podem ser fontes de disseminacéo da doenca,
pois o virus da IBR mantém sua viabilidade no sémen congelado por até um ano
(ROCHA, GOUVEIA, LEITE, 1999). Neste contexto, foram relatados 21,73% (5/23)
de amostras positivas para IBR em sémen congelado proveniente de centrais no
estado do Rio Grande do Sul utilizando a técnica PCR (OLIVEIRA et al., 2011).
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Contudo, devido aos padrdes rigidos de controle e qualidade utilizados atualmente
nas centrais de sémen, tais critérios podem ser apontados como o principal motivo
para que tenha ocorrido prevaléncia menor de IBR nas propriedades onde se

realizava a inseminacao artificial (Tabela 3).

No presente estudo, a ordenha mecanica foi considerada um fator de risco para
a IBR, tendo os animais provenientes desse tipo de manejo apresentado risco de
infeccdo duas vezes maior que 0s animais que eram ordenhados manualmente.
Resultado semelhante foi encontrado em Minas Gerais (NASCIUTTI, 2017). Uma
das explicagbes da ordenha mecéanica ser considerado um fator de risco para IBR
seria as circunstancias de que o BHV-1 é eliminado no leite (BILGE, 1998). Neste
contexto as deficiéncias no manejo, a sanidade do Ubere e a desinfeccdo e
manutencdo inadequada dos equipamentos de ordenha mecanica podem ser
considerados como fatores que auxiliam na transmissdo de doencas
infectocontagiosas. Diferente do presente estudo, n&o foi encontrada associacdo ao
avaliar o tipo de ordenha e a presenca de IBR (BARBOSA, BRITO, ALFAIA, 2005).

N&o houve associacdo entre a presenca de problemas reprodutivos, segundo
relato dos proprietarios, e IBR. Das 69 propriedades avaliadas 31 (44,92%)
afirmaram haver problemas reprodutivos, sendo o aborto (15), a repeticdo de estro
(8), a retencdo de placenta (4) e a infeccdo uterina (4) os mais citados.
Corroborando ao presente trabalho, ndo foi encontrada associacdo entre IBR e
sinais reprodutivos ou casos de abortamento (BEZERRA et al., 2012; BARBOSA,
BRITO, ALFAIA, 2005).

No presente trabalho ndo houve associagdo entre IBR e mortalidade de
bezerros, reutilizacdo de agulhas descartaveis, teste para brucelose e nivel de
producdo. Poucas propriedades relataram a mortalidade de bezerros (6/69),
podendo ser esse fator considerado para a ndo associacdo com a enfermidade.
Esperava-se que a reutilizagéo de agulhas descartaveis fosse considerado fator de
risco para IBR, uma vez que ha relatos que tal procedimento esta associado com
outras enfermidades infectocontagiosas como a Leucose Enzodtica Bovina
(VASQUEZ et al., 2016). No entanto, esses mesmos autores também n&o
encontraram associacao com a reutilizacado de agulhas descartaveis e a presenca de
IBR.
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Pode-se perceber que em propriedades que realizavam o teste de brucelose
houve menor prevaléncia de IBR (Tabela 3), mas ndo houve associagdo entre a
realizacdo da prética, ou ndo, em relacdo a enfermidade. A¢cdes como diagndstico,
prevencao e reducdo da exposicado do rebanho as enfermidades infectocontagiosas
contribuem para que o sistema imunoldgico funcione adequadamente, minimizando
desta forma as perdas econémicas no sistema de producdo. Porém, varios fatores
interferem na eficiéncia produtiva e reprodutiva de bovinos, sobretudo a ocorréncia
de tais doencas no rebanho. Portanto, deve-se minimizar a exposi¢ao do rebanho as
enfermidades infectocontagiosas, para que Se possa proporcionar maior
rentabilidade para o produtor.

4.2.6. CONCLUSAO

Diante dos dados encontrados conclui-se que o Herpesvirus Bovino tipo 1
encontra-se amplamente disseminado nos rebanhos bovinos leiteiros dos municipios
que compreendem a regido do Caparad, Espirito Santo. Constatou-se que a
presenca de Rinotraqueite Infecciosa Bovina aumenta as chances do animal
apresentar mastite subclinica concomitantemente. O uso de ordenhadeira mecanica
e 0 manejo reprodutivo por monta natural foram considerados fatores de risco
associados a Rinotraqueite Infecciosa Bovina. Nao foram encontradas relacfes
entre o BHV-1 e problemas reprodutivos, mortalidade de bezerros, teste de

brucelose, reutilizacdo de agulhas descartaveis e nivel de producao.
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4.3. CAPITULO 3 - SOROPREVALENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS
A DIARREIA VIRAL BOVINA

Seroprevalence and risk factors associated with Bovine Viral Diarrhea

4.3.1. RESUMO

Objetivou-se com o presente trabalho avaliar a soroprevaléncia da Diarreia Viral
Bovina (BVD) nos municipios da regido do Capara0, Espirito Santo (ES), a possivel
relacdo entre BVD e mastite e os fatores de risco associados a BVD. Foram
utilizadas 854 vacas mesticas de aptidao leiteira provenientes de 69 propriedades
localizadas nos 12 municipios que compdem a regido, entre fevereiro a julho de
2015. Amostras de sangue da veia coccigea foram coletadas para a determinacgéo
da soroprevaléncia da BVD, avaliada por meio do teste de ELISA indireto. A
deteccdo de mastite clinica foi determinada por meio do teste da caneca de fundo
preto e a mastite subclinica foi diagnosticada através do California Mastite Teste. As
variaveis avaliadas foram reutilizacdo de agulhas descartaveis, tipo de ordenha,
manejo reprodutivo, mortalidade de bezerros, presenca de problemas reprodutivos,
realizacdo de teste de brucelose e nivel de producdo. Os resultados foram
demonstrados por meio de andlise descritiva e as associacdes entre as variaveis
foram estimadas pelo Odds Ratio (OR) e intervalo de 95% de confianca. O teste Qui-
quadrado foi utilizado para verificar a significancia das associacbes (p<0,05). A
prevaléncia média de BVD para a regido foi de 26,46%, variando entre 7,89 a
45,33%. Houve associacdo positiva entre o virus da BVD e a presenca de mastite
clinica (p<0,05; OR=2,37; 1C=1,30-4,30). A ordenha mecéanica (p<0,05; OR=3,39;
IC=1,78-6,47) foi considerada fator de risco para a BVD. Animais sororreagentes
para BVD apresentam maiores chances de desenvolver problemas reprodutivos
(p<0,05; OR=1,82; 1C=1,34-2,48) e menores de mortalidade de bezerros (p<0,05;
OR=0,41; 1C=0,18-0,93). O manejo reprodutivo (inseminacao artificial ou monta
natural), reutilizacdo de agulhas descartaveis, teste de brucelose e nivel de
producdo nao apresentaram associacdo com a BVD. Conclui-se que a BVD
encontra-se disseminada nos rebanhos de leite dos municipios da regido do
Capara0 Capixaba. A presenca de BVD aumenta as chances do animal apresentar

mastite clinica. A presenca de problemas reprodutivos e a ordenha mecéanica foram
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considerados fatores associados a infeccdo pelo virus da BVD. N&do houve relacao
entre a BVD e inseminacdo artificial, monta natural, reutilizacdo de agulhas

descartaveis, teste de brucelose e nivel de producéao.

Palavras-chave: BVD, ELISA indireto, mastite, vacas mesticas.

4.3.2. ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the seroprevalence of Bovine Viral
Diarrhea (BVD) in the municipalities of Caparad, Espirito Santo (ES), the possible
relationship between BVD and mastitis and the risk factors associated with BVD. A
total of 854 crossbred dairy cows from 69 farms located in the 12 municipalities that
make up the region were used between February and July 2015. Blood samples from
the coccygeal vein were collected for the determination of BVD seroprevalence,
determined by ELISA. indirect. Detection of clinical mastitis was determined by the
black bottom mug test and subclinical mastitis was diagnosed by the California
Mastitis Test. The variables evaluated were reuse of disposable needles, type of
milking, reproductive management, calf mortality, presence of reproductive problems,
brucellosis test and production level. Results were demonstrated by descriptive
analysis and associations between variables were estimated by Odds Ratio (OR) and
95% confidence interval. The chi-square test was used to verify the significance of
the associations (p <0.05). The average prevalence of BVD for the region was
26.46%, ranging from 7.89 to 45.33%. There was a positive association between
BVD virus and the presence of clinical mastitis (p <0.05; OR = 2.37; CI = 1.30-4.30).
Mechanical milking (p <0.05; OR = 3.39; Cl = 1.78-6.47) was considered a risk factor
for BVD. Animals seroreactive for BVD are more likely to develop reproductive
problems (p <0.05; OR = 1.82; Cl = 1.34-2.48) and lower calf mortality (p <0.05; OR
= 0 41; Cl = 0.18-0.93). Reproductive management (artificial insemination or natural
breeding), reuse of disposable needles, brucellosis test and production level were not
associated with BVD. In conclusion, BVD is widespread in the dairy herds of the
municipalities of Caparad Espirito Santo's region. The presence of BVD increases
the chances of the animal presenting clinical mastitis. Reproductive problems and
mechanical milking were considered factors associated with BVD virus infection.
There was no relationship between BVD and artificial insemination, natural mounts,
reuse of disposable needles, brucellosis test and production level.

Keywords: BVD, crossbred cows, indirect ELISA, mastitis.
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4.3.3. INTRODUCAO

O virus da diarreia viral bovina (BVDV) é um agente infeccioso presente em
populacdes de bovinos em todo o mundo e causa perdas econdémicas significativas
devido a diminuicdo do desempenho e da producéo de leite, disturbios reprodutivos
e aumento do risco de morbidade e mortalidade (WERNICKI et al., 2015). O
desconhecimento da enfermidade, o alto potencial de transmissdo e a falta de
tratamento tornam a enfermidade mais preocupante, em 2013 o Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), por meio da Instrucdo Normativa
namero 50 (IN 50/2013), tornou a Diarreia Viral Bovina (BVD) uma doenca de
notificacao ao servigo veterinario oficial de qualquer caso confirmado (MAPA, 2013).

O BVDV possui grande variedade antigénica sendo classificado em dois grupos
antigénicos distintos BVDV-1 e BVDV-2. Os virus do gendtipo BVDV-1
compreendem em sua maioria as cepas vacinais e de referéncia e sdo responséaveis
por infeccdes brandas a moderadas. O BVDV-2 foi identificado em surtos de
infeccdo aguda e doenca hemorragica no Canada, no entanto também foram
isolados estirpes de viruléncia baixa a moderada. O BVDV pode ser classificado
ainda em dois biotipos, o citopatogéncico (CP) e o nao citopatogénico (NCP), tal
classificacdo € de acordo com o efeito da replicacdo do virus em cultivo celular
(RADOSTITS et al., 2007; FLORES et al., 2005).

Infec¢gBes pelo BVDV podem produzir sintomatologia variada de acordo com o
biotipo viral envolvido e imunidade do animal. Os sinais clinicos mais evidentes séo
febre, descargas oculares e nasais, salivacdo, diarreia e presenca de erosdes e
Ulceras orais. Manifestacdes agudas estdo relacionadas com a Doenca das
Mucosas (DM), uma rara apresentacdo da infecgdo que quase sempre é fatal. Nos
machos o BVDV esta relacionado com a diminuicdo da qualidade do sémen, em
fémeas baixas taxas de fertilizacdo, absorcdo embrionaria, abortos e nascimento de
bezerros fracos (FLORES, 2007; RADOSTITS et al., 2007; GROOMS, 2004;
POTGIETER, 2004).

O BVDV pode causar depressdo no sistema imunolégico do hospedeiro

predispondo o animal a infeccfes secundarias. Neste contexto, quadros clinicos de



57

BVD estdo associados a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), pasteurelose e
salmonelose (RADOSTITS et al., 2007; BROWNLIE, 2002). A taxa de mortalidade
pode chegar a 8%, e a morbidade de 90% é facilmente encontrada (POTGIETER,
2004).

A infeccdo de uma fémea gestante entre 40 e 120 dias de gestacdo d& origem
a bezerros persistentemente infectados (PI), esses animais ndo formam anticorpos
contra o BVDV e séo classificados equivocadamente como soronegativos, apesar de
eliminarem o virus continuamente. A formacdo de bezerros Pl acontece porque no
referido periodo ha formacéo do sistema imunolégico do animal, que é concluido aos
125 dias de gestacdo aproximadamente, nesta fase proteinas virais sdo
incorporadas erroneamente como préprias do organismo em formacéo, e o sistema
imune do hospedeiro ndo forma anticorpos contra o BVDV. Entre 2 a 5% dos
animais positivos para BVD séo PI (FLORES et al., 2005; RADOSTITS et al., 2007,
POTGIETER, 2004).

A Diarreia Viral Bovina possui distribuicdo mundial, estima-se que a
soroprevaléncia varia de 50 a 90% (KRAMPS et al., 1999). No Brasil, varios estudos
sorolégicos demonstram a ampla distribuicdo e a alta taxa de prevaléncia em
diversos estados: Bahia 56% (NORONHA et al., 2001), Goias 54,1% (BRITO, 2002),
Minas Gerais 61% (MINEO et al., 2006), Sdo Paulo 78% (RICHTZEINHAIN, 1997),
Parana 61,5% (ALFIERI et al., 2004) e Rio Grande do Sul 58,8% (SCHERER et al.,
2002). Até o presente momento ndo ha levantamento sorolégico sobre a prevaléncia

da BVD no estado do Espirito Santo.

As perdas relacionadas a producéo incluem reducdo da producdo de leite,
reducéo da taxa de concepcao, disturbios respiratérios e gastrintestinais e morte dos
animais. Neste contexto, na Dinamarca considerando incidéncia de 34% para BVDV
foram estimadas perdas anuais de US$ 57 milhdes (HOUE, 1999), no Reino Unido
as perdas anuais devido a infeccdo pelo BVDV foram calculadas em torno de US$
27 milhdes (BENNETT, et al., 1999). Estimam-se perdas entre US$ 40 e US$ 95 por
vaca infectada dentro do rebanho (HOUE, 2003) e reducéo de até € 19 por mil litros
de leite produzido (FOURICHON et al., 2005).
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O isolamento viral € o teste diagnéstico recomendado pela Organizacdo
Internacional de Epizootias (OIE, 2018), no entanto métodos diagndsticos como o
ELISA estdo ganhando importancia, por apresentarem alta sensibilidade, rapidez na
realizacdo do exame, permite a avaliacdo de grande quantidade de amostras com

menor custo, sendo utilizados com eficiéncia na rotina (RADOSTITS et al., 2007).

Objetivou-se com o presente trabalho, avaliar a soroprevaléncia da Diarreia
Viral Bovina nos municipios da regido do Caparad, Espirito Santo, a possivel relacéo

entre BVD e mastite e os fatores de risco associados a Diarreia Viral Bovina.

4.3.4. MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso em Animais (CEUA) da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) sob o nimero de protocolo 003/2015
e CEUA UFES Alegre sob o numero de protocolo 008/2018.

Foram utilizadas 854 vacas mesticas (Bos tauros tauros x Bos taurus indicus)
de aptiddo leiteira, clinicamente saudaveis, em diferentes fases de lactacdo
provenientes de propriedades localizadas nos 12 municipios que compdem a
Microrregido do Caparad Capixaba (20° 26' 5" S e 41° 47' 2" O), no Sul do Espirito
Santo (Alegre, Bom Jesus do Norte, Divino de Séao Lourenco, Dores do Rio Preto,
Guacui, Ibatiba, Ibitirama, Irupi, Iina, Jerébnimo Monteiro, Muniz Freire e S&o José
do Calgado), no periodo de fevereiro a julho de 2015. No total foram avaliadas ao
acaso 69 propriedades, sendo cinco propriedades avaliadas por municipio, com
excecdo de Alegre com nove e Jerdbnimo Monteiro, onde dez propriedades foram

avaliadas.

Amostras de sangue total foram coletadas de todas as vacas em lactacao por
meio de puncdo da veia coccigea média em sistema de coleta a vacuo. O sangue
colhido foi acondicionado em tubos sem anticoagulante e transportados em caixas
isotérmicas até o Laboratério de Producdo Animal do Hospital Veterinario da
Universidade Federal do Espirito Santo. Apds colheita, as amostras foram
centrifugadas a 200 G durante 5 minutos para a obtencdo do soro, o qual foi

fracionado em tubos de polietileno de 1,5 mL e armazenados a menos 80 °C. O
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exame diagnostico da Diarreia Viral Bovina foi realizado através do teste de ensaio
imunoenzimatico indireto (ELISA indireto) utilizando kit CIVTEST® BOVIS BVD/BD

P80 (Amer, Catalunha, Espanha), segundo as recomendac¢des do fabricante.

A deteccdo de mastite clinica foi determinada por meio da identificacdo dos
sinais clinicos de inflamagédo da glandula mamaria e pelo teste da caneca de fundo
preto. A mastite subclinica foi diagnosticada por meio do California Mastite Teste
(CMT). O animal foi considerado positivo para mastite clinica ou subclinica quando
houve alteracdo ao teste da caneca ou CMT respectivamente, em pelo menos um

teto.

As variaveis analisadas foram a prevaléncia de BVD, a possivel relagdo entre
BVD e mastite, bem como o questionario referente a reutilizacdo de agulhas
descartaveis (sim/ndo), fazia teste para brucelose (sim/ndo), tipo de ordenha
(manual/mecéanica), manejo reprodutivo (inseminacdo artificial/monta natural),
mortalidade de bezerros alta (sim/n&o) e se a propriedade apresentava problemas
reprodutivos (sim/ndo). As propriedades foram classificadas em pequenas, médias e
grandes produtoras de leite com respectivas producdes de até 53 litros, de 54 a 133
e acima de 133 litros de leite por dia (BARROS et al., 2001).

O calculo do nimero amostral foi realizado de acordo com a formula abaixo:

Npq
(n—-1)+ pq

n =deffx —;
1.962

Onde:

n = tamanho da amostra;
deff = efeito do design;

N = tamanho da populacgao;
p = proporcéo estimada;
q=1-p;

d = nivel de precisao absoluto.



60

Utilizando frequéncia antecipada de 50% para BVD, limite de confianca de 5%,
intervalo de confianca de 99% e efetivo bovino do estado do Espirito Santo de
2.223.531 cabecas de gado no ano do estudo (IBGE, 2019), o nimero minimo para
o tamanho amostral calculado foi de 664 animais. Portanto, o tamanho amostral do

presente estudo de 854 animais proporciona representatividade estatistica.

Os resultados estatisticos foram demonstrados por meio de anélise descritiva e
as associacfes entre as variaveis foram estimadas pela razdo dos produtos
cruzados - Odds Ratio (OR) e intervalo de 95% de confianca. O teste qui-quadrado
foi utilizado para verificar a significancia das associa¢fes (p<0,05). Os célculos
foram realizados no programa OpenEpi 3.01 (DEAN, SULLIVAN, SOE, 2013).

4.3.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1 esta descrita a prevaléncia para Diarreia Viral Bovina (BVD) nos
municipios que compdem a regido do Caparad, estado do Espirito Santo (ES).
Como pode ser observado, na regido estudada foi encontrada prevaléncia média de
26,46% (226/854) para BVD.

Houve grande variacdo na prevaléncia de BVD (7,89 a 45,33%) nos municipios
estudados do Espirito Santo. Variacdo na prevaléncia de BVD (35,0 a 71,3%) em
diferentes distritos da Argentina para bovinos acima de dois anos, utilizando o ELISA

indireto como teste diagndstico também foram relatadas (ODEON et al., 2001).

Tabela 1: Soroprevaléncia de Diarreia Viral Bovina (BVD) pelo teste de ELISA
indireto em vacas de leite mesticas nos municipios que compdem a regido do
Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de 2015)

Municipio Animais  Animais nao Total Prevaléncia

reagentes reagentes de BVD (%)
Bom Jesus do Norte 3 35 38 7,89
Dores do Rio Preto 8 76 84 9,52
Ibitirama 7 65 72 9,72
lGna 9 60 69 13,04
Ibatiba 10 47 57 17,54
Sao José do Calcado 8 37 45 17,77
lrupi 7 28 35 20,00
Divino de S&o Lourencgo 17 46 63 26,98

Guacui 10 26 36 27,77
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Jerbnimo Monteiro 55 82 137 40,14
Alegre 58 85 143 40,55
Muniz Freire 34 41 75 45,33
Total 226 628 854 26,46

Soroprevaléncia maior ao do presente estudo foi relatada em vacas na Paraiba
44,1% (MARQUES et al., 2016), 57,7% no Rio Grande do Sul (FRANDOLOSO et al.,
2008), 65,66% no Maranhdo (CHAVES et al., 2012), 64% em Goias (BRITO et al.,
2010) e 66,87% em bovinos de corte no Maranhdo (BEZERRA et al., 2019).

No Brasil, ndo ha programa oficial para o controle da BVD, e a alta prevaléncia
da infeccdo em rebanhos leiteiros no Espirito Santo, juntamente com as perdas
econbmicas causadas pela infeccéo viral, demonstram a necessidade de acfes de

prevencao que contribuam para a reducao da exposicéo a enfermidade.

Pode-se observar na Tabela 2, que existe associagao significativa entre
Diarreia Viral Bovina e a presenca de mastite clinica. Neste contexto, animais
sororreagentes para BVD aumentaram as chances em até 2,3 vezes de serem
positivos para mastite clinica. Entretanto, ndo houve associacdo entre BVD e a

presenca de mastite subclinica.

Tabela 2: Associacao entre Diarreia Viral Bovina e a presenca de mastite clinica e
mastite subclinica em vacas de leite mesticas nos municipios que compdem a regiao
do Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de 2015)

Intervalo de

Odds Ratio confianca (95%) Valor de p
Mastite Clinica 2,37 1,30-4,30 0,003587~
Mastite Subclinica 1,14 0,84 -1,55 0,3848

Valor de p obtido pelo teste de Qui-quadrado; *Apresenta diferenca significativa (p<0,05).

Corroborando ao presente trabalho, também foi encontrada correlacdo (p<0,05,
OR=1,8; IC=1,1-2,8) entre BVD e a presenca de mastite (NISKANEN et al., 1995). A
associacao positiva entre o virus da Diarreia Viral Bovina e mastite, foi relatada com
base nos titulos de anticorpos para BVDV em leite, no qual o nimero de casos de
mastite aumentou em rebanhos com titulo aumentado de anticorpos para BVDV no
leite. Aumento de 7% na taxa de mastite clinica em rebanhos expostos ao BVDV em

comparacao com os rebanhos nao expostos foi relatado (WAAGE, 2000). Em outro
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estudo, reducdo de até 10% na producdo de leite foi observada em vacas com
anticorpos contra o BVDV em comparagdo com vacas negativas para 0 virus, no

entanto os autores ndo relataram a presenca de mastite (MOERMAN et al., 1994).

Estudos demonstram que o BVDV pode causar imunossupressao, sobretudo
em animais persistentemente infectados. Neste contexto, o virus da BVD pode
desempenhar papel indireto na susceptibilidade do animal a infec¢des secundarias,
ou pode aumentar a possibilidade de infec¢cdes secundarias gerarem um curso mais
grave da enfermidade (POTGIETER et al., 1984). Estudos sobre o papel
imunossupressor do BVDV em relacdo a mastite bovina sdo escassos. Ha relatos de
aumento da quantidade de casos de mastite em rebanhos soropositivos para BVDV,
no entanto o papel desempenhado pelo BVDV nestes casos de mastite ndo € claro
(SIEGLER et al., 1984).

Contudo, hé& falta de conhecimento em relacdo ao impacto real do virus na
saude do Ubere de vacas, ndo existindo evidéncias suficientes para incluir ou ndo os
efeitos dos virus em relacdo a mastite. No entanto, deve-se avaliar o possivel
impacto dos virus no desenvolvimento da mastite, desta forma é importante
considerar as acdes para diagnosticar e controlar as doencgas virais para que se
possa ter um rebanho livre de enfermidades infectocontagiosas e aumentar a

lucratividade no sistema de producéo.

Na Tabela 3 esta a distribuicdo percentual dos possiveis fatores de risco
associados a soroprevaléncia da Diarreia Viral Bovina em vacas leiteiras mesticas

na regido do Caparad, Espirito Santo.

Tabela 3: Distribuicdo percentual das possiveis variaveis associadas a
soroprevaléncia de Diarreia Viral Bovina (BVD) em vacas de leite mesticas nos
municipios que compdem a regido do Capara0, Espirito Santo (fevereiro a julho de
2015)

o Animais A
Variaveis Anlmdals sororreagentes PrBe\\;aDle;ma
testados 3 BVD (%)
Nivel de producao
Pequeno (até 53 L) 41 10 24,39
Médio (de 54 a 133 L) 167 35 20,95
Grande (acima de 133 L) 646 181 28,01

Reutilizacdo de agulha descartavel
Sim 467 123 26,33
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N&o 387 103 26,61
Mortalidade bezerros alta

Sim 52 7 13,46
N&o 802 219 27,30
Problemas reprodutivos

Sim 401 131 32,66
N&o 453 95 20,97
Faz teste de brucelose

Sim 432 103 23,84
N&o 422 123 29,14
Tipo de ordenha

Mecanica 750 215 28,66
Manual 104 11 10,57
Manejo reprodutivo

Inseminacgao artificial 521 128 24,56
Monta natural 333 98 29,42

Na Tabela 4 estdo descritos os fatores associados a Diarreia Viral Bovina
encontrados no presente trabalho. Como pode ser observado a presenca de BVD
aumenta as chances de problemas reprodutivos, e diminui a mortalidade de
bezerros. A ordenha mecanica foi considerada fator que aumenta o risco associado
a BVD (p<0,05). A monta natural, reutilizacdo de agulhas descartaveis, teste de

brucelose e nivel de producdo ndo apresentaram significancia estatistica (p>0,05).

Tabela 4: Variaveis associadas a soroprevaléncia de Diarreia Viral Bovina (BVD) em
vacas de leite mesticas nos municipios que compdem a regido do Caparad, Espirito
Santo (fevereiro a julho de 2015)

Odds Intervalo de

Ratio confianca (95%) Valor de p
Problemas Reprodutivos 1,82 1,34-2,48 0,0001101*
Ordenha Mecéanica 3,39 1,78 - 6,47 0,00008892*
Mortalidade de Bezerros 0,41 0,18 - 0,93 0,02829*
Monta Natural 1,28 0,94-1,74 0,1163
Reutilizac&do de agulha descartavel 0,98 0,72-1,33 0,9273
Teste de Brucelose 0,76 0,56 - 1,03 0,07896
Nivel producéo (Pequeno) 0,89 0,42-1,84 0,7577
Nivel producéo (Médio) 0,68 0,45-1,03 0,07215
Nivel producgéo (Grande) 1,41 0,97 - 2,04 0,06950

Valor de p obtido pelo teste de Qui-quadrado; *Apresenta diferenca significativa (p<0,05).

Das 69 propriedades avaliadas, 31 (44,92%) afirmaram haver problemas

reprodutivos sendo o aborto (15), repeticao de estro (8), retencédo de placenta (4) e
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infeccdo uterina (4) os mais citados, visto que alguns proprietarios relataram mais de
um problema reprodutivo. A presenca de BVD foi considerada fator que aumenta o
risco para problemas reprodutivos, segundo relato dos proprietarios, ou seja, em
propriedades com animais sororreagentes para BVD existe a chance 1,8 vezes
maior de se encontrar problemas reprodutivos. Associacao entre repeticdo de estro
e 0 BVDV foi relatada por outros autores (TADESSE, DENEKE, DERESA, 2019).
Neste contexto, também foi encontrada associacao entre a ocorréncia de aborto e a
BVD, mas os autores ndo puderam afirmar se havia fator de risco associado pois o
intervalo de confianca variou de 0,88 a 1,22 (BRITO et al.,, 2010). Diferente do
presente trabalho, ndo foi encontrada associacdo entre a presenca de problemas
reprodutivos (aborto) e o BVDV, porém foi relatado pelos autores prevaléncia maior
de BVD em propriedades onde ocorreu aborto ou problemas reprodutivos
(BEZERRA et al., 2019; MARQUES et al., 2016; CHAVES et al., 2012).

No presente estudo, a ordenha mecanica foi considerada um fator de risco para
a BVD, tendo os animais provenientes desse tipo de manejo apresentado risco de
infeccdo para BVD 3,3 vezes maior que 0s animais que eram ordenhados
manualmente. Corroborando ao presente trabalho, resultado semelhante foi relatado
em Minas Gerais (NASCIUTTI, 2017). As deficiéncias no manejo, a sanidade do
Ubere e a desinfeccdo e manutencao inadequada dos equipamentos de ordenha
mecanica podem ser considerados como fatores que auxiliam na transmissao de

doencas infectocontagiosas.

Diferente do que era esperado, houve associacdo protetora entre BVD e
mortalidade de bezerros (Tabela 4), ou seja, animais sororreagentes para BVD
apresentaram menores chances de resultar em mortalidade de bezerros. Poucas
propriedades relataram que a mortalidade de bezerros era alta (6/69) o que
representa 6,08% dos animais avaliados (52/854), podendo ser esse o fator
considerado para a ndo associacdo de risco com a enfermidade. Ha relatos de
associacao entre mortalidade de bezerros maior que 5% e o BVDV, mas os autores
alertam que este parametro ndo deve ser identificado como um fator de risco, mas
sim consequéncia da infeccdo, que também poderia estar associado ao manejo
inadequado do neonato (MARQUES et al., 2016).
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N&o houve associacdo do manejo reprodutivo por monta natural (MN) em
relacdo a BVD (Tabela 4). Resultado semelhante foi encontrado por outros autores
(TADESSE, DENEKE, DERESA, 2019). Diferente do presente trabalho, foi relatada
associacdo entre MN e a BVD, sendo o touro utilizado para a reproducao
considerado um fator que aumenta os riscos para a enfermidade, os autores
relataram também que o uso da inseminacao artificial pode ser considerado uma
forma de controle da infeccdo (CHAVES et al.,, 2012). No entanto, a possivel
contaminacgéo e disseminacdo do BVDV em técnicas de reproducao assistida como
sémen utilizado na IA e transferéncia de embrides pode acontecer (GARD, GIVENS,
STRINGFELLOW, 2007).

A reutilizacdo de agulhas descartaveis néao foi considerada como fator de risco
para a BVD (Tabela 4). Esperava-se que tal pratica apresentasse associacdo com
BVD, uma vez que ha relatos na literatura que tal procedimento esta associado com
outras enfermidades infectocontagiosas como a Leucose Enzodtica Bovina
(VASQUEZ et al., 2016). Pode-se perceber que em propriedades que realizam o
teste de brucelose, houve menor prevaléncia de BVD (Tabela 3), mas ndo houve
associacao entre a realizagdo da pratica, ou ndo, em relacdo ao BVDV. No presente
trabalho ndo foi encontrada associagcédo entre o nivel de producéo e a presenca de
BVD.

Acdes como diagnostico, prevencdo e reducdo da exposicdo do rebanho as
enfermidades infectocontagiosas, contribuem para que o sistema imunoldgico
funcione adequadamente, minimizando desta forma as perdas econOémicas no
sistema de producdo. Contudo, varios fatores interferem na eficiéncia produtiva e
reprodutiva de bovinos, sobretudo a ocorréncia de doencas infectocontagiosas no
rebanho. E preciso alertar os produtores rurais por meio de informagdes sobre o
controle das enfermidades, gerando assim maior rentabilidade de suas producdes e

qualidade dos produtos produzidos.

4.3.6. CONCLUSAO
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Diante dos dados encontrados conclui-se que o virus da Diarreia Viral Bovina
encontra-se disseminado nos rebanhos bovinos leiteiros dos municipios que
compreendem a regido do Caparad, Espirito Santo. Constatou-se que a presenca de
Diarreia Viral Bovina aumenta as chances do animal apresentar mastite clinica.
Animais sororreagentes para BVD apresentaram maiores chances de
desenvolverem problemas reprodutivos e menores de mortalidade de bezerros. O
uso de ordenhadeira mecéanica foi considerado fator que aumenta o risco associado
a Diarreia Viral Bovina. Nao foram encontradas relacdes entre o BVDV e monta
natural, reutilizacdo de agulhas descartaveis, teste de brucelose e nivel de
producao.
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