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RESUMO

A bovinocultura de leite é importante para o abastecimento do mercado interno
brasileiro, tendo o Estado do Rio Grande do Sul como o segundo maior produtor.
Doencas virais ocasionam diversos prejuizos na cadeia de producdo bovina. Com o
objetivo de manter e aprimorar o nivel de producdo, torna-se importante estabelecer
programas sanitarios que permitam o controle de doengas que possam resultar em
grandes perdas econémicas. Para 0 sucesso de tais programas, € importante levar em
consideracdo o conhecimento da epidemiologia da doenca em conjunto com técnicas
laboratoriais adequadas, além de buscar fatores associados a permanéncia do virus no
rebanho Os objetivos desse estudo foram o de avaliar a prevaléncia e fatores de risco do
virus da diarreia viral bovina (BVDV) e herpervirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em
rebanhos leiteiros ndo vacinados de uma cooperativa de produtores de leite no Estado
do Rio Grande do Sul, Brasil. Amostras de tanques de leite de 281 rebanhos leiteiros
selecionados de forma aleatoria simples foram testados para anticorpos contra 0 BVDV
utilizando um kit comercial de ELISA e contra glicoproteina B do BoHV-1 através de
um kit comercial de ELISA de bloqueio. Em cada propriedade avaliada, aplicou-se um
questionario epidemioldgico para investigar os fatores de risco para estas doencas. Uma
prevaléncia de rebanho de 42,70% (120/281; IC 95%: 36% - 48%) para infeccéo pelo
BVDV e de 27,88% (75/269; IC 95%: 22% - 33%) para infec¢do pelo BoHV-1 foram
encontradas na populacdo estudada. Dentre os fatores de risco avaliados, a utilizacdo de
inseminacdo artificial foi considerado como fator de risco para infecgdo pelo virus da
diarreia viral bovina e possuir suinos na propriedade foi considerado como fator de
protecdo para infeccdo pelo herpesvirus bovino tipo 1. O presente estudo identificou
10,3% de rebanhos com infeccdo ativa de BVDV e uma prevaléncia moderada para
ambas as doencas em uma populacdo de pequenos rebanhos leiteiros criados em
sistemas semi-intensivos de producdo que nao utilizam medidas especificas de controle

de infecgéo.

PALAVRAS-CHAVE: FATORES DE RISCO, PREVALENCIA, BVDV, BoHV-1
TANQUE DE LEITE.



ABSTRACT

The dairy cattle is important to supply the Brazilian market, with the state of Rio
Grande do Sul as the second largest producer. Viral diseases cause several damages in
the bovine production. In order to maintain and improve the level of production, it
becomes important to establish health programs that allow the control of diseases that
can result in large economic losses. For the success of such programs, it is important to
take into account the knowledge of the epidemiology of the disease in conjunction with
appropriate laboratory techniques, and risk factors associated with persistence of the
virus in the herd. The objectives of this study were to assess the prevalence and risk
factors for the bovine viral diarrhea virus (BVDV) and bovine herpesvirus type 1
(BoHV-1) in unvaccinated dairy herds of a cooperative of milk producers in the state of
Rio Grande do Sul, Brazil. Bulk tank milk samples from 281 dairy herds selected by
simple random sampling were tested for BVDV antibodies using a commercial ELISA
kit and against the glycoprotein B of BoHV-1 using a commercial ELISA kit of blocking.
In each assessed property, we applied an epidemiological questionnaire to investigate
risk factors for these diseases. A herd prevalence of 42.70% (120/281, 95% CI: 36% -
48%) for BVDV infection and 27.88% (75/269, 95% CI: 22% - 33%) for BoHV-1 were
observed in the studied population. Among the risk factors evaluated, the use of
artificial insemination was considered as a risk factor for infection with bovine viral
diarrhea virus and pigs on the property have been considered as a protective factor for
infection by bovine herpesvirus type 1. The present study identified 10.3% of herds with
active BVDV infection and a moderate prevalence for both diseases in a population of
small dairy herds reared in semi-intensive systems of production which do not use

specific measures to control infection.

KEY-WORDS: RISK FACTORS, PREVALENCE, BVDV, BoHV-1, BULK TANK MILK.
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1 INTRODUCAO

O Brasil tem na bovinocultura uma de suas atividades de maior importancia
econdmica e social. Apresenta-se hoje como o maior exportador de carne bovina e 0
quinto maior produtor de leite no mundo (ABIEC, 2009; ABPL, 2010). A bovinocultura
de leite é importante paro o abastecimento do mercado interno, tendo o Estado do Rio
Grande do Sul como o segundao maior produtor no Brasil. Dessa forma, no intuito de
manter e aprimorar o nivel de producédo torna-se importante estabelecer um programa de
controle sanitario que permita o dominio de situacBGes que possam resultar em grandes
perdas econdmicas e, além disso, permita manter a competitividade do pais no mercado
mundial (RADOSTTIS, 2007; FLORES, 2007; EMBRAPA, 2012).

Doencas virais ocasionam diversos prejuizos na cadeia de producdo bovina que
geram, por consequéncia, a necessidade da adocdo e implementacdo de programas
voltados para a sanidade bovina. Para o sucesso de tais programas, € importante que
sejam efetuados diagndsticos precisos que levem em consideracdo o conhecimento da
epidemiologia da doenca em conjunto com técnicas laboratoriais adequadas, e
examinem os fatores associados a permanéncia do virus no rebanho.

A diarreia viral bovina (Bovine Viral Diarrhea- BVD) é uma enfermidade que
estd presente em muitos rebanhos (VOGEL et al., 2001; LINDBERG, 2003; DIAS;
SAMARA, 2003; NORONHA et al., 2003; GROOMS, 2006), tornando importante a
realizacdo de estudos para a construcdo de programas de controle da doenca (HOUE,
1999).0 virus da diarreia viral bovina (BVDV), responsavel por causar infeccdes
predominantemente subclinicas € um dos principais patdgenos virais de bovinos. A
principal caracteristica da presenca do virus no rebanho € a perda reprodutiva como
retorno ao cio ou aborto (VOGEL et al., 2001; DIAS; SAMARA, 2003).

Assim como o BVDV, os herpesvirus bovino (BoHV) apresentam uma grande
variedade de sinais clinicos, tais como quadros respiratérios, reprodutivos (ROEHE,
1997) ou encefalites (SANCHES et al., 2000). A transmissdo de BoHV-1 e BoHV-5
ocorre diretamente pelas vias oronasal, genital e ocular (ENGELS; ACKERMANN,
1996), ou de forma indireta, mediante contato com fémites contaminados, realizacéo de
inseminacao artificial sem medidas de biosseguridade, transferéncia de embriGes ou
mesmo através do leite (MARS et al., 2000a; FRANCO e ROEHE, 2007; CAMPOS et
al., 2009).
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S&0 poucas as investigacdes que avaliam os fatores de risco de BVDV e BoHV
em rebanhos bovinos leiteiros no Brasil (QUICOZES et al., 2007; BRITO et al., 2010).
Portanto, o presente trabalho foi realizado com o objetivo de determinar a prevaléncia e
0s principais fatores de risco de BVDV e BoHV-1 em termos de rebanho, em uma
cooperativa de bovinos leiteiros de uma importante bacia produtora do Rio Grande do
Sul.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Diarreia Viral Bovina (BVD)

O agente etiologico responsavel por causar a diarreia viral bovina (“bovine viral
diarrhea” — BVD) pertence ao género Pestivirus, familia Flaviviridae, assim como o
virus da doenga da fronteira (“border disease virus” - BDV) e o virus da peste suina
classica CSFV (RIDPATH; FLORES, 2007). O BVDV é um virus RNA de fita simples,
de polaridade positiva, envelopado e com nucleocapsideo icosaédrico. Possui um
formato arredondado com aproximadamente 60nm de didmetro e é facilmente inativado
por calor, solventes e detergentes (RIDPATH; FLORES, 2007; PETERHANS;
SCHWEIZER, 2009). Os virus RNA possuem alta taxa de mutacdo e recombinacéo
génica apresentando ampla heterogeneidade (GOENS, 2002).

Atualmente o BVDV encontra-se dividido em BVDV-1 e BVDV-2 (VILCEK et
al., 2005; LIU et al., 2010). Similaridade entre os dois gen6tipos podem ser observadas,
pois ambos resultam em doenca clinica ou subclinica quando infectam animais adultos
(RIDPATH, 2003). O gendtipo BVDV-1 é o mais utilizado em testes diagnosticos,
pesquisas e producdo de vacinas. J& o genétipo BVDV-2 pode ser obtido a partir do
soro fetal de animais persistentemente infectados (Pl) nascidos de vacas vacinadas
contra BVDV-1 e de bovinos que morreram de sindrome hemorragica, uma doenca
aguda causada pelo gendtipo BVDV-2 ndo citopatico (RIDPATH, 2003; RADOSTITS
et al., 2007).

2.1.1 Biotipos virais

Os pestivirus apresentam dois biotipos, 0s nao-citopaticos e 0s citopaticos.
Ambos sdo capazes de promover infec¢fes naturais, porém os biotipos ndo-citopéaticos
sdo mais frequentes e possuem a capacidade de se replicar na célula do hospedeiro sem
causar morte celular, sendo considerado o biotipo responsavel pelo animal Pl
(VILCEK; NETTLENON, 2006; PETERAHNS; SCHWEIZER, 2009). J& o biotipo
citopatico € menos relatado e estd relacionado com a Doenga das Mucosas, sendo
originado a partir de mutacdes ou rearranjos estruturais do genoma viral (GROOMS,
2004).
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2.1.2 Caracteristica da Infecgdo e Patogenia

A infeccdo pelo BVDV, o grau de severidade e as possiveis consequéncias estdo
diretamente ligados com: a estrutura do virus, 0 gendtipo e biotipo viral, como a fase
reprodutiva e a situagdo imune do hospedeiro (RIDPATH, FLORES, 2007). A infeccéo
causada pelo BVDV tem como principal impacto as desordens reprodutivas, resultando
em significativas perdas econdmicas (GROOMS, 2004; BROCK, 2004 GROOMS,
2005).

Com a analise do genoma viral em conjunto com a caracterizacdo antigénica, os
pestivirus, como o BVDV e o BDV, ndo sdo espécie-especificos. Sendo assim, esses
virus infectam principalmente bovinos e ovinos, respectivamente, mas por ndo serem
especie-especifico, podem infectar outras espécies como suinos, javalis ou mesmo
outros ruminantes artiodactilos (EVERMANN, 2005; VILCEK; NETTLETON, 2006).

O BVDV realiza a replicacdo viral inicialmente na mucosa nasal e nas tonsilas,
apos a penetracdo no organismo do hospedeiro. Posteriormente, os 6rgdos linfoides
disseminam o virus por meio da circulacdo (POTGIETER, 2004; RIDPATH; FLORES,
2007; LUNARDI et al., 2008; DIEGUEZ et al., 2009).

Como consequéncia da disseminacao viral, podem ocorrer trés tipos de infeccéo.
A primeira, sendo chamada de transitoria ou aguda, ocorrente em vacas nao prenhes, é
observada em animais que ndo tiveram contato com o virus. Afeta principalmente
animais de 6 a 12 meses de idade e a causa esta geralmente vinculada a cepas de baixa
viruléncia, apresentando uma alta morbidade com baixa ou inexistente mortalidade
(FLORES; SCHUCH, 2007). O segundo tipo, infeccdo persistente, é resultado da
infeccdo de fémeas prenhes soronegativas e depende do estagio de gestacdo em que
ocorre a infeccdo, do biotipo e da cepa do virus. Pode ocorrer reabsorcdo embrionaria
caracterizada por retorno ao cio por periodos irregulares, abortos, mumificacdo fetal,
natimortos, nascimento de bezerros fracos, que podem morrer em seguida ou apresentar
crescimento retardado; ou o nascimento de animais Pl. Em geral, abortos em qualquer
fase de gestacdo podem ser atribuidos ao BVDV. Fetos infectados no terco final da
gestacdo frequentemente nascem normais, livres do virus, mas Ssoropositivos.
(GROOMS, 2006; RIDPATH; FLORES, 2007).

A consequéncia de uma infec¢do aguda em vacas prenhes entre 0 40° e 125° dia
de gestacdo é o estabelecimento de infeccdo persistente. Os fetos infectados nesse

periodo desenvolvem imunotolerancia ao virus e 0 organismo jamais consegue eliminar
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a infeccdo pelo virus. Esses animais tornam-se portadores permanentes e expelem o
virus continuamente em secrecBes e excregGes. Os bezerros que nascem Pl sdo
geralmente soronegativos. Os animais Pl podem apresentar crescimento retardado,
malformagfes congénitas ou serem aparentemente saudaveis. (GROOMS, 2004;
RIDPATH; FLORES, 2007).

O terceiro tipo € uma condicdo severa, de baixa morbidade e de alta mortalidade.
Essa apresentacdo ocorre quando animais Pl sofrem uma superinfeccdo por dois
biotipos de BVDV. Para tanto, o biotipo ndo citopatico sofre mutagdes, delecdes ou
rearranjos genéticos originando um biotipo citopatico que determinara o surgimento da
doenca das mucosas. E considerada uma consequéncia tardia da infeccdo pelo BVDV
em vacas prenhes que originam animais Pl (POTGIETER, 2004; RIDPATH; FLORES,
2007).

2.1.3 Epidemiologia

O BVDV ocasiona perdas econbmicas significativas a bovinocultura,
apresentando uma distribuicdo mundial irregular (GOENS, 2002). Possui uma estrutura
genética e antigénica bem semelhante entre seus bi6tipos, sendo todos capazes de
infectar o feto por via vertical (atravessando a barreira placentaria) resultando em uma
variedade de quadros clinicos (BOLIN; GROOMS, 2004; PETERHANS;
SCHWEIZER, 2009). E uma doenca predominantemente subclinica, que ocorre em
bovinos assim como em ovinos, suinos, caprinos e ruminantes ndo domésticos de vida
livre ou em cativeiro (BELKNAP et al., 2000; EVERMANN, 2006; VILCEK et al.,
2005; VILCEK; NETTLETON, 2006).

2.1.3.1 Transmissao

A transmissdo por BVDV pode resultar tanto em infeccdes agudas ou
transitérias quanto persistentes, podendo ocorrer por duas vias: direta ou indireta
(RIDPATH; FLORES, 2007). O contato direto dos animais por via oronasal com
secrecOes, excrecdes, restos fetais de aborto ou fluidos fetais durante o nascimento de
bezerros P1 sdo exemplos da via direta da transmissdo por BVDV. As vias consideradas
indiretas sdo, por exemplo, fomites, insetos hematdéfagos, embrides, sémen ou soro fetal
contaminados (NISKANEN; LINDBERG, 2003; LINDBERG et al., 2004;
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WRATHALL et al., 2006; STHAL et al., 2007). A transmissdo via transferéncia de
embriBes é possivel desde que a doadora ou a receptora apresentem infec¢do aguda ou
persistente, ou caso o soro fetal utilizado para lavar o embrido esteja contaminado
(THURMOND, 2005; GARD; GIVENS; STRINGFELLOW, 2007).

Pela capacidade de sobreviver no ambiente por uma semana ou menos, o BVDV
pode infectar animais expostos a equipamentos como agulhas, luva de palpagéo,
material cirGrgico ndo esterilizado, “formiga”, aplicadores de brinco ou mesmo
alimentos contaminados que foram utilizados ou fornecidos aos animais com infeccéo
aguda ou animais Pl (THURMOND, 2005). Outro método de transmissdo é a forma
mecanica por insetos hemat6fagos como a mosca ou 0s aracnideos como o carrapato
(THURMOND, 2005; ALMEIDA, 2010).

2.1.3.2 Prevaléncia

A prevaléncia e a disseminacdo do BVDV estdo associadas a presenca de
animais com infeccdo transitoria ou aguda e, principalmente, a existéncia e manutencao
de animais PI no rebanho (HOUE, 1999). As alteracGes pertinentes as préaticas de
manejo e a forma de criagdo podem interferir na transmissao e permanéncia do virus nos
animais infectados (HOUE, 1999; VIET; FOURICHON, 2007; EZANNO;
FOURICHON; SEEGERS, 2008; VAN CAMPEN, 2010).

2.1.3.2.1 Situagéo no mundo
O BVDV esta presente na populacdo bovina de diversos paises. Inimeros

trabalhos demonstram a presenca do virus em amostras de rebanho e diferentes

subgenotipos como demonstrados na tabela 1



Tabela 1 - Distribuicéo de prevaléncia de rebanho de BVDV no mundo.
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Pais Autor Ano  Material Teste Prevaléncia
Tailandia Kampa et al 2004  Leite ELISA 73,00%
Lituania Mockeliuniene et al 2004 Soro ELISA 58,20%
Portugal Niza-Ribeiro et al 2005 Leite ELISA 27,00%
Jordania Talafha et al 2008 Soro ELISA 80,70%
Ird Garoussi et al 2008 Leite ELISA 93,98%
Peru Stahl et al 2008 Leite ELISA 96,00%
Uruguai Guarino et al 2008 Soro ELISA 43,47%
Coréia Lee et al 2008 Soro ELISA 58,00%
Ird Garoussi et al 2009 Soro ELISA 72,25%
Ird Khalili et al 2010 Leite ELISA 89,24%
Camardes Handel et al 2011 Soro ELISA 90,00%
Equador Saa et al 2012 Soro ELISA 74,00%

2.1.3.2.2 Situacéo no Brasil

O primeiro registro de BVDV foi descrito através de achados clinicos e

patologicos de Correa e colaboradores (1968). Posteriormente, diversos estudos

relacionados a prevaléncia de BVDV em rebanho apresentaram resultados que variaram

de 22% a 82%, como demonstrado na tabela 2.
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Tabela 2 - Distribuicdo de prevaléncia de rebanho de BVDV no Brasil.

Estado Autor Ano  Material Teste Prevaléncia
RS Canal et al 1998 Soro Soro neutralizagdo/ELISA 90,00%

MG SP Dias e Samara 2003 Soro Virus neutralizacdo/PCR 26,07%
PB Thompsonetal 2006 Soro Soro neutralizacdo 22,20%
RS Quincozesetal 2007 Soro Soro neutralizacdo 82,35%
GO Brito et al 2010 Soro Soro neutralizagéo 64,00%
MA Chaves et al 2010 Soro ELISA 61,50%
MA Fonseca et al 2011 Soro ELISA 67,14%

2.1.3.3 Fatores de risco

Os fatores de risco relacionados como a permanéncia de BVDV em uma regido
especifica ou mesmo no rebanho sdo diversos e podem estar associados a existéncia de
infeccdo ativa sendo ela aguda ou persistente na populagdo estudada (VIET;
FOURICHON; SEEGERS, 2007). De acordo com Fray et al, (2000), o BVDV pode ser
transmitido mediante inseminacdo artificial, usando um sémen tanto de touro com
infeccdo transitoria quanto com infeccdo persistente. Luzzago (2008), em um estudo
realizado na regido norte da Italia, detectaram alguns fatores de risco como:
comercializacdo de animais, a participacdo em eventos com aglomeragdes de animais e
mistura de diferentes rebanhos no mesmo pasto ou mesmo mistura de ovinos e/ou
caprinos no pasto com bovinos.

Um estudo realizado na Jordania encontrou os seguintes fatores de risco
também relacionados a permanéncia de BVDV: possibilidade de visitas a outras
propriedades por parte dos funcionérios e a ndo realizacdo do isolamento de animais
recém-comprados (TALAFHA et al., 2009). Chaves et al, (2010) avaliaram alguns
fatores de risco relativos a manutencdo do BVDV no rebanho, a exemplo dos seguintes:
baixa quantidade da producdo de leite por vaca, auséncia de assisténcia veterinaria na
propriedade, manejo reprodutivo utilizado e historico de aborto. Saa et al. (2011)

realizaram um estudo no Equador que relacionou a raca do gado, o manejo reprodutivo,
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densidade animal, o contato entre animais vizinhos pela cerca e a altitude da

propriedade como fatores de risco para BVDV.

2.1.4 Controle

A presenga continua do BVDV nos rebanhos pode ser relacionada as falhas na
implementacdo de programas de monitoramento de rebanho, como também na
instituicdo de programas de imunizagao e, ainda, a auséncia relativa ao desenvolvimento
de programas eficazes de biosseguridade (RADOSTITS et al., 2007). E importante se
levar em consideragdo que o tipo de rebanho, a situacdo epidemioldgica da regido e o
método de diagndstico utilizado sdo relevantes para a implantacdo de programas de
controle (MOENNIG, 2005; MARS e VAN MAANEN, 2005; HEFFERNAN et al.,
2009; VAN CAMPEN, 2010). Diversos paises desenvolvem um programa de controle
para erradicacdo do BVDV implantado, dentre eles, a Alemanha, a Franca, a Gréa-
Bretanha e a Holanda. Em outros paises, 0s programas estdo em fase de execu¢do, como
ocorre na Austria, nos Estados Unidos da América e na Suica. (SYNGE et al., 1999;
MOENNIG, 2005; HEFFERNAN et al., 2009; PRESI; HEIM, 2010; ROSSMANITH et
al., 2010; VAN CAMPEN, 2010).

A organizagdo cronoldgica dos diagndsticos utilizados € essencial para o
desenvolvimento de programas eficientes de controle e erradicacdo do BVDV, os quais
testes devem ser ordenados da seguinte forma: a)classificacdo do estado sanitario do
rebanho; b)identificagdo dos animais infectados em rebanhos positivos;
c)monitoramento continuo para confirmar o estado sanitario do rebanho ( MOENNIG,
2005; ROSSMANITH et al., 2010).

Os testes de deteccdo de anticorpos, a partir de amostras de leite oriundo de
vacas primiparas ou mesmo a detec¢do do agente viral em tanque de leite sdo os testes
indicados para classificacdo do estado sanitario do rebanho (GREISER-WILKE;
GRUMMER; MOENNIG, 2003; PRESI; HEIM, 2010). Depois de classificado o
rebanho, a identificacdo do animal Pl e sua posterior eliminacdo é o segundo passo.
Identificar o animal Pl € o ponto principal no controle de infeccbes ao rebanho e
prevencdo de nascimento de outros animais Pl (GREISER-WILKE; GRUMMER,;
MOENNIG, 2003; GROOMS, 2004). Em seguida, a providéncia a ser adotada é a
deteccdo de animais Pl que ndo foram identificados anteriormente, ou mesmo a

deteccdo de reinfestacdo, o que consiste no monitoramento do rebanho. (LAUREYNS;
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RIBBENS; KRUIF, 2010; PRESI; HEIM, 2010). Para se tomar as medidas corretas
concernentes a biosseguridade, todos os fatores de risco associados ao surgimento do
BVDV devem ser analisados, pois, dessa forma, hd possibilidade de se prevenir o
rebanho da exposicédo ao virus (PRESI; HEIM, 2010).

2.2 Herpesvirus Bovino (BoHV)

Os herpesvirus pertencem a familia Herpesviridae. Essa familia é dividida com
base em caracteristicas moleculares e biolégicas em trés subfamilias:
Alphaherpesvirinae, Betaherpesvirinae, Gammaherpesvirinae (FRANCO; ROEHE,
2007; ROIZMANN; PELLETT, 2007; THIRY et al., 2007). Mais especificamente, 0s
membros relacionados a subfamilia Alphaherpesvirinae apresentam como caracteristica
possuirem uma grande quantidade de hospedeiros, um curto ciclo de replicagdo com
rapida lise das células infectadas e a capacidade de estabelecerem laténcia geralmente
nos neurbnios sensoriais como o nervo trigémeo do hospedeiro (FRANCO; ROEHE;
MUYLKENS et al., 2007; ROIZMANN; PELLETT, 2007).

Ja os membros da subfamilia Betaherpesvirinae sdo caracterizados por
possuirem um ciclo lento de replicacdo com uma lise celular tardia. Podem estabelecer
laténcia em células linforreticulares, renais, e em glandulas secretoras, dentre outros
tecidos (ROIZMANN et al., 1992). Os virus da subfamilia Gammaherpervirinae
apresentam hospedeiros restritos e sdo capazes de realizar a replicagcdo ou estabelecer a
laténcia em células linfoides (ROIZMANN; PELLETT, 2001).

Os herpesvirus apresentam o material genético em um DNA de fita dupla,
envolvido por um capsideo icosaédrico com aproximadamente 110 nm de didmetro.
Possui envelope e uma camada entre o capsideo e o envelope, chamada de tegumento
(STRAUB et al., 2001; ROIZMANN; PELLETT, 2007; MUYLKENS et al., 2007).
Pela composicdo lipoproteica do envelope, o herpesvirus apresenta uma alta
sensibilidade a solvente, detergente, proteases, por aquecimento acima de 60°C e
armazenagem a -20°C. (STRAUB, 2001).

2.2.1 Tipos de BoHV

Os herpesvirus estdo subdivididos em trés subfamilias, onde reltnem

caracteristicas genotipicas e bioldgicas especificas de cada subfamilia. Apresentam
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diversos hospedeiros, dentre os quais, 0s bovinos sdo o0s hospedeiros priméarios de
diversos herpesvirus, como o BoHV-1. O BoHV-1 € um representante da subfamilia
Alphaherpesvirinae, sendo o mais importante para a medicina veterinaria e o principal
representante dos herpesvirus no mundo. Esse virus estd associado a doengas como a
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), a vulvovaginite, os abortos nas fémeas, e a
balanopostite nos machos. O BoHV-1 pode ser subdividido por meio de suas
caracteristicas gendmicas e antigénicas em BoHV-1.1, que apresenta uma
patogenicidade elevada e estd associado a doenca respiratdria, BoHV-1.2a, sendo mais
patogénico que e o BoHV-1.2b, o qual possui uma patogenicidade moderada.
Normalmente, ambos, BoHV-1.2a e 1.2b, sdo relacionados a casos de aborto e de
infecgdes no sistema reprodutor respectivamente (D’ARCE et al., 2002; FRANCO;
ROEHE, 2007). Essa subfamilia ainda possui 0 BoHV-2, causador da mamilite
herpética.

Outro integrante da subfamilia Alphaherpesvirinae é o agente da Encefalite
herpética bovina, BoHV-5. Esse subtipo de BoHV pode infectar o trato respiratorio ou
mesmo o trato genital de bovinos (ESTEVES et al.,, 2003; GOMES et al., 2003;
FRANCO; ROEHE, 2007). Pela similaridade gendmica com o BoHV-1, o BoHV-5 foi
considerado como uma variante do BoHV-1, sendo nomeado por BoHV-1.3. Porém, o
Comité Internacional de Taxonomia dos Virus denominou o entdo BoHV-1.3 de BoHV-
5 apos estudos demonstrarem diferencas genémicas e antigénicas. O BoHV-5 ¢
subdividido em trés subtipos: BoHV-5a, BoHV-5b e BoHV-5 nédo a ¢ ndo b (D’OFFAY
et al.,, 1993; MEYER et al.,, 2001; D’ARCE et al., 2002). J& na subfamilia
Gammaherpervirinae, 0 BoHV- 4, pode causar abortos ou ocasionar a apresentacéo de
sinais respiratéorios, porém faltam estudos para se confirmar uma doenca especifica
causada por esse subtipo (ROIZMANN; PELLETT, 2001; FRANCO; ROEHE, 2007).

2.2.2 Caracteristicas da infeccdo e patogenia

O BoHV-1 ¢ o agente responsavel por infeccdes no trato respiratorio causando a
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), balanopostite pustular infecciosa (IPB) e
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV), no sistema reprodutor de machos e fémeas,
respectivamente, causando aborto e ocasionalmente encefalite (MEYER et al., 2001,
FRANCO; ROEHE, 2007). Estudos demonstram que o subtipo BoHV-1.1 pode estar

relacionado com os casos de IBR, enquanto o subtipo BoHV-1.2 esta relacionado com
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os casos de IPV. Entretanto, ambos podem infectar os sistemas respiratério e reprodutor
(SPILKI et al., 2004). Como mencionado anteriormente, apesar do BoHV-1 ocasionar
encefalites, o BoHV-5 é o principal agente relacionado com casos de encefalite bovina.
O BoHV-5 ja foi associado a casos de infecgdes respiratorias ou mesmo casos de aborto
(HUBNER et al., 2005).

O BoHYV possui duas formas de infeccdo: a aguda, ou também denominada fase
produtiva, e a infeccdo latente. A forma aguda é caracterizada pela expressdao dos genes
virais, replicacdo do genoma e por fim a producdo de progénie. As células do
hospedeiro infectadas nessa fase sofrem diversas alteracdes estruturais e bioquimicas
decorrentes da replicacdo viral e, por consequéncia, ndo sobrevivem (FRANCO e
ROEHE, 2007). A forma latente é caracterizada pela permanéncia viral em células na
forma néo infecciosa, apresentando periodos de reativacdo intermitentes e posterior
eliminagdo. Nessa forma, o BoHV ocorre nos neurdnios sensoriais e pode ser dividido
em trés fases: estabelecimento, manutencdo e reativagdo. A primeira apresenta-se na
fase da infeccdo aguda ou produtiva, quando ocorre a entrada do genoma viral no
neurdnio sensorial e posteriormente a extingdo da expressdo dos genes virais (JONES,
2003; FRANCO; ROEHE, 2007). Em seguida, a fase de manutencdo de laténcia
permanece por toda a vida do animal e se caracteriza pela auséncia de expressdo do
genoma viral com exce¢do do gene transcrito associado a laténcia, bem como pela
auséncia de sinais clinicos, sendo considerada uma infec¢do subclinica (JONES, 2003;
FRANCO; ROEHE, 2007). A segunda fase pode ser interrompida por situacdes de
estresse ou longos periodos de administracdo de corticoides caracterizando a terceira
fase, que e a reativagdo do virus. Essa Ultima fase, se caracteriza por sinais clinicos
leves em relacdo a infeccdo aguda, pois 0s novos virus produzidos sdo transportados
pelos axo6nios até o local da infeccdo primaria acarretando o surgimento de sinais
clinicos e a possivel transmissdo a outros animais (JONES, 2003; FRANCO; ROEHE,
2007).

2.2.2.1 Rinotraqueite infecciosa bovina (IBR)

A IBR estd associada ao BoHV-1.1 e pode se apresentar de trés formas:
subclinica, leve ou severa. E uma doenga contagiosa considerada aguda, que dura de
cinco a dez dias e acomete o trato respiratério superior, normalmente, apresentando alta

morbidade, porém baixa ou ausente mortalidade. As manifestacfes clinicas incluem
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febre, anorexia, conjuntivite, corrimento nasal, dispneia, taquipneia, tosse e depresséo.
Acomete principalmente animais jovens e pode estar associada a situacfes em que ha
aglomeracGes como confinamento ou transporte, originando uma situacdo de estresse ao
animal (RIET-CORREA et al., 1996; MEYER et al., 2001; FRANCO; ROEHE,2007).

2.2.2.2 Balanopostite pustular infecciosa (IPB) e vulvovaginite pustular infecciosa
(IPV)

A IPV caracteriza-se por edema na vulva, podendo apresentar descarga vaginal e
pequenas pustulas. Estd associada ao BoHV-1.2b, e ocasionalmente, ao BoHV-5.
Apresenta um estagio agudo de duracdo que dura de quatro a cinco dias, havendo
diminuicdo das lesbes no periodo entre 10 e 14 dias (ESTEVES et al., 2003; GOMES et
al., 2003; FRANCO; ROEHE, 2007). A IPB configura uma infeccdo semelhante ao
IPV, porém acomete machos num periodo de incubacdo de um a trés dias.
Posteriormente, ocasiona inflamag6es no prepucio e no pénis assim como febre, perda
do apetite, depressdo e, por consequéncia, a diminuicdo da qualidade do sémen (RIET-
CORREA et al., 1996; MEYER et al., 2001; FRANCO; ROEHE,2007).

2.2.2.3 Encefalite

O principal agente relacionado com a encefalite ¢ o0 BoHV-5. Porém, de forma
esporédica, o BoHV-1 pode ser associado a casos de encefalite. O quadro clinico tem a
duracdo de até 15 dias, sendo caracterizado por falta de coordenagdo motora, tremor
muscular, convulsées, rigidez da mandibula, opistétono, andar em circulos e possivel
morte (MEYER et al., 2001; PEREZ et al., 2002; RISSI et al., 2006; SILVA et al.,
2007).

2.2.3 Epidemiologia

O BoHV-1 possui distribuicdo mundial ocasionando perdas econdmicas em
rebanhos de corte e leite (STRAUB, 2001). Clinicamente detém uma predominancia
pela apresentacdo respiratoria. J& o BoHV- 5 esta associado a casos, geralmente fatais,

de encefalite, é predominantemente encontrado no Hemisfério Sul, sendo isolado de
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diversos casos, em sua maior parte relacionados a bovinos jovens (SALVADOR et al.,
1998; D’ARCE et al., 2002; THIRY et al., 2006).

2.2.3.1 Transmissao

A eliminacdo de BoHV-1 e BoHV-5 ocorre pelas vias oronasal, genital e ocular
(ENGELS; ACKERMANN, 1996). Pode ocorrer por via direta ou indireta. A primeira
relaciona-se ao contato com secrecGes respiratdrias, genitais ou oculares de animais
infectados ou a contato com aerossois. J& a forma indireta, apresenta relacdo com
fomites, realizacdo de inseminagéo artificial sem a devida biosseguridade, transferéncia
de embrides ou ocorre através do leite (MARS et al., 2000 FRANCO; ROEHE, 2007).

Posteriormente a penetracdo no organismo, a replicacdo viral inicia-se nas
células epiteliais locais gerando lise celular e surgimento dos sinais clinicos. A infeccao
sistémica ocorre apos a invasdo do virus nos linfonodos que, por sua vez, se disseminam
pelo organismo (ENGELS; ACKERMANN, 1996; PEREZ et al.,, 2002 FRANCO;
ROEHE, 2007).

2.2.3.2 Prevaléncia

A prevaléncia e permanéncia do BoHV estdo associadas a capacidade do virus
em permanecer na forma latente no hospedeiro, 0s quais servem como reservatorio para
0 virus no rebanho (THIRY et al., 2006). A exposi¢do dos animais a situacbes de
estresse, como 0 parto ou mesmo a administracdo de corticoides, assim como a
aglomeracdo de individuos no transporte e confinamento, podem contribuir para a
reativacdo de animais latentes (JONAS et al., 2003; METTENLEITER, 2002).

2.2.3.2.1 Situagdo no mundo
As infeccdes causadas pelo BoHV-1 sdo encontradas em todo o mundo

(KAHRS, 2001). Na tabela 3 estdo compilados dados de trabalhos que descrevem a

ocorréncia de BoHV em diversas regides do mundo.
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Tabela 3 - Distribuicdo de prevaléncia de rebanho de BoHV no mundo.

Pais Autor Ano  Material Teste Prevaléncia
Irlanda O'Grady et al 2008 Soro ELISA 73,2%
China Yan et al 2008  Soro ELISA 35,8%

Tailandia Kampa et al 2009 Leite ELISA 72,0%
Inglaterra Woodbine et al 2009 Soro ELISA 43,1%

India Nandi et al 2010 Soro ELISA 60,1%

India Trangadia et al 2010 Soro ELISA 60,8%
Estonia Raaperi et al 2011 Leite ELISA 22,0%
Irlanda Cowley et al 2011 Soro ELISA 74,9%

Equador Carbonero et al 2011 Soro ELISA 82,1%

2.2.3.2.2 Situacdo no Brasil

O BoHV-1 foi isolado em 1978 no Estado da Bahia (ESTEVES, 2007 apud
ALICE, 1978). Ja no Estado do Rio Grande do Sul, foi relatado em 1992 (WEIBLEN et
al., 1992). O BoHV-5 foi isolado em 1989 no Estado (WEIBLEN et al., 1989). Ainda
no Estado do Rio Grande do Sul a prevaléncia de BoHV-1 apresenta uma variacdo de
12 a 96% (ESTEVES, 2007 apud PITUCO, 1988; LOVATO et al., 1995; VIDOR et al.,
1995/; HOLZ et al., 2009).

2.2.3.3 Fatores de Risco

Os possiveis fatores de risco para a ocorréncia ou mesmo a manutencdo do
BoHV no rebanho sdo diversos e podem ser associados a ocorréncia de infec¢do ativa e
principalmente a possibilidade de o agente permanecer latente no hospedeiro. Kampa et
al; em 2004 e 2008, sugeriram que 0s possiveis fatores de risco para BVDV e BoHV
sdo semelhantes e importantes para a introducdo da doenca no rebanho.

A compra de bovinos, a participacdo em situagdes de aglomeracdo e o contato
direto foram considerados como possiveis fatores de risco (VAN SCHAIK, 2001; VAN

SCHAIK et al., 2002). Em outros trabalhos, fatores como idade do animal, sexo e
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tamanho de rebanho foram considerados de risco por Solis-Calderon (2003) e Boelaert
(2005). Holz et al., (2008) consideraram como possiveis fatores de risco o tipo de
criacdo na propriedade, a utilizacdo de inseminacdo artificial, a compra de animais para
utilizacdo na reproducdo e a ocorréncia de abortos. O tipo de ordenha utilizada assim
como a quantidade de ordenhas por dia, a utilizacdo de assisténcia veterinaria, de
piquetes pré/pos-parto, o tipo de exploragdo da propriedade, e a presenca de outras
espéecies como ovinos e caprinos na propriedade, como também de animais silvestres

também foram consideradas como possiveis fatores de risco para BoHV.

2.2.4 Controle

Para instituir o controle de BoHV, devem ser levados em consideracdo a
situacdo da infeccdo no rebanho, as praticas de manejo utilizadas, além da situacdo da
doenga na regido (NOODEGRAAF et al., 2000). Nesse sentido, o estabelecimento de
um programa de vigilancia constante do rebanho, descartando-se animais positivos, bem
como instituindo-se a quarentena para animais recém-adquiridos, sao exemplos de acdes
que podem contribuir para o controle de BoHV (LAMBERTO, 2003).

Os paises que erradicaram o BoHV realizaram a identificagdo de animais
positivos, e preconizaram manejo diferenciado, com o objetivo de eliminar os animais
positivos do rebanho (CASTRUCCI et al., 2002).

2.3 Métodos de deteccdo viral

Os sinais clinicos, o histérico do rebanho e os exames laboratoriais s&o
fundamentais para o diagnostico do BVDV e BoHV (GOYAL, 2005; ROEHE et al.,
1997). Contudo, para o diagndstico definitivo, torna-se necessaria a utilizagdo de
métodos que detectem antigenos virais ou por isolamento viral ou mediante a realizagdo
de testes soroldgicos relacionados com a resposta do sistema imunoldgico ao virus,
resultando em dados epidemioldgicos da populacdo e auxiliando no diagnostico
(GOENS, 2002). Os referidos testes podem ser divididos em dois grupos: o primeiro
grupo esta relacionado com testes diretos que se baseiam na deteccdo de antigeno ou
acido nucleico viral, estando o segundo grupo relacionado com testes indiretos que

detectam a resposta do sistema imunologico a acdo do agente viral.
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O método comumente empregado para diagnéstico dessas doencas é o
isolamento viral, em cultivos celulares. A citada técnica permite observar a presenca de
virus viavel na amostra, mediante o efeito citopatico causado pelo virus no citoplasma
celular (RIDPATH; FLORES, 2007). Das técnicas mais utilizadas para a detec¢cdo de
antigenos virais, as mais utilizadas sdo a imunoperoxidase, que tem como principio
basico a deteccdo da reacdo antigeno-anticorpo (mono ou policlonal), e a
imunofluorescéncia, que pode ser realizada a partir de cortes histolégicos ou cultivos
celulares com in6culos virais (KEUSER, 2004; RIDPATH; FLORES, 2007).

Como outras técnicas para o diagnostico sorolégico, podem ser citadas a
soroneutralizacdo e o teste de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay). A
soroneutralizacdo é considerada a técnica padrdo para deteccdo de anticorpos contra
BVDV e BoHV, apesar de nédo ser capaz de demonstrar a diferenciacdo no ambito de
cada familia viral (ROEHE et al, 1997), o teste de ELISA é amplamente utilizados
devido a alta sensibilidade e especificidade, além do baixo custo, favorecendo o
diagnostico pertinente ao rebanho (SPILKI et al., 2005). Os testes moleculares
destacam-se por serem rapidos e sensiveis, podendo ser utilizados em larga escala na
identificacdo de individuos ou rebanhos (PILZ et al., 2007; HOFFMANN et al., 2009).

2.3.1 ELISA em amostra de leite

O teste de ELISA efetuado no leite a granel, para deteccdo de anticorpos, € um
método rapido, ndo invasivo e de baixo custo que tem sido importante para 0s
programas de controle para o virus da diarréia viral bovina (BVDV) e herpesvirus
bovino tipo 1 (BHV-1) na Suécia, Noruega, Finlandia e Dinamarca (LINDBERG,;
ALENIUS, 1999; NYLIN et al., 2000). O teste pode ser usado como um primeiro passo
em uma estratégia de controle, por discriminar rebanhos possivelmente infectados e ndo
infectados, ou seja, pode fornecer uma medida qualitativa do estado de infeccdo de um
rebanho em relacdo a uma infeccdo particular. Além disso, para certas infeccdes
endémicas de BVDV e BoHV-1, ha também uma correlacédo entre o nivel de anticorpos
em uma amostra de leite a granel e os titulos de anticorpos nas vacas (NISKANEN et
al., 1991;. NISKANEN, 1993; HARTMAN et al., 1997;. NYLIN et al.,, 2000;
BEAUDEAU et al., 2001).



28

2.3.1.1 Teste em tanque de leite para BVDV

O teste do leite a granel € uma ferramenta eficiente para detectar a introducéo de
infecgBes em um estagio inicial, facultando a verificacdo das mudancgas nos niveis de
anticorpos entre as amostras pareadas (LINDBERG; ALENIUS, 1999). A presenca de
apenas uma ou de poucas vacas em lactagdo, com altos titulos de anticorpos para BVDV
em um rebanho, resulta em um teste positivo de leite a granel (NISKANEN, 1993).

A mensuracdo de anticorpos em tanques coletivos de leite, visando estimar a
exposicdo de um rebanho ao BVDV, é possivel, uma vez que apresenta uma boa
correlagdo com a prevaléncia de animais soropositivos no rebanho (NISKANEN 1993).
Em rebanhos com altos titulos de anticorpos nos tanques coletivos de leite,
possivelmente existe uma infeccdo ativa de BVDV, sendo recomendado, nessas
propriedades, realizar o teste em todos os animais objetivando a deteccdo e eliminagéo
de animais Pl (NISKANEN et al., 1993; LAUREYNS et al., 2009).

Como método de escolha para triagem de rebanhos leiteiros, o teste ELISA
indireto tem sido o mais empregado na deteccdo de anticorpos anti-BVDV
(NISKANEN et al., 1991; NISKANEN 1993; LINDBERG; ALENIUS 1999). Nesses
estudos, a diferenciacdo entre rebanhos possivelmente infectados e nédo infectados
usando amostras coletivas de leite, se baseia na estratificacdo dos valores de densidade
Optica (DO) (NISKANEN 1993, BEAUDEAU et al., 2001, GREISER-WILKE et al.
2003) e sdo amparados principalmente nos resultados de Niskanen (1993), Houe (1995),
0s quais, avaliando kits de ELISA indireto, encontraram uma boa correlacdo entre altos
valores de DO e a prevaléncia de vacas soropositivas para BVDV, como também para a

deteccdo de rebanhos com animais PI.

2.3.1.2 Teste em tanque de leite para BoHV

Para 0 BoHV, os testes de ELISA sdo cada vez mais utilizados para a deteccao
de anticorpos em amostras de tanque de leite (WELLENBERG et al., 2001). De acordo
com Kramps (1994), esses testes possuem a capacidade de detectar baixo titulo de
anticorpos neutralizantes da glicoproteina gB do BoHV-1, sendo considerado mais
sensivel se comparado com a soroneutralizacdo. Ao testar leite a granel, um resultado

positivo indica que a infeccdo ja se espalhou no rebanho (SOLIS-CALDERON et al.,
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2003). Com o ELISA de bloqueio, o resultado é considerado positivo quando pelo
menos 10-15% do rebanho esta infectado (WELLENBERG et al., 2001).

O diagnostico da infec¢do por BoHV por ELISA, utilizando amostras de leite a
granel, pode indicar o status soroldgico de BoHV. Para efeitos de fiscalizagdo geral, o
teste a granel de leite do tanque pode dar uma estimativa de prevaléncia de BoHV em

um rebanho, uma area ou um pais (NYLIN et al., 2000).
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3 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo epidemioldgico analitico transversal (prevaléncia) para
determinacdo de fatores de risco associados a infeccdo pelo BVDV e BoHV em
rebanhos leiteiros no Vale do Taquari no estado do Rio Grande do Sul.

3.1 Caracterizacéo da regido e populacao alvo (N)

O Estado do Rio Grande do Sul (RS) é o que se localiza mais ao sul do Brasil
possuindo a area total de 268.781,896 quildmetros quadrados, sendo dividido em 496
municipios (IBGE, 2011). A populagdo bovina é de 11.184.000 animais, sendo que
982.000 sdo vacas leiteiras (IBGE, 2006 — Censo Agropecudrio), o que torna 0 RS o
segundo maior estado produtor de leite no Brasil (IBGE, 2009 — Censo Pecuario).

A populacédo alvo do estudo foi composta por 1.656 rebanhos de gado de leite
pertencentes aos associados de uma cooperativa que abrange 50 municipios, dentre o0s
quais, 38 foram incluidos na amostra. A maior parte deles pertence a microrregido
geografica de Lajeado-Estrela que, por sua vez, pertence a Mesorregido Centro Oriental
do estado Rio Grande do Sul. O nimero total de animais em atividade nos meses de
Marco e Abril de 2009 era de 31.504 bovinos, dos quais 16.323 eram vacas em lactacao.
O total de animais dos rebanhos da populagao alvo corresponde a 14,7% dos bovinos da
microrregido geogréfica, a qual possui aproximadamente 213.980 bovinos (IBGE,
2009).

O bioma é Mata Atlantica e o clima é subtropical umido. A composicao étnica e
cultural possui forte influéncia da colonizagdo alema e italiana. Os estabelecimentos sdo
predominantemente pequenos, utilizam mé&o de obra familiar, plantam principalmente
soja, milho e fumo, além de efetuarem a criacdo de aves, suinos e gado leiteiro (IBGE,
2009). Em até 50% das propriedades, 0 nimero de animais € de 21, as quais apresentam

8 vacas com média de producéo de 14 litros/vaca/dia.
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3.2 Populacéo de estudo (n) e amostragem

A unidade priméria de interesse é o rebanho leiteiro. Para o estudo, foram
amostradas de forma aleatoria simples, 300 propriedades de gado leiteiro de uma
listagem fornecida pela cooperativa. O tamanho da amostra foi calculado para estimar a
prevaléncia de BVDV e BoHV na populacdo alvo mediante a pesquisa de anticorpos
oriundos de amostras do tanque de leite. Os parametros para o calculo da amostragem
foram: nivel de confianca de 95%, precisdo absoluta de 5% e prevaléncia de rebanho
esperada de BVDV de 58% (FRANDOLOSO, 2008).

3.3 Questionario epidemiologico e georreferenciamento

Um questionario epidemioldgico foi aplicado para avaliacdo dos possiveis
fatores de risco associados a infeccdo pelo BVDV em 281 propriedades das 300
propriedades amostradas inicialmente. O questionario (anexo 1), revisado e previamente
testado em propriedades com caracteristicas similares ao da populacdo de estudo, foi
composto inicialmente por um cabecalho contendo: data da aplicacdo, identificagdo do
entrevistador, localizacdo geografica e dados pessoais do entrevistado como nome,
telefone, data de nascimento e seu grau de escolaridade, buscando estabelecer o nivel
socioecondmico do produtor. Posteriormente ao cabecalho, apresenta 16 questdes
fechadas contendo respostas classificadas como: variaveis discretas (variavel
quantitativa), ou variaveis nominais ou ordinais (varidvel qualitativa) que abrangem
indices de reproducdo, praticas de manejo, biosseguridade, higiene e limpeza das
instalacdes.

A localizagdo geografica dos estabelecimentos foi obtida por meio de aparelho
GPS (modelo Garmim Map 60 CS) utilizado durante a aplicagdo do questionario. O
mapeamento foi realizado utilizando-se o software Sistema de Informacdo Geografica
(SIG) ArcGis 10.0 (Figuras 1, 2 e 3).

3.4 Diagnostico sorolégico em tanque de leite

Amostras de tanque de leite coletadas dos rebanhos foram submetidas ao teste

validado de ELISA. Foi utilizado um teste de ELISA comercial (Svanova Biotech,
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Suécia), validado para deteccdo de anticorpos contra BVDV em amostras de leite
(NISKANEN, 1993) e o Kit ELISA HerdChek®IBRgB - IDEXX, para deteccdo de

anticorpos contra o virus da rinotraqueite infeciosa bovina.

Figura 1 - Mapa da localizacdo geografica dos municipios das propriedades visitadas. Os pontos
representam a localizacdo das propriedades visitadas.
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3.4.1 Interpretacdo do ELISA para BVDV

Amostras foram analisadas usando Kit comercial ELISA indireto (SVANOVA
Biotech AB, Uppsala, Suécia), em que placas de microtitulacdo sdo revestidas com
antigeno de BVDV. O teste foi usado para detec¢do de anticorpos anti-BVDV em
amostras de leite a granel, de acordo com instrucdes do fabricante. A absorbancia do
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comprimento de onda de 450nm foi determinada utilizando-se um espectrofotometro
Asys Expert Plus (Asys Hitech GmbH, Austria).

A sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) de rebanho para o anticorpo BVDV
teste ELISA, de acordo com Sthal et al (2002), foram de 85% e 97%, respectivamente.
Antes de interpretar os resultados, os valores de densidade dptica (DO) foram corrigidos
subtraindo-se 0 DO da amostra do DO controle, tendo como resultado o DO corrigido
(DO amostra — DO controle = DO corrigido).

A interpretacgdo dos resultados foi baseada em classes (Tabela 4), de acordo com
as utilizadas no programa de controle e erradicacdo de BVDV da Suécia (Niskanen,
1993).

Tabela 4 - Intervalo da densidade Optica para a classificacdo do resultado de ELISA para

BVDV.
Classe Densidade Opitca corrigida
0 <0,05
1 0,05-<0,25
2 0,25 -<0,55
3 >0,55

Os rebanhos de classe 0 séo classificados como negativos , da classe 1 tém um
nivel muito baixo ou baixo de anticorpos no leite a granel. Rebanhos nas classes 2 tém
nivel moderado e a classe 3 apresenta grau elevado de anticorpos, o que sugere que a
infeccdo esta presente no rebanho ha relativamente pouco tempo. Animais Pl tém mais
probabilidade de serem encontrados na classe 3, porque a presenga de um animal Pl em
um rebanho geralmente se manifesta como uma elevada incidéncia de soro conversdo
no grupo, resultando em altos niveis de anticorpos no leite a granel (LINDBERG E
ALENIUS, 1999).
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3.4.2 Interpretagdo do ELISA para BoHV

Amostras foram analisadas utilizando-se um Kit comercial ELISA de bloqueio
Kit ELISA HerdChek®IBR ¢gB (IDEXX,Suica), em que placas de microtitulacao
medem anticorpos anti-glicoproteina B do BoHV-1. O teste foi usado para detec¢éo de
anticorpos anti-BoHV em amostras de leite a granel, de acordo com instrucdes do
fabricante. A absorbancia do comprimento de onda de 450nm foi determinada
utilizando-se um espectrofotdmetro.

A sensibilidade (Se) e especificidade (Sp) de rebanho para o anticorpo BoHV,
do teste ELISA, de acordo com Raaperi e colaboradores (2009), foram de 76,5% e
97,2%, respectivamente. De acordo com as indica¢fes do fabricante, o rebanho é
considerado "negativo" se o percentual de bloqueio for menor que 45%, "suspeito™ entre
45 e 55% e "positivo" quando mais de 55% dos anticorpos do conjugado sdo
bloqueados (IDEXX, Suica). Para a finalidade desse trabalho, todos os resultados
suspeitos foram desconsiderados na anélise de fatores de risco.

3.5 Analise estatistica

A prevaléncia para BVDV e BoHV-1 foi calculada como sendo o nimero de
rebanhos positivos sobre o total testado. No caso de BVDV, rebanhos considerados
positivos foram 0s que apresentavam classe de densidade Optica (CDO) > 1. Para
BoHV-1, foram considerados positivos os rebanhos que apresentavam percentual de
blogueio >55%. O calculo do Intervalo de Confianca (IC) (95%) foi feito pelo célculo
binomial exato.

A andlise descritiva incluiu os 281 rebanhos referentes as propriedades em que
foi aplicado o questionario. Na analise multivariada de fatores de risco para BoHV-1,
foram excluidas 12 propriedades (n=269) em razdo de terem apresentado resultados
inconclusivos no ELISA.

Para cada doenca foram construidos dois modelos: um para descrever os fatores
de risco e outro para avaliar a associacdo entre sinais observados no rebanho e a
deteccdo de anticorpos no leite. A variavel resposta nos modelos de ambas as doencas
foi dicotdmica, de acordo com a interpretagdo do teste. Desta forma, no modelo de

BVDV, a variavel resposta 1, onde igual a positivo é 1 e negativo é 0, corresponde as



35

classes 1, 2 e 3 e em relacdo ao BoHV-1, percentual de bloqueio > 55%. A construgédo
dos modelos multivariados foi dividida em duas etapas: selecdo de variaveis a serem
oferecidas e processo de inclusdo mediante a adicdo das varidveis forward e retirada
backward das variaveis com valor de P > 0,05. O modelo final foi aquele que continha

somente variavel com valor de P <0,05.

3.5.1 A selecgdo de variaveis a serem oferecidas no modelo multivariado

As variaveis do questionario com muitos dados faltantes e que ndo apresentavam
variabilidade foram excluidas, e todas as variaveis com valor de P < 0,30 no modelo
univariado foram selecionadas para inclusdo no modelo multivariado.

O modelo foi construido fixando-se a variavel nimero de animais do rebanho
como confundidor. A partir do resultado da regresséo univariada com a fixacdo da
variavel confundidora, foi feita a comparagdo do valor de Odds onde o valor ndo
poderia variar mais que 20%. Apo0s a verificacdo da variavel confundidora, foi realiado

o teste de correlagdo.

3.5.2 Construcéo do modelo de andlise de fatores de risco

Segundo critério de decisdo para estruturar o modelo, foi realizada a inclusdo de
todas as variaveis, uma a uma, avaliando-se o valor de AIC (Akaike Information
Criterion) ao final de cada etapa de inclusdo até ser escolhido o modelo multivariado
com o maior nimero de variaveis e o menor valor de AIC.

Com o modelo multivariado construido, foi iniciado o processo inverso
avaliando-se o valor de P. Nessa etapa, a variavel com o maior valor de P, entre as
variaveis que constituem o modelo multivariado, é excluida a cada etapa. Essa
metodologia foi realizada até que todas as varidveis constituintes do modelo

multivariado apresentassem o valor de P < 0,05.



4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao da populacédo
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A maioria dos produtores amostrados possui de 20 a 30 (41,28%) bovinos na

propriedade. Com relacdo aos anos de estudo dos produtores da cooperativa, apos a

aplicacdo do questionario, ficou demonstrado que mais de 65% dos produtores

estudaram de quatro a sete anos.

As propriedades visitadas ndo produziam apenas bovinos, em grande maioria, as

propriedades produziam outros animais como suinos e aves.Apdés a aplicacdo do

questionario, concluiu-se que a maioria dos produtores amostrados, 52,67%, compraram

animais para a reposi¢do do rebanho no ultimo ano e destes (34,16%), sdo de origem

externa a cooperativa. Os resultados estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5 - Distribuigdo das variaveis que caracterizam as propriedades visitadas (n=281).

Variaveis Nivel Numero de rebanhos  Frequéncia
<10 14 4,98%
10-19 95 33,81%
Ne° de Bovinos

20-30 116 41,28%
> 30 56 19,93%
1 a3 anos 21 7,53%
4 a7 anos 184 65,95%

Anos de estudo dos produtores
8 a1l anos 59 21,15%
> 11 anos 15 5,38%
Suinios 229 81,49%
Aves 267 95,02%

Possui animais além de bovino
Ovinos 19 6,76%
Caprinos 14 4,98%
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Outro associado 52 18,51%
Nao associado 79 28,11%
Origem do animais comprados
Outro Estado 1 0,36%
Outro Pais 16 5,69%

4.2 Prevaléncia de BVDV e BoHV-1

Uma soroprevaléncia de rebanho de 42,70% (120/281; IC 95%: 36% — 48%)
para infeccdo pelo BVDV foi encontrada na populagao estudada (Tabela 06). A maioria
dos rebanhos visitados apresentaram resultados negativos de acordo com a densidade
oOptica (DO).

Tabela 6 - Distribuicdo de frequéncia das classes de densidade 6ptica (CDO) obtidas como
resultado do teste de ELISA para BVDV (n=281).

CDO N° de rebanhos Frequéncia
0 161 57,30%
1 62 22,06%
2 29 10,32%
3 29 10,32%

Para BoHV-1, foi encontrada uma soroprevaléncia de 27,88% (75/269; 1C 95%:
22% — 33%) na populacdo amostrada. Um total de 12 resultados inconclusivos foram
excluidos da analise multivariada, totalizando uma populacdo de 269 rebanhos para o

calculo de prevaléncia (Tabela 07).

Tabela 7 - Distribuicdo de frequéncia dos resultados de ELISA para BoHV-1 (n= 281).

% de blogueio Classificagdo N° de rebanhos Frequéncia
< 45 Negativo 194 72,12%
45 - <55 Inconclusivo 12 4,46%

55 Positivo 75 27,88%
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Figura 2 - Distribuicdo das propriedades com BVDV. Propriedades negativas: circulos vazados;

Propriedades positivas: circulos cheios.
;J S

Brasil

)

0 600 1.200 Km




39

Figura 3 - Distribuigdo das propriedades testadas para BoHV -1; Negativos: circulos vazados;

Positivos: circulos cheios; Inconclusivos: X.
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4.3 Fatores de risco para BVDV e BoHV-1

Como resultado dos processos de selecdo, quatro variaveis relacionadas com
fatores de risco foram oferecidas para a constru¢cdo do modelo de BVDV (Tabela 08),
uma vez que, as variaveis associadas aos sinais clinicos obtiveram valor de P > 0,30,

portanto ndo passaram do processo de selecdo inicial.

Tabela 8 - Varidveis oferecidas para a analise multivariada de fatores de risco para BVDV.

y BVDV
Variavel Resposta _ i AIC P (Wald)
Positivo Negativo
_ o Né&o 06 21
Inseminacédo Aurtificial Sim 111 134 367,873 0,0317
N&o comprou 57 90
Origem da Compra Comprou Associado 18 18 370,479 0,1641
Comprou Néo Associado 40 50
N&o comprou 57 90
Ultima compra realizada > 1 ano 32 38 378,058 0,2745
<lano 30 30
) ) Né&o 57 90
Realiza reposicao ) 381,676 0,1807
Sim 63 70

Duas variaveis associadas aos sinais clinicos e nove variaveis relacionadas com
fatores de risco foram oferecidas para a constru¢do do modelo de BoHV-1 (Tabelas 09 e
10).

Tabela 9 - Variaveis oferecidas ao modelo de sinais clinicos relacionados com BoHV-1.

BoHV-1

Variavel Resposta Positivo  Negativo AlC P (Wald)
Ab Nao 33 106 315,051 0,2769
orto Sim 41 87 y )
N3 59 141
Diarreia %0 313,896 0,1542

Sim 15 51
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Tabela 10 - Varidveis oferecidas para o0 modelo multivariado de fatores de risco para BoHV-1.

BoHV-1

Variavel Respostas Positivo Negativo AIC P (Wald)

u - Sim 64 175

Fornece Racéo Industrializada NZo 06 09 299,753 10,2828
S Sim 54 166

Possui Suinos NZo 20 28 311,474 0,0212
N&o 35 106

Ano da Ultima Compra > 1 ano 23 44 314,444 0,1191
<1lano 16 42
N&o 35 106

Origem da Compra Associado 11 24 314,598 0,2244
Nao Associado 29 57
1 a 3 anos 06 14
4 a7 anos 44 130

Quantos anos de estudo? 8 211 anos 17 42 316,409 0,1426
> 11 anos 08 06
- Sim 40 87

Faz reposi¢do N0 35 106 317,798 0,2779

Fonte da agua fornecida aos animais:

Sim 65 178

Natural N0 10 16 317,636 0,1511
r Sim 10 16

Publica N0 65 178 317,749 0,1634
. Sim 19 34

Poco artesiano NEo 56 160 318,114 0,2156

A utilizacdo de inseminacao artificial foi significativa (P < 0,05) como fator de
risco para ocorrécia de BVDV (Tabela 15). J& em relacdo ao modelo de BoHV-1,
apenas aquele relacionado aos fatores de risco obteve resultado final estatisticamente
significativo (P < 0,05) sendo que a presenca de suinos na propriedade foi um fator de
protecdo contra a manutencdo do agente BoHV-1 no rebanho (Tabela 11). Houve uma
associacao significativa entre a variavel nimero de bovinos no rebanho, utilizada como

controle de confundidor, com a soropositividade de ambas as doencas.
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Tabela 11 - Resultado final da analise de regressao logistica para fatores de risco de ocorréncia
de BVDV e BoHV-1.

Modelo Variavel Estimate Odds IC 95% P (Wald)
NUmero de Bovinos 0,0189 1,019 1-1,038 0,0442
BVDV
Inseminacéo artificial 1,0353 2,816 1,095 - 7,241 0,0317
NUmero de Bovinos 0,0214 1,022 1,002 - 1,042 0,0301
BoHV-1
07762 046  0238-0891 00212

Possui suinos
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5 DISCUSSAO

Depois de caracterizadas as propriedades, verificou-se que o numero medio de
bovinos em cada uma destas € baixo, grande parte das quais (80%) possui até 30
animais. Esse dado concorda com aqueles do IBGE (2006), que relacionam a regido do
estudo (Lajeado-Estrela) como representante de 1,57% da populacdo bovina no estado
do Rio Grande do Sul, o que possivelmente esta relacionado a competicdo decorrente da
existéncia de outras producdes na mesma propriedade, como suinocultura e avicultura.
Além disso, verificou-se que a maioria dos produtores apresentaram poucos anos de
estudo, por conseguinte, podendo sugerir um baixo indice de escolaridade de tais
produtores. Esse resultado deve ser observado com cautela, em virtude de expressar 0s
anos de estudo que o entrevistado possui e ndo o grau de escolaridade obtido ao longo
de sua vida, entendido como a média de anos de estudo da populacéo adulta e 0 nimero
esperado de anos de estudo que esta poderia ter alcangado (BRASIL ESCOLA, 2012).
Todavia, ainda que os indicadores de educacédo e socioecondémicos estajam diretamente
relacionados com a ocorréncia de doencas, ndo foi encontrada nenhuma associa¢ao com
a ocorréncia das doencas estudadas (RODRIGUEZ-TORRES, 1997; AMSON, 2005)

Em comparacdo com o0s resultados encontrados em estudos nacionais e
internacionais sobre a ocorréncia de BVDV, a prevaléncia encontrada (42,7%) foi
menor do que aquela apresentada na maioria dos estudos, que demonstraram
prevaléncia geralmente superior a 50%, alcancando até 96% (PATON et al, 1998;.
GRAHAM et al, 2001; MAINAR-JAIME et al, 2001; STAHL et al, 2002). No Brasil,
muitos estudos demostraram valores maiores na ocorréncia da doenga. Brito et al,
(2010), no estado do Goids, encontraram uma soroprevaléncia de 64% em um total de
888 rebanhos, e Fonseca et al; (2011) encontraram uma prevaléncia de 67% em tanque
de leite. Estudos realizados no Rio Grande do Sul (Canal et al., 1998; Quincozes et al.,
2007) apresentaram prevaléncias superiores, 90% e 82,35% respectivamente. Além das
diferencas regionais e de manejo encontradas, importa salientar que as divergéncias
verificadas entre os resultados obtidos podem ter ocorrido em funcdo dos critérios
amostrais do estudo e do tipo de diagndstico empregado.

A prevaléncia de rebanhos com alto titulo de anticorpos contra BVDV (classe 3)
foi de 10,3%, o que se apresenta bem abaixo dos resultados encontrados em alguns
estudos em regides endémicas para BVDV (STHAL et al., 2002; GOROUSSI et al.,
2008) que variavam de 27% até 52%.
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A baixa prevaléncia de rebanhos com infec¢do ativa encontrada neste estudo
pode ser decorrente de circunstancias relacionadas ao nimero reduzido de animais nas
propriedades, nas quais, mesmo com a presenca do animal Pl, a doenca néo
permaneceria no rebanho, uma vez que ndo haveria muitos animais susceptiveis para
realizar a manutencéo da infecgdo no rebanho (NISKANEN, 1993; STAHL et al; 2002).
No estudo de Kampa et al, (2004) em 220 rebanhos escolhidos de forma aleat6ria, com
amostras de tanque de leite, foi descrita uma baixa prevaléncia de infeccdo ativa (13%)
e esse fato foi associado com aspectos relacionados a diferenca do tamanho de rebanho,
densidade populacional e falha na gestdo da movimentacdo animal. A despeito de
possuir uma amostra de rebanhos com um baixo nimero de animais por propriedade,
Sthal et al, (2002) verificaram uma prevaléncia de infeccdo ativa de 27%. Esses autores
encontraram uma correlacdo positiva entre CDO e tamanho de rebanho, tendo sugerido
como uma das possiveis causas de uma prevaléncia de infeccdo ativa elevada a alta
movimentacdo ou transmissdo continua da infecgdo a animais suscetiveis.

A prevaléncia de BoHV-1 pode ser considerada moderada em comparacdo aos
estudos realizados em outras partes do mundo. Kampa et al, (2008) realizaram um
estudo na Tailandia com 186 rebanhose e encontraram uma prevaléncia de 72% em
amostras de tanques de leite. Resultado semelhante foi encontrado por Cowley et al,
(74,9%) em estudo realizado na Irlanda no ano de 2011. Entretanto, Raaperi et al,
obtiveram um resultado inferior (22%) em um estudo realizado na Est6nia no ano de
2011, com 103 rebanhos, utilizando amostras de tanque de leite. Ja no Brasil, os estudos
realizados no estado do Rio Grande do Sul (LOVATO et al; VIDOR et al,1995;
KRAHL et al, 1997; BARBOSA 2005; HOLZ et al, 2009) mostraram prevaléncia com
grande amplitude, variando de 12 a 96%.

A grande dispersdo desses resultados pode estar relacionada com o tipo de teste
utilizado e o desenho amostral. Além disso, ha que se considerar a capacidade do
BoVH-1 de poder ser transmitido por aerossdis (MARS et al.,, 2000; CALLAN;
METRE, 2004). Outros autores acreditam que 0s riscos de reativacdo do BoHV sob
condi¢cbes naturais em rebanhos foram superestimados no passado (PRITCHARD,
1992; KAMPA et al.,2004) e que a eliminacdo da doenca dentro do rebanho pode
acontecer com maior possibilidade em regides com sistema de producdo pouco
intensivo e com baixos niveis de estresse (KAMPA et al., 2004).

Com relacao aos fatores de risco avaliados para BVDV, o resultado encontrado

sugere que a utilizacdo de inseminacdo artificial € um fator de risco. De acordo com
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Fray et al, (2000), o virus pode ser transmitido mediante inseminacéo artificial, usando
um sémen tanto de touro com infeccdo transitoria quanto com infeccdo permanente,
uma vez que ambos podem produzir sémen de qualidade aceitavel, no entanto, séo
normalmente associados a uma baixa fertilidade. Concordando com o autor anterior,
Gard, Givens, Stringfellow (2007) mencionam que 0 uso de sémen de animais
infectados com BVDV pode resultar na disseminacdo da doenca. Como 0 sémen
utilizado na referida cooperativa é oriundo de centrais de inseminacdo que controlam o
status de doencas da reproducdo (dados ndo demonstrados), a probabilidade de
transmisséo por essa via provavelmente deve ser baixa.

E importante considerar que o BVDV pode permanecer viavel no ambiente por
alguns dias ou semanas, sendo, por isso, recomendavel que se evite expor 0s animais
saudaveis ao agente infeccioso, como também seja efetuado o monitoramento dos
materiais utilizados na inseminacédo artificial como: agulhas, material cirdrgico, luvas
para palpacdo, dentre outros, 0os quais podem estar contaminados com secregOes e
excrecBes (LANG-REE et al., 1994 ; RIDPATH ; FLORES, 2007, THURMOND,
2005). E possivel que o transito de técnicos em areas onde ocorrem as inseminacdes
contribua para a disseminacéo da infecgé@o entre os rebanhos da populacéo estudada.

Esse resultado difere das observacgdes de Luzzago et al, (2008)que realizaram
um trabalho na Italia, e consideram como fatores de risco a comercializagdo de animais,
a participacdo em eventos com aglomeragdes de animais e a divisdo de pastos entre
diferentes rebanhos. Ja para Talafha et al, (2009), que realizaram um estudo na Jordania,
o fato de possuir funcionarios que visitem outras propriedades e ndo serem adotadas
providéncias para o isolamento de animais recém-comprados sdo fatores de risco para
BVDV.

Chaves et al, (2010), em um trabalho realizado no estado do Maranhdo,
consideraram como fatores de risco a baixa producéo de leite por vaca, a auséncia de
assisténcia de um médico veterinario e a ocorréncia de falhas reprodutivas. Saa et al,
(2011), em um estudo realizado no Equador, consideraram como fatores de risco
potenciais para BVDV a densidade de bovinos no rebanho e a altitude da fazenda.

No caso de BoHV-1, o resultado foi diferente da hipdtese gerada, pois a
presenca de suinos na propriedade foi considerado como fator de protecdo. Esperava-se
que, devido a um possivel maior transito de pessoas e veiculos em propriedades em que
se criam suinos, tal criacdo se constituiria em um fator de risco. Esse achado ndo esta

relacionado em outros trabalhos ou mesmo como a forma de transmissdo da doenca
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(MUYLKENS et al., 2007; CAMPOS et al.,, 2009; CARBONERO et al., 2011,
RAAPERI et al.,2011).

Raaperi et al, (2011), em um estudo realizado na Estonia, relacionaram a
presenca de veterinario na propriedade, a existéncia de funcionario particular da
propriedade e a ocorréncia de BVDV no rebanho como fatores de risco para a
permanéncia de BoHV em tais rebanhos. Carbonero et al, (2011), que realizaram um
estudo no Equador, encontraram que a idade do bovino (> 4 anos), a infeccao pelo virus
respiratorio sincicial dos bovinos BRSV, altitude de até 1800 metros acima do nivel do
mar e a inclinacdo do terreno séo fatores de risco e a limpeza das instalagcbes como fator
protetor.

O resultado encontrado pode estar relacionado ao grau de tecnificacdo das
propriedades que criam suinos, levando-se em consideracdo que a cooperativa produz
suinos de forma industrial, buscando, com isso, a padronizacdo das criacOes e, portanto,
sugerindo que as propriedades apresentem maior cuidado relacionado a com

biosseguridade.
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6 CONCLUSAO

A prevaléncia de BVDV na populacdo estudada é moderada, no que se refere a
estudos anteriores; ha poucos rebanhos com infeccdo ativa, na regido estudada, a
despeito da inexisténcia de um procedimento formal de controle. Embora se trate de um
polo de producéo de leite no Estado a regido estudada, necessita de investimento para
maior conhecimento sobre o status sorolégico do rebanho, bem como sobre os fatores
associados a permanéncia do BVDV, a fim de que esteja apta a desenvolver estratégias
para controle e prevencdo da doenca. Diante dessa necessidade, a metodologia
relacionada a utilizacdo de amostras de tanque de leite para investigacGes
epidemiologicas € ideal por apresentar um baixo custo, se tratar de um método néo
invasivo, além de concentrar a informacdo do status soroldgico do rebanho na amostra
coletada.

A busca de melhores praticas para inseminacao artificial se faz necessaria, por se
tratar de um importante fator na transmisséo do BVDV na regiéo.

O resultado pertinente aos fatores de risco encontrado para BoHV-1 pode estar
relacionado a algum fator ndo medido, tornando necesséaria a realizagdo de novos
estudos para estabelecer possiveis fatores associados ao risco para a permanéncia do
BoHV-1 no rebanho.
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ANEXO |
Diats da aplicacio: /7 / Enfrevistados:
Home do proprietario: W Matr.: Tal:{ )
Nome do respondente: E proprietirio? { )sim ( )ndo
Diatz de pascimento: [/
Estudon quantos anas? [ ) 1. menhurrm;, 4 8all anos;
Escolaridade? 2. 133 anos 5 =11 anos
3.4a7 anos . nio lembra
1 Propriedade posmi funcionirio contratade? { Jsim { Jndo
} Mumero de bovinos tofsis da propriedade?
3 Compra animazis de reposicio? { Jsim ( Jodo (caso ndo, pule para QLE)
4 Quando foi 2 nltma compra de animaiz/movilha?

{ 1=lamo { > 1ano { )ndolembra (caso ndo lembre, pule pams QLE)
Opcional. Lembra o ano da compra?
5 Sobre aorigem dos animais comprados:

De outro associado: ( Jsim { Jnde
Die outros produtores ndo associados: [ Jsim ( mdo
De oume Estzdo: ( Jsim { Jmdo
De outro pais: ( Jsm { mdo

§ Voce observou no ultimo ano {2004)
6.1 Nascimento de temneiros fracos? ( Jsim ( Jnde ( )ndo lembr
6.2 Aborto ()7 ( Jsim ( Jndo ( )ndo lembra
6.3 Aumento de taxa de retorno a0 cio? { Jsim ( Jodio ( )mio lembra
& 4 Bealizon tratamento para retencao de placenta? [ Jsim { ‘mdo { ndo lembra

6.5 Bealizon tratamenio para problemas respiratorios? { Jsim { Jndo { Jndo lembra
6.5 Bealizou tratamento para diamreias? { Jsim ( Jodo ( )nSolembra
T Utiliza quantss doses de sémen por fémes aproximadammente? ( J1-2 ( 534 ( =4

8 Fer repasse com monts natural no oltimoe ano? { jdm { ndo
8.1 Caso sim_ utilizou toure proprio? | Jsim | ndo
0 Seus amimais tém contate com os animais dos vizinhos? { Jsim ( YonSo{ ndo ssbe

10 TUtiliza pastsgem em comum com animsis de onfras propredades? { jsim ( ndo

11 Qual dos sepuintes animais voce possui:

11.1 Suines? ( )sim ( ) oo
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11.2 Aves? { }sim { )odo

11.3 Ovines? { )sim { )ndo

11.4 Cabras? { )sim ( )ndo

1? Possui cio na propriedade? { ) sim ou () nio  caso sim guantos?
13 Qual € a origem da 4gua fornecida sos animais?

13.1 Rede piblica { ) sim ( ) ndo

13.2 Poco artesiano { ) sim ( ) nio

13.3 Cursos namrais { ) sim () nSo

14

A racdo (concentrado) é:

14.1 Produzido na propriedads { Jsim { ) ndo

14.2 Industrislizada { ) sim () ndo

-
R

Tipo da restricio a entrada de pessoas estranhas na propriedade (avaliacio do entrevistador):

15.1 Placa de aviso { ) sim { ) ndo

15.2 Porteira { ) sim { ) ndo

15.3 Comente { ) sim { ) ndo

15.4 Crafro:

16

Caracteristicas da sala de ordenha (avaliacio do entrevistador)

16.1 Piso { ) sim { )nde

16.2 Parede com azolejo { ) sim { ) mio

16.3 Organizacio e limpeza () 1-Bom 2-Médio 3 -Ruim

Espaco para obhservacoes:




