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RESUMO

Objetivou-se com este estudo determinar a soroprevaléncia e estudar os fatores de risco
associados a infeccao pelo virus da diarreia viral bovina (BVDV) nas unidades produtivas
de agricultura familiar, na regido do Brejo Pernambucano. Foram coletadas 319 amostras
de soro sanguineo, procedentes de 24 rebanhos bovinos em 11 municipios da microrregido.
As amostras foram submetidas ao teste de soroneutralizacdo para deteccdo de anticorpos
anti-BVD. Para a identificacdo dos fatores de risco associados a BVDV, foi aplicado um
questionario com perguntas objetivas sobre 0 manejo higiénico-sanitario e realizada uma
andlise estatistica de regressdo logistica, considerando-se como variavel dependente o
exame sorolégico (reagente ou ndo reagente). Observou-se com este estudo uma
prevaléncia de 51,1% (163/319; I.C. 45,5% - 56,7%). Das 24 propriedades amostradas,
100% apresentaram pelo menos um animal reagente. A prevaléncia nos municipios variou
de 23,1% a 70,0%. Os fatores de risco identificados neste estudo foram: ndo fornecer
colostro (OR 3,85; p=0,018), ndo conhecer a enfermidade (OR 2,54; p=0,001) e criagéo
consorciada (OR 1,76; p=0,013). Diante dos resultados obtidos, constatou-se que a
infeccdo pelo BVDV esta disseminada nos rebanhos da agricultura familiar na
microrregido estudada e que politicas de educacdo em saude devem ser implementadas
tanto para os produtores como para os profissionais que prestam assisténcia técnica. Além
disso, medidas higiénico-sanitarias, com base nos fatores de risco identificados neste

estudo, devem ser implementadas como forma de reduzir a prevaléncia da BVD.

Palavras-chave: bovinos, BVD, diagnostico e fatores de risco



ABSTRACT

The aim of the present study was to determine the seroprevalence of infection by the
bovine viral diarrhea virus (BVDV) on family farms, as well as to study the risk factors
associated with the infection. In total, 319 blood serum samples were collected from cattle
(of reproductive age) in 24 herds from 11 cities of the Brejo microregion in Pernambuco.
The samples were subjected to the seroneutralization test to detect anti-BVDV antibodies.
In order to identify the risk factors associated with the BVDV, a questionnaire was applied,
with objective questions about the hygienic-sanitary management system used on the
farms, followed by statistical analysis of logistic regression, with the serological test
considered as the dependent variable (reagent or non-reactive). A prevalence of 51.1%
(163/319; C.l1. 45.5% - 56.7%) was found in the present study. Of the 24 properties
sampled, 100.0% contained at least one reagent animal. The prevalence in the districts
ranged from 23.1% to 70.0%. The following risk factors were identified in the present
study: not providing colostrum (OR 3.85; p=0.018); disease unknown (OR 2.54; p=0.001)
and consortium breeding (OR 1.76; p=0.013). Based on these results, it was clear that
BVDV infection is widespread in herds on family farms in the microregion studied herein.
Health education policies must be implemented for producers and professionals who
provide technical assistance. In addition, based on the risk factors identified in the present
study, hygiene-sanitary measures should be implemented in order to reduce the prevalence
of the BVDV.

Keywords: Cattle; BVDV; diagnosis; risk factors
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1.  INTRODUCAO

Dentre as principais atividades do agronegocio do pais, a bovinocultura vem se
destacando no cenario nacional e possui importante papel no plano internacional. O Brasil
se coloca em 2° lugar no ranking dos maiores detentores de rebanhos efetivos no mundo,
apresentando-se com aproximadamente 200 milhdes de cabecas. Somado a isso, a partir de
2004, tornou-se lider mundial em exportacdes de carne bovina, em torno de 1/5 da carne
comercializada no mundo é proveniente do rebanho nacional, sendo é comercializado em
mais de 180 paises (BRASIL, 2014).

De acordo com o censo agropecudrio para agricultura familiar, realizado pelo IBGE
em 2006, a agricultura familiar apresenta 74,4% das pessoas envolvidas com a
agropecudria no cendrio nacional, com 12,3 milhdes de pessoas. Além disso, compde 58%
da producdo de leite no Brasil e, ainda, representa 30% do mercado nacional da
bovinocultura de corte.

O Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) é considerado um dos principais
patdégenos que acometem bovinos, visto que promove significativas perdas econémicas na
cadeia produtiva (FLORES et al., 2005). A presenca do BVDV no rebanho é associada
com a reducdo do desenvolvimento animal (GUIMARAES et al., 2001); a manifestacdes
subclinicas e clinicas de carater respiratorio, gastrintestinal, imunodepressivo e, de forma
mais grave, a doenca das mucosas (DM) e a sindrome hemorrégica (SH) (DIAS et al.,
2003; FLORES et al., 2005); a distdrbios reprodutivos — como repeticdo de cio (GUR,
2011); mortalidade embrionaria (DENZEN et al., 2013); metrites e retencdo de placenta
(ASMARE et al., 2013). A forma branda da doenca é de relevancia, porque 0s animais nao
apresentam sinais clinicos evidentes, por isso muitos produtores ndo conseguem identificar
as perdas para a bovinocultura (DIAS; SAMARA, 2010).

O BVDV é um RNA virus do género Pestivirus e da familia Flaviviridae, associado
com o virus da peste suina classica e o virus da doenca das fronteiras dos ovinos ou
“border disease” (ICTV, 2009). Além de acometer os bovinos, esse virus pode infectar

outras espécies tanto domesticas como silvestres, dentre as quais destacam-se: ovinos,
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caprinos, bufalos e camelos, sendo as mesmas consideradas como reservatérios ou fontes
de infeccdo (PASSLER; WALZ, 2009).

Os prejuizos econdmicos causados pela BVD podem variar de 10 a 100 mil dolares
em um rebanho, e isso pode representar perdas de até 40 milhdes de dolares para cada 1
milhdo de partos em um pais acometido pela enfermidade (HOUE, 2003). Fatores, como a
queda da eficiéncia reprodutiva (HOUE, 2003; GUR, 2011; DENZEN et al., 2013),
diminuicdo da produtividade leiteira (HOUE, 2003; FRANDOLOSO et al., 2008) e
crescimento retardado (HOUE, 2003) evidenciam a relevancia da enfermidade na
bovinocultura mundial. No Brasil, a prevaléncia varia de 22,2% (THOMPSON et al.,
2006) a 85,4% (QUINCOZES et al., 2007). J& em Pernambuco, Castro et al. (1993)
encontraram resultados que expressavam 72,6% de soropositividade. No entanto,
considerando rebanhos provenientes da agricultura familiar, nenhum trabalho sobre BVD
foi publicado no Brasil até o presente momento.

De acordo com a OIE (2008), a BVD é doenca de notificacdo obrigatoria e, no
mesmo sentido, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
oficializou ao Servico Veterinario Oficial a notificacdo obrigatéria (BRASIL, 2013).

O conhecimento da situacdo epidemioldgica de tal infeccdo em bovinos permite
subsidiar uma assisténcia técnica mais qualificada, ampliando o horizonte dos profissionais
de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (ATER) para essa enfermidade pouco conhecida

na regido e que pode representar significativas perdas as unidades familiares.



13

2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Realizar um estudo epidemiolégico da infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina
(BVDV) em unidades produtivas de rebanhos da agricultura familiar no Brejo

Pernambucano.

2.2. Especificos

- Determinar a soroprevaléncia da infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina nas
unidades produtivas de agricultura familiar na regido do brejo pernambucano;

- Determinar os fatores de risco associados a infeccdo pelo virus da Diarreia Viral
Bovina nas unidades produtivas de agricultura familiar da microrregido do brejo

pernambucano.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.  Agente etioldgico

O BVDV pertence a familia Flaviviridae, género Pestivirus, que contém mais dois
virus antigenicamente relacionados: o virus da Peste Suina Classica (Classical swine fever
virus, CSFV) e o virus da Doenca da Fronteira de ovinos (Border disease virus, BDV)
(ICTV, 2009.).

As cepas do BVDV expressam uma significativa variabilidade antigénica, contudo
ja foram observados dois grupos com maior relevancia: BVDV tipo 1 e BVDV tipo 2,
sendo 0 BVDV tipo 1 a maioria das cepas virais identificadas no mundo, entretanto, no
Brasil, o BVDV tipo 2 ja vem sendo identificado em rebanhos da regido sul do pais
(FLORES et al., 2000; DIAS et al., 2010).

Baseado nos efeitos em cultura celular, o BVDV pode ser compreendido em dois
bidtipos, o citopatogénico (CP) e o ndo citopatogénico (NCP) (LANYON et al., 2014). Os
BVDV NCP integram a grande parte dos isolados de campo, e estdo associados com as
diversas manifestacfes clinicas da doenca, inclusive a geracdo de bezerros
persistentemente infectados (PI). Por outro lado, os virus CP estdo presentes na quase
totalidade dos isolados, provenientes de animais com doenga das mucosas (DM)
(FLORES, 2003). As diversas mutacdes ou recombinacfes genéticas do virus NCP podem
originar o virus CP (BOTTON, 1998).

O virus tem sensibilidade a solventes lipidicos (exemplo: éter e cloroférmio) e é
inativado por tratamento com tripsina. O virus é mais estavel na faixa de pH 5,7 a 9,3 com
estabilidade maxima em pH 7,4. E facilmente mantido em estado liofilizado ou congelado
a - 70°C por varios anos (HIRSH; ZEE, 2003). No ambiente, estudo demonstrou a efetiva
viruléncia do BVDV por até quatro dias em temperatura de 20 a 25° C (NISKANEN;
LINDBERG, 2003).
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3.2.  Epidemiologia

O BVDV esta presente na maioria dos rebanhos bovinos em todo mundo e,
geralmente, com uma soroprevaléncia maior que 60,0% (MORAN et al., 2006). Quanto a
presenca nos rebanhos, a prevaléncia de anticorpos para 0 BVDV pode atingir de 70 a
80,0% na América do Norte e alguns paises da Europa (FLORES et al., 2005). No México,
por exemplo, constatou-se 14,0% de soropositividade individual e 60,0% em rebanhos
(SOLIS-CALDERON et al., 2005).

Estudos na Europa tém confirmado a presenca de anticorpos anti-BVD. Na Bélgica,
foi observado 32,9% de soropositividade (SARRAZIN et al., 2013); na Turquia foi
identificado 58,2% (GUR, 2011) e na Crodcia 61,6% (BEDEKOVIC et al., 2013). Na
Africa, estudo demonstrou soropositividade de 11,7% (ASMARE et al., 2013). Na
América do Sul, foram observadas soroprevaléncias de 27,1% no Peru (HERRERA et al.,
2011), 59,9% na Argentina (CARBONERO et al., 2011) e 69,0% no Uruguai (GUARINO
et al., 2008).

Quanto a presenca de animais persistentemente infectados (PI), a prevaléncia esta
entre 1 e 2% do rebanho global de bovinos (OIE, 2008), podendo-se encontrar variagdes de
0,5% a 6,6% (RIBEIRO; PEREIRA, 2004; DIAS et al., 2010; BEDEKOVIC et al., 2013).
Ja em termos de prevaléncia de rebanhos com a presenca de animais PI, esse valor é
significativamente superior, conforme evidenciaram Bedekovic et al. (2013), que
constataram 20,0% de prevaléncia de rebanhos com animais P1 na Croécia.

No Brasil, diversos estudos soroepidemiolégicos foram realizados para determinar
a prevaléncia da infeccdo pelo BVDV. No estado de Goias, centro-oeste brasileiro, ja
foram identificadas prevaléncias de 54,1% (GUIMARAES et al., 2001) e 64,0% (BRITO
et al., 2010). Na regido sudeste, foram encontradas prevaléncias variando de 56,5% e
57,6% no nordeste do estado de S&o Paulo e no sul de Minas Gerais, respectivamente
(SAMARA et al.,, 2004). Na regido sul, estudos realizados no Rio Grande do Sul
demonstraram soroprevaléncias que variam de 57,7% (FRANDOLOSO et al., 2008) a
85,4% (QUINCOZES et al., 2007), enquanto em Santa Catarina 58,3% (FINO et al.,

2013). Ja no nordeste, foram constatadas prevaléncias de 61,5% a 67,3% no Maranhao
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(CHAVES et al., 2010; CHAVES et al., 2012; DE SOUZA et al., 2013), 56,0% na Bahia
(NORONHA et al., 2003) e 22,2% no estado da Paraiba (THOMPSON et al., 2006).

Em Pernambuco, inquéritos soroldgicos, realizados em bovinos do agreste
meridional e em caprinos leiteiros puros e seus mesticos, indicaram prevaléncia de 72,6% e
11,6%, respectivamente (CASTRO et al., 1993; CASTRO et al., 1994). Posteriormente,
trabalho realizado nas mesorregides do Sertdo Pernambucano e Sertdo do Sdo Francisco
Pernambucano com ovinos e caprinos, identificou 7,0% e 10,9% de soroprevaléncia,
respectivamente (SILVA, 2009).

A transmisséo do BVDV pode ser de forma horizontal ou vertical. A transmissao
horizontal pode ocorrer pelo contato direto entre animais, principalmente pelas mucosas, 0
que inclui a monta natural — ou indireto, por meio de secre¢cfes (nasais, oculares, saliva, e
sémen), excre¢des e fomites contaminados. Bezerros Pl disseminam o virus com maiores
titulos pelas mucosas nasais e oculares, isso ocorre por longos periodos (ARENHART et
al., 2009).

Ocorre também por meio da transmissao vertical. Nesse caso, observam-se diversas
manifestaces reprodutivas e queda no desempenho reprodutivo dos animais acometidos,
com importante destaque para 0 nascimento de animais Pl no rebanho (LINDBERG;
HOUE, 2005; DENZEN et al., 2013). Da mesma forma, animais recém-nascidos ainda
podem se infectar pela ingestdo de colostro ou leite procedentes de fémeas positivas para
BVDV (FUX; WOLF, 2012; BEDEKOVIC et al., 2013). Machos infectados, em idade
reprodutiva, podem transmitir via sémen o BVDV por monta natural ou inseminagao
artificial, da mesma forma que em embriGes provenientes de fémeas doadoras Pl ou
transitoriamente infectadas podem conter o virus em sua zona peliucida (MORAN et al.,
2006). Observa-se na figura 1 o esquema proposto por Lindberg e Houe (2005)
demonstrando os modos de transmissdo horizontal e vertical e as consequéncias dessas

formas de transmissao.
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Fonte de Modo de Importancia Resultado da Resultado
infeccdo transmissao relativa infeccdo observado

. Horizontal - direta —————=—> L ~
Persistentemente Transitorio ===> Soroconversio

infectado Horizontal - indireta =——

Vertical ‘ Persistente

;
Horizontal - direta
Transitoriamente Transitorio

infectado < Horizontal - indireta -
Infeccdo

Vertical - Persistente =——> Persistente - Pl

\

Figura 1 — Papel dos animais transitoriamente e persistentemente infectados como fontes de virus para a
transmissdo horizontal e vertical do virus da diarreia viral bovina (BVDV), e para os resultados observados
(soroconversao e infeccBes persistentes) dentro de um rebanho infectado (LINDBERG; HOUE, 2005).

Registre-se, também, a transmissdo mecanica por vetores estudada em infestacdo
experimental de bovinos com o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Apesar da
comprovada infeccdo dos carrapatos pelo BVDV, a transmissdo transovariana ndo ficou
demonstrada, alertando quanto a presenca de um possivel vetor do BVDV que, em
rebanhos de criagdo intensiva, pode demonstrar um significativo risco de infeccdo
(ALMEIDA, 2010). A infeccdo aérea foi relatada em experimento controlado com
distancia de até 10 metros entre individuo Pl e animal reconhecidamente livre de BVDV,
no mesmo experimento, o procedimento de vacinagdo sem cuidados higiénicos e ambientes
contaminados com o BVDV, proveniente de animais PI, resultaram na propagacao do virus
(NISKANEN; LINDBERG, 2003).

Os animais Pl s&o a principal fonte de infeccdo do rebanho, pois excretam o virus
continuamente, contribuindo para a disseminagdo e perpetuacdo do agente infeccioso no
plantel (FLORES et al., 2005). A viremia dos animais Pl é continua ao longo do tempo e,
dentre as excregdes com maiores titulos virais, destacam-se as secre¢fes nasais e oculares
(ARENHART et al., 2009).

A introducdo do virus em rebanhos negativos ocorre, principalmente, pela entrada
de animais Pl na propriedade. Da mesma maneira, a aquisicdo de bovinos durante a fase

aguda da doenca, touros persistentemente infectados ou fémeas gestando fetos PI, além do
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contato entre os rebanhos vizinhos, podem ser responsaveis pela disseminacdo do virus nos
plantéis (FLORES, 2007). A depender do sistema de criagdo, se extensivo ou intensivo, a
transmissdo pode ser mais lenta ou mais réapida, respectivamente (ARENHART et al.,
2009).

A importancia de outras espécies na transmissdo do BVDV néo é bem determinada,
contudo algumas espécies, como 0S pequenos ruminantes e 0S suinos merecem maior
relevancia devido a relacdo antigénica cruzada de pestivirus responsaveis pela Doenca das
Fronteiras e pela Peste Suina Classica (PSC), respectivamente. Somado a isso, 0 grande
contato com bovinos em alguns sistemas de criacdo, principalmente em pequenas criagoes,
como a agricultura de subsisténcia, permite associar a possibilidade desses animais
servirem como reservatérios ou fontes de infeccdo para o BVDV (PASSLER; WALZ,
2009). Programas de erradicacdo da PSC j& consideram a importancia da presenca do
BVDV no diagnoéstico sorol6gico utilizando-se técnicas de soroneutralizagdo e Elisa, uma
vez que reacOes cruzadas e resultados falso-positivos podem ser encontrados (PASSLER;
WALZ, 2009).

Os fatores de risco, associados a esta infecgéo, estdo relacionados com a falta de
programas de controle e ado¢do de medidas preventivas. Samara et al. (2004) constataram,
na regido de Sdo Paulo e Minas Gerais, as maiores ocorréncias de animais positivos para
BVDV em rebanhos mais simples e menos tecnificados. Alguns estudos foram realizados

para identificar os fatores de risco associados a infec¢do pelo BVDV, conforme tabela 1.



Tabela 1 - Fatores de risco associados a infeccdo pelo BVDV em diferentes regides do mundo

Variaveis OR Valor de p Autor e ano
Tipo de exploracdo - Corte 1,73 0,001

Criacéo extensiva 2,77 0,005

Utilizacdo de ordenha mecéanica 2,34 0,001

Cobertura somente com touro 1,90 0,03 Quincozes et al. (2007)
Cobertura com inseminacao + touro 2,08 0,02

Presenca de ovinos 1,48 0,005

Uso de piquetes de pari¢cao/p0s parto 1,49 0,005

Animais com idade de 9 a 17 anos 1,23 <0,01 Brito et al. (2010)

Bezerros com idade < 31meses 2,23 <0,05

Estacdo do ano - inverno 2,81 <0,05

Distancia do piquete até a sala de ordenha > 10 km 1,89 <0,05 Carbonero et al. (2011)
Presenca de galinhas 2,02 <0,05

Producéo de leite (1-5L) 2,85 0,0053 De Sousa et al. (2013)

Uso de inseminacdo artificial (sim/ndo) 2,89 0,026 Almeida et al. (2013)
Utilizag&o de pastagem comum 7,20 0,001 Bedekovic et al. (2013)
Aquisicdo de animais no rebanho — corte 3,21 0,001

Aquisicdo de animais no rebanho — leite 1,82 0,005

Concentracédo de propriedades em escala de 10 (raio de 10 km) - corte 1,09 0,019 Gates etal. (2013)
Concentracdo de propriedades em escala de 10 (raio de 10 km) - leite 1,16 0,001
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3.3.  Patogenia

A patogenia depende da relacdo de multiplos fatores. Alguns fatores relacionados
ao hospedeiro influenciam na consequéncia da infeccdo pelo BVDV, sendo eles:
caracteristicas de imunocompeténcia ou imunotolerancia do hospedeiro em relacdo ao
virus, faixa etaria do animal, infeccdo transplacentaria e idade gestacional inducdo de
tolerancia imune no feto e surgimento de competéncia imunofetal, status imune e presenca
de fatores estressantes (LANYON et al., 2014).

O virus penetra no organismo pelas mucosas nasal e oral; multiplica-se
primeiramente, nas células epiteliais das tonsilas e no tecido linfoide da boca e da faringe.
Em seguida, atinge a corrente sanguinea pelos vasos linfaticos. Altas concentracdes do
virus aparecem nas vias respiratérias, no bago, nos linfonodos e nas glandulas salivares
(MARQUES, 2003). A viremia ocorre entre trés e dez dias pés-infeccdo e o virus pode ser
isolado do sangue nesse periodo (FLORES, 2007). Esquema elaborado por Pedrera et al.

(2007) demonstra a patogenia do BVDV, considerando as cepas de alta e baixa viruléncia.

Infeccdo oronasal por BVDV
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Figura 2 — Disseminacdo do BVDV de baixa e alta viruléncia em infec¢Bes agudas (PEDRERA et al., 2007)
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A infeccdo transplacentaria em fetos de até 60 dias pode resultar na sua morte,
mumificacdo e aborto, resultando em repeticbes de cio. A infeccdo precoce parece
provocar menos danos que as tardias, demonstrando a existéncia de uma patogenia
imunomediada (PEDRERA et al., 2007).

Quando uma fémea gestante soronegativa se infecta com uma cepa NCP, por volta
do 50-120 dias, é estabelecida uma imunotolerancia por parte do feto, o que pode resultar
no nascimento de um animal persistentemente infectado (PEDRERA et al., 2007). Os
bezerros podem nascer saudaveis, soronegativos para BVDV, contudo podem disseminar o
virus por longos periodos. A identificacdo de variabilidade genética do virus em bovinos Pl
pode demonstrar a possibilidade desses animais em aumentar a diversidade do BVDV e,
dessa forma, servir como fonte de virus com variabilidade genética que podem infectar
outros bovinos (ARENHART et al., 2010).

No inicio da fase de imunocompeténcia e organogénese fetal, por volta dos 100-150
dias de gestacao, aparecem as mas formacgoes congénitas e a ocorréncia de abortos é menos
frequente (PEDRERA et al., 2007). A infeccdo neste periodo resulta em destruicdo das
células-tronco, resultando em defeitos congénitos (BAKER, 1987). Afec¢des oculares,
como opacidade no cristalino, podem ser ocasionadas na fase final da organogénese fetal
(SANTOS et al., 2011).

A doenca das mucosas ocorre quando um bovino Pl é infectado com um virus CP
homologo antigenicamente ao virus NCP residente. Esse fato foi comprovado por Ferreira
et al. (2008) ao isolar as duas amostras em bovinos acometidos por Doenca das Mucosas
associada a sinais de dermatite.

H& evidéncias de que as infeccBes pos-natais pelo BVDV dos bovinos possam
causar imunodepresséao e estimular o desenvolvimento de outras doencgas infecciosas, além
de ser o fator crucial na patogenia das doencas de etiologia multipla, como pneumonias e
doengas gastrointestinais, contudo, deve-se levar em conta 0s mecanismos imunes dos

bovinos Pl comparados aos animais com infec¢do priméaria (BRUM et al., 2002).

3.4. Sinais clinicos e achados de necropsia

Os principais sinais clinicos sdo: hipertermia, apatia, anorexia, conjuntivite,

descargas oOculo-nasais, diarreia aquosa ou com muco e, ocasionalmente, erosbes e
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ulceracdes orais (BRUM et al., 2002; SILVA et al., 2011). A taxa de mortalidade fica em
torno de 4-8% (OBANDO et al., 2005).

As manifestacGes clinicas podem ser agrupadas em quatro formas principais:
doenca aguda leve (gastroentérica e respiratoria); doenga aguda severa (gastroentérica,
respiratoria e hemorragica); doenca das mucosas (DM) e BVD cronica, entretanto, 0s
prejuizos principais sdo de ordem reprodutiva (RIDPATH et al., 2012).

A Doenca das Mucosas (DM) é uma forma esporadica e fatal, com curso agudo ou
croénico. Os animais acometidos apresentam diarreia sanguinolenta, erosdes cutaneas e nas
mucosas levando a morte apds duas ou trés semanas apds os sinais clinicos (PEDRERA et
al., 2007). A presenca de dermatite exsudativa, com formacdo de crostas nas narinas,
secre¢do ocular e nasal, pode ser observada na DM (FERREIRA et al., 2008). A ocorréncia
de abortamentos, natimortalidades, nascimentos de bezerros fracos, dentre outros
problemas reprodutivos, indicam a presenca do BVDV em rebanhos (FLORES et al., 2005;
PILZ et al., 2007). A exposicdo dos bovinos ao virus durante o ciclo estral antes da
inseminacdo pode resultar em reducdo da taxa de concepcdo devido a falha de ovulagédo ou
ovulacdo tardia. A infeccdo de novilhas e vacas soronegativas e livres do virus, pode
resultar em taxas de concepgéo deficientes, repeticdo de cio e abortamentos, diminuindo
consideravelmente a eficiéncia reprodutiva (JUNQUEIRA et al., 2006).

Na realizacdo de necropsia, a observacao de aumento dos linfonodos mesentéricos e
evidenciacdo das Placas de Peyer no intestino delgado sdo sinais associados a infec¢do
pelo BVDV (SANTOS et al., 2011). UlceracOes e erosdes na lingua, almofada dental e
esdfago, edema pulmonar, equimoses e sufusdes na mucosa intestinal, rimen e bago foram

relatados em estudo realizado por infeccdo experimental (BRUM et al., 2002).

3.5.  Diagnostico

O diagnéstico pode ser realizado com base nos achados clinico-epidemioldgicos e
diagndstico laboratorial (LIBERTMANN, 1988). As técnicas laboratoriais disponiveis séo
baseadas em métodos diretos; tais como o isolamento viral, a reacdo em cadeia da

polimerase (PCR) e a imunohistoquimica (IHQ); ja os indiretos sdo os métodos detectores
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de anticorpos ou sorologia viral (PERDRIZET, 1993). O virus pode ser isolado a partir de

secre¢des nasais, sangue, fezes, linfonodos e intestinos (HIRSH; ZEE, 2003).

3.5.1. Isolamento viral

O isolamento do virus é o método mais fidedigno e amplamente utilizado para o
diagnostico de infeccbes por BVDV, permitindo também a caracterizacdo do agente,
principalmente nos aspectos antigénicos e genotipicos, que sdo de especial interesse
epidemioldgico. E o teste oficial indicado pela OIE (OIE, 2012).

O isolamento do virus CP ou NCP nos animais afetados, juntamente com a
avaliacdo das lesbes caracteristicas, é importante para confirmar o diagndstico de doenca
das mucosas e, com igual relevéncia, a identificacdo do animal Pl no rebanho (LANYON
etal., 2014).

3.5.2. Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Métodos moleculares, como a PCR, sdo capazes de detectar infimas quantidades de
acidos nucléicos virais em amostras de sangue e tecidos, inclusive os preservados. Por ser
extremamente sensivel, essa técnica tem grande utilidade na identificacdo de rebanhos
leiteiros positivos pela analise de amostras coletadas em tanques de leite, ja que € sensivel
0 bastante para detectar RNA viral em células somaticas presentes em amostras de leite
(OIE, 2012). O teste de Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase
(RT-PCR) tem excelente especificidade na identificagdo de animais PI e seu custo pode ser
significativamente diminuido, quando utilizado em técnica de pools sorolégicos (PILZ et
al., 2007). A citada técnica permite, também, avaliar a eficacia da vacinacdo, bem como

delinear medidas de controle e profilaxia em rebanhos vacinados (PILZ et al., 2007)

3.5.3. Deteccdo do antigeno — Imunohistoquimica (IHQ)

A imunohistoquimica € o método alternativo com o objetivo de aumentar a rapidez

diagndstica. Trata-se de uma ferramenta de deteccdo que pode ser aplicada no
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procedimento de rotina, possibilitando a identificacdo segura do BVDV (ANDRADE et al.,
2005). Contudo, é um teste significativamente trabalhoso que exige equipe bem treinada
(LANYON et al., 2014).

O teste se baseia na deteccdo das proteinas virais nos tecidos por meio de
anticorpos marcados com enzima especifica (AHMAD et al., 2014). O teste é bastante
confiavel e difundido para deteccéo de animais PI, contudo, em comparacdo com o ELISA
antigénico, mostra-se bem mais caro, complexo e dispendioso, mesmo assim, a eficiéncia
diagnostica é semelhante (AHMAD et al., 2014).

3.5.4. Sorologia

As técnicas sorologicas sdo a forma indireta de diagnostico baseadas na detec¢édo de
anticorpos contra BVDV e, para isso, dois métodos sdo utilizados basicamente: ELISA e
soroneutralizagéo viral (PALOMARES-NAVEDA, 2008).

Apbs infeccdo aguda, o anticorpo sérico é detectavel apds duas a trés semanas e 0s
niveis maximos de anticorpos ocorrem de oito a dez semanas mais tarde. Apds a
vacinagdo, os titulos soroneutralizantes ficam altos durante varios meses (RADOSTITS et
al., 2002), sendo que titulacbes de amostras Unicas sdo dificeis de interpretar nestas
situacbes (GROOMS et al., 2006).

Nestes casos, a sorologia pareada, ou seja, a coleta de soro no momento da suspeita
clinica e uma segunda coleta, apds 15 a 20 dias, poderia auxiliar na diferenciacdo dos
anticorpos da infeccdo, com possiveis anticorpos vacinais. A elevacdo dos titulos de
anticorpos em, pelo menos, quatro vezes indica que o animal esta infectado pelo virus
diferenciando-se, dessa forma, de uma reagdo vacinal. A sorologia, com amostras Unicas
ndo pareadas, possui valor diagnostico limitado, pois apenas indica que houve exposicao
prévia (KAHN et al., 2007).

Os animais Pl sdo soronegativos, exceto se tiverem anticorpos colostrais nas
primeiras semanas de vida. Os animais Pl expostos a outras estirpes de virus
citopatogénico antigenicamente distinto e que néo induz imediatamente a MD, ou expostos
a vacinacdo, podem produzir anticorpos soroneutralizantes altamente especificos

(FLORES et al., 2005). Como consequéncia, a identificacdo sorologica dos bovinos P1 ndo
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pode ser usada como critério para determinacdo do seu estado sanitario, necessita-se de
testes mais especificos para confirmacdo da presenca de animal Pl no rebanho (FUX;
WOLF, 2012).

O teste de soroneutralizacdo € o mais recomendado para triagens de rebanhos
quando se objetiva detectar rebanhos com titulos de anticorpos que indiqguem provavel
circulacdo viral (STURZA et al., 2011).

O teste de ELISA é frequentemente utilizado para amostras de leite, constituindo-se
importante ferramenta para avaliacdo do estado sanitario do rebanho frente a presenca de
anticorpos contra BVDV (DIAS; SAMARA, 2003; RIBEIRO; PEREIRA, 2004;
ALMEIDA et al., 2013). E o teste mais comumente utilizado para monitoramento de
rebanhos em programas sanitarios de paises onde a BVD encontra-se erradicada (FODDAI
etal., 2014).

A identificacdo de anticorpos determina o estado imunolégico do animal e a prévia
exposicdo ao virus (FLORES et al., 2005). Resultados soroldgicos positivos, em animais
ndo vacinados, podem sugerir que o individuo € um ndo PI, contudo resultados negativos
ndo confirmam que o animal estd livre do BVDV, mas que necessita de um teste de
identificacdo viral ou de um teste identificacdo de antigeno para descartar a possibilidade
de status PI (LANYON et al., 2014).

3.6. Controle e profilaxia

O controle ou erradicacdo da BVD deve ser baseado em variaveis epidemioldgicas
e, acima de tudo, considerar os fatores de risco associados a BVD, além disso, destaca o
controle rigido de transito de animais na fazenda, a qualidade do sémen utilizado (livre de
patdégenos) e o monitoramento por técnicas soroldgicas como ac¢bes primordiais para
prevencdo da BVD (DEL FAVA et al., 2003). Paises com status de livre para BVD
mantém forte controle sanitario e os estudos de modelos sanitarios focam em questfes
pontuais. Na Dinamarca, por exemplo, estudo propds reducdo de até 10,7% do risco de
introdugdo do BVDV no pais, se adotado teste compulsério dos animais importados,
registro de monitoramento de veterinarios e outros profissionais que atuam além das

fronteiras, com principal atencdo para a desinfeccdo dos instrumentos de trabalho
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(FODDAI et al., 2014). O manejo sanitario do ambiente e procedimentos de higiene na
vacinacdo sdo pontos primordiais a serem adotados na fase de erradicacdo (NISKANEN;
LINDBERG, 2003).

O controle da introdugdo do BVDV nos rebanhos pode ser baseado em quatro
pilares, a saber: biosseguranca, eliminacdo do virus, monitoramento do rebanho e
imunizacdo. Observe-se, porém, que a imunizagdo sé deve ser utilizada em animais nédo
PI’s e sem imunidade natural (LINDBERG; HOUE, 2005) (figura 3).

! IMUNIZAGAO
| ePara animais ndo Pl sem
i imunizacéo natural

OPCIONAL

/)

MONITORAMENTO
e Para evolucdo da infeccdo e rapida
deteccdo dos danos
o Identificar fontes de infeccéo (6-12 meses)

ELIMINACAO VIRAL e prognéstico
e Eliminac&o dos animais PI > NECESSARIO
e Determinagdo do status soroldgico para prognésticos
decisdes no controle

J

Figura 3 — Modelo geral para controle sistémico (pontos relevantes para reducéo da prevaléncia) da diarreia
viral bovina (BVDV)(LINDBERG; HOUE, 2005).

Smith et al. (2014) procuraram analisar os modelos de biosseguranca relacionados
aos fatores de risco associados a BVD. De acordo com os autores, em rebanhos com altas
taxas de importacdo de animais, realizar testes de diagnostico demonstrou o melhor custo
beneficio na eliminacdo do BVDV. J& em rebanhos que tiveram contato com outros
rebanhos, a vacinagdo dos bezerros apresentou-se como um custo beneficio adicional,
juntamente com a estratégia de diagndstico laboratorial. Desta forma, a vacinagdo, por si
sO, ndo contribui para a eficacia do programa sanitario nos rebanhos, levando-se em conta
que a grande variacdo genética do virus pode ser um dos motivos por manter a infeccao
ativa nos rebanhos (DENZEN et al., 2013).
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Pode-se encontrar no mercado tanto vacinas contendo virus vivo modificado,
quanto vacinas com virus inativado. As vacinas vivas modificadas geralmente contém
estirpes do BVDV-1 atenuado, contudo, resultados demonstrando a presenca do BVDV-2,
no Brasil, j& demonstram a importancia da inclusdo das duas cepas virais nas vacinas
comercializadas no pais (FLORES et al., 2005; BIANCHI et al., 2011). Na realizacdo dos
testes soroldgicos, deve-se atentar para resultados falso-negativos quando se utiliza apenas
uma cepa do BVDV, dessa forma, a introducdo, especificamente do BVDV-2, na
soroneutralizagdo se faz imprescindivel para melhor eficécia do teste (DIAS et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2012).

Devido a diversidade genética do BVDV, é recomendada a utilizacdo de vacinas
multivalentes, contendo pelo menos duas estirpes antigenicamente diferentes (KAHN,
2007), pois as vacinas produzidas com estirpes do tipo 1, apesar de fornecerem protecao
cruzada contra estirpes de BVDV tipos 1 e 2 NCP, geralmente, apenas induzem protecao
parcial ou incompleta contra estirpes de BVDV-2 (BROCK, 2003).

Apdbs o conhecimento do perfil sorolégico de um rebanho infectado, a vacinagéo
poderd ser adotada, contudo medidas de biosseguranca, como quarentena e teste dos
animais adquiridos, devem ser seguidas, juntamente com a identificacdo e eliminacdo dos
animais Pl (RIBEIRO; PEREIRA, 2004). A sorologia pareada é técnica frequentemente
usada para diferenciacdo de anticorpos vacinais e infecciosos, bem como, serve como
pardmetro de identificagcdo de animais transitoriamente infectados (TI) (DENZEN et al.,
2013).
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Abstract

The aim of the present study was to determine the seroprevalence of infection by
the bovine viral diarrhea virus (BVDV) on family farms, as well as to study the risk factors
associated with the infection. In total, 319 blood serum samples were collected from cattle
(of reproductive age) in 24 herds from 11 cities of the Brejo microregion in Pernambuco.
The samples were subjected to the seroneutralization test to detect anti-BVDV antibodies.
In order to identify the risk factors associated with the BVDV, a questionnaire was applied,
with objective questions about the hygienic-sanitary management system used on the
farms, followed by statistical analysis of logistic regression, with the serological test
considered as the dependent variable (reagent or non-reactive). A prevalence of 51.1%
(163/319; C.l1. 45.5% - 56.7%) was found in the present study. Of the 24 properties
sampled, 100.0% contained at least one reagent animal. The prevalence in the districts
ranged from 23.1% to 70.0%. The following risk factors were identified in the present
study: not providing colostrum (OR 3.85; p=0.018); disease unknown (OR 2.54; p=0.001)
and consortium breeding (OR 1.76; p=0.013). Based on these results, it was clear that
BVDV infection is widespread in herds on family farms in the microregion studied herein.
Health education policies must be implemented for producers and professionals who
provide technical assistance. In addition, based on the risk factors identified in the present
study, hygiene-sanitary measures should be implemented in order to reduce the prevalence

of the BVDV.

Keywords: Cattle; BVDV; diagnosis; risk factors
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Introduction

As one of the main activities of Brazilian agribusiness, cattle raising plays an
important role in both national and international markets. Brazil stands in 2nd place in the
ranking of the largest holders of effective herds in the world, with approximately 200
million head of cattle (Brazil, 2014). According to the agricultural census for family
farming, which was conducted by the Brazilian Institute of Geography and Statistics
(IBGE) in 2006, family farms represrent 74.4% (12.3 million) of the people involved with
agriculture in the country (IBGE, 2006a). In addition, they are responsible for 58.0% of the

milk production in Brazil and represent 30.0% of the national beef cattle market.

The Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) is considered one of the major pathogens
that affect cattle, causing significant economic losses in the supply chain (Flores et al.,
2005). The presence of the BVDV in a herd is associated with a reduction of animal
development (Guimaraes et al., 2001) and sub-clinical and clinical manifestations of a
respiratory, gastrointestinal or immunosuppressive nature. In more severe cases, mucosal
disease (MD) and hemorrhagic syndrome (HS) are common (Dias and Samara, 2003;
Flores et al., 2005). BVDV is also associated with reproductive disorders, such as heat
repetition (Gdr, 2011), embryonic mortality (Denzen et al., 2013), metritis and the
retention of placenta (Asmare et al., 2013). The mild form of the disease is significant,
since the animals do not exhibit any clinical signs and consequently, many producers

cannot identify the losses to the cattle industry (Dias and Samara, 2010).

Studies around the world have confirmed the presence of anti-BVDV antibodies. In
Europe, seroprevalence rates ranging from 32.9% to 61.6% were recorded (Sarrazin et al.,

2013; Gir, 2011; Bedekovic et al., 2013). In Africa, a study reported seropositivity of
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11.7% (Asmare et al., 2013). In South America, seroprevalence rates ranging from 27.1%
to 69.0% have been recorded in several countries (Guarino et. al., 2008; Carbonero et al.,
2011; Herrera et. al., 2011). In Brazil, prevalence rates range from 22.2% (Thompson et
al., 2006) to 85.4% (Quincozes et al., 2007). In Pernambuco state, Castro et al. (Castro et
al., 1993) found a prevalence of 72.6% (209/288) in cattle vaccinated in the rugged
southern region, using the virus neutralization test. However, no studies have as yet been

published focusing specifically on the BVDV on family farms in Brazil.

Thus, the aim of the present study was to analyze the epidemiological aspects
associated with infection with bovine viral diarrhea on family farms in the Brejo

microregion of Pernambuco, Brazil.

Materials and methods
This project was approved by the Ethics Committee for Animal Use in the Federal

Rural University of Pernambuco under protocol number 057/2014.

We used the epidemiological method for transversal studies (Cortes, 1993). In
order to determine the prevalence of infection with bovine viral diarrhea, we considered a
total of 151,418 cattle (IBGE, 2006b), with an expected prevalence of 72.6% (Castro et al.,
1993) for the BVDV, a confidence interval of 95% and a statistical error of 5%
(Thrusfield, 2004). Thus, the minimum number required for a prevalence study was 306
cattle. The number of animals assessed in each herd was calculated using Win Episcope
2.0 software, with the aforementioned parameters. The properties were chosen for

convenience, based on the records of the Agronomic Institute of Pernambuco (IPA).
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In total, 319 samples were collected from animals of different breeds and aptitudes
(beef or dairy). The animals were all of reproductive age, but were subjected to different
management systems and had no vaccination history. They came from 24 family farms,
which were distributed throughout the Brejo microregion of Pernambuco in the following
districts: Agrestina (47 animals), Altinho (91 animals), Barra de Guabiraba (30 animals),
Bonito (15 animals), Camocim de Sdo Félix (26 animals), Cupira (19 animals), Ibirajuba
(20 animals), Lagoa dos Gatos (29 animals), Panelas (23 animals), Sairé (9 animals) and
Sdo Joaquim do Monte (10 animals) (figure 1). These districts represent 2.6% (2.548.804
km?) of Pernambuco’s territory. The total herd in the Brejo microregion represents 6.1% of

the total herd of the state (IBGE, 2006b).

Blood samples were collected by puncturing the median tail vein, after antisepsis
using iodinated alcohol, using an amount of 10 ml in siliconized test tubes without

coagulant. The samples were collected between September 2013 and February 2014.

The tubes were labeled and sent to Garanhuns Laboratories Center (CENLAG),
Academic Unit of Garanhuns, Federal Rural University of Pernambuco, for due
processing. To obtain the serum, the samples were centrifuged at 900g for 10 minutes and
the serum obtained was stored in polypropylene microtubes (labeled) and subjected to

freezing at -20°C until the serological tests were performed.

During the visits to the properties, an investigative questionnaire was applied, with
objective questions about the hygienic-sanitary management of the farm, the reproductive

characteristics of the herd, the farmers knowledge of the disease, technical assistance and
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the technological level of the breeding system used. The owners of each property were

asked to sign a statement of informed consent and to permit the disclosure of data.

The laboratory test procedure followed the recommendations of the World
Organisation for Animal Health (OIE), in accordance with the Manual of Diagnostic Test
and Vaccines for Terrestrial Animals (OIE, 2012). The samples were submitted to the
seroneutralization test to determine the presence of neutralizing antibodies against the
BVDV-1, NADL strain. The test sera were subjected to inactivation of complement by
incubation in a water bath at a temperature of 56° C for 30 minutes. The assay was
performed in polystyrene microtiter flat-bottomed 96-well plates (TPP Techno Plastic
Products AG®, Switzerland). For the titration of anti BVDV antibodies, the serum samples
were diluted in MEM medium in logarithmic base 2 (dilution 1:10 to 1:5.120). Each well
of the plate received 50uL of virus solution containing 200 TCIDsy/100uL, with the
exception of the first column of each plate, which was used for cellular control and did not
receive the test serum or virus sample. These columns only received half 100pL of

medium Minimum Essential Medium (MEM - Nutricel®, Campinas, Brazil).

The serum-virus mixture was incubated for 2 hours in an oven at 37°C with 5%
CO; and controlled humidity. After incubation, we added 100uL of Madin Darby Bovine
Kidney (MDBK) suspension into each well at a concentration of 3x10° cells/mL.
Subsequently, a new incubation was performed for 5 days using an incubator with 5% CO,

at 37°C and controlled humidity.

In each assay, plague was included to iter the virus once again, which was then

used as the control titer for viral suspension. Four dilutions, in ratio ten of the virus (eight
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replicates per dilution in duplicate) were placed on the plaque, whereas two columns were
reserved for cell control. Titer calculation was performed based on the method described

by Reed and Muench (1938).

After incubation, a reading test was conducted by monitoring the cytopathic effect
(CPE). The sera were considered "non-reactive” when they exhibited antibody titers less

than logso 1.0.

Descriptive statistical analysis was performed to determine the absolute and relative
prevalence. To analyze the risk factors associated with BVDV infection, univariate
analysis of the variables was conducted using the chi-square test, Pearson’s test or Fisher’s
exact test, when necessary. Subsequently, logistic regression analysis was performed,
considering the result of the seroneutralization test (reagent or non-reactive) as the
dependent variable for BVDV infection. The independent or explanatory variables
considered in the model were those that showed a statistical significance <0.20. This
probability was stipulated so that possible risk factors of the event were not excluded from
the analysis. In the final model, risk factor variables with p <0.05 were considered
(Hosmer and Lemeshow, 1989). Epi Info 3.5.1 software was used to perform all statistical

calculations.

Prior to preparing the map with the geographic distribution of properties (positive
and negative), geographical coordinates were collected from the properties analyzed using
GPS equipment and a Universal Transverse Mercator. The georeferenced data were

inserted in the TerraView 3.1.3 application in order to prepare the figures.
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Results

The prevalence found in the present study was 51.1% (163/319; C.I. 45.5% -
56.7%). At least one infected animal was found on all (100.0%) of the properties (24/24).
Prevalence rates ranged from 20.0% to 100.0% on the properties studied herein (Figure 2).
The distribution of prevalence by municipality ranged from 23.1% to 70.0%, as shown in
Table 1. With regards to the antibody titers in the serum, there was a variation from log
1.0 to logyp 3.1, as seen in Table 2. As for risk factors, the variables studied herein are
displayed in Table 3. According to the logistic regression analysis, the variables identified
as risk factors were as follows: not providing colostrum (OR 3.85; p=0.018); disease
unknown (OR 2.54; p=0.001) and consortium breeding (OR 1.76; p=0.013) (Table 4). A
number of clinical signs, such as reduced milk production (p=0.182), mastitis cases
(p=0.437) and reproductive problems (p=0.110), were included in the investigative

guestionnaire, but without significant results.

Discussion

The prevalence found in this study (51.1%) is considered high and is in agreement
with results previously found in Brazil and in other countries. A study in Belgium reported
44.4% seropositivity (Sarrazin et al., 2013), while another study in Turkey reported a
prevalene of 58.2% (Giir, 2011). A prevalence of 59.9% was reported by Carbonero et al.
(2011) in Argentina. In Brazil, similar results were observed in other states: 58.3% in Santa
Catarina (Fine et al., 2013); 54.1% in Goias (Guimaraes et al., 2001); 56.5% in Sao Paulo
(Samara et al., 2004) and 57.7% in Rio Grande do Sul (Frandoloso et al., 2008). In the
northeast of the country, similar results (56.0%) were found in Bahia (Noronha et al.,
2003). In Pernambuco, Castro et al. (1993) found 72.6% seropositivity, which is higher

than that found in the present study. The difference in the results found in the present study
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and the study by Castro et al. in Pernambuco could be related to the type of sample design
and differences in the hygienic and sanitary management procedures used on the

properties.

It was notable in the present study that BVDV infection is widespread in herds on
family farms in the microregion studied herein, with similarities to results found in
previous studies (Guimardes et al., 2001; Noronha et al., 2003; Samara et al., 2004,
Frandoloso et al., 2008; Carbonero et al., 2011; Gir, 2011; Fino et al., 2013; Sarrazin et al.,
2013). This indicates that the sanitary variables of prevention and control of the BVDV are
similar in the herds studied herein. Performing quarantine procedures, vaccinations and
tests on herds and new acquisitions could lead to the identification and removal of

persistently infected animals (PI), thereby minimizing the spread of the virus.

The high number of herds that had at least one reagent animal (100.0%) is similar
to the results reported by Fine et al. (2013) in the southern state of Santa Catarina and
compatible with the 82.4% found in Rio Grande do Sul (Quincozes et al., 2007) and the
97.6% found in the northern state of Maranh&o (Chaves et al., 2012). These results could
be associated with inadequate procedures of sanitary management on the family farms in
question, resulting in the introduction of viremic cattle (acute infection or PI). This in turn

favors the spread and maintenance of the BVDV, as noted by Samara et al. (2004).

As for the frequency of antibodies found in the present study, the majority of
seropositive animals (58.9%) exhibited titration levels between 1<1.6, while the lowest rate
was observed in the range >3.1 (0.6%). These results indicate natural infection, given that

the age of the animals examined was above 6 months and they had no history of
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vaccination, thus ruling out the possibility of passive immunity (colostrum) and active

immunity induced by the vaccine.

The results of the present study demonstrate that the animals had, or have, direct
contact with sources of BVDV infection (acute viremic bovines with acute infection or PI).
Herds with a high prevalence probably contain at least one P1 animal. Therefore, prior to
detecting the presence of Pl animals in herds, it is important to determine the prevalence of
animals with antibodies to BVDV. If this prevalence is high, the presence of Pl animals
can be detected by a direct agent search in the blood of seronegative animals (Dias and
Sémara, 2010). Bedekovic et al. (2013) reported a similar prevalence rate to that found in
the present study (100.0%) and found that 20.0% of the herds exhibited the presence of Pl
animals. The increased prevalence of infection is directly proportional to the percentage of
Pl animals in the herd (Ribeiro and Pereira, 2004). P1 animals exhibit immunotolerance to
the homologous strain of the virus, but may be immunocompetent relative to other strains,
unlike induced tolerance. In these cases, the Pl animal may be positive for the virus (direct
testing of the agent by PCR or ELISA antigen) and the reagent in the seroneutralization
test for the heterologous strain (antibodies) (Denzen et al., 2013). Further studies should be
conducted in this region to identify Pl animals and to determine the percentage of these

animal in herds, given that they act as potential sources of infection.

Of the identified risk factors, not providing colostrum exhibited an OR value of
3.85 (p=0,018) in the logistic regression analysis. This result shows that animals that do
not receive colostrum at birth are 3.85 times more likely to be infected by the BVDV than
those that receive colostrum. The risk factor in question may be associated with decreased

immunity among animals that did not receive maternal antibodies via colostrum and,
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thereby, increase the chances of becoming infected with infectious agents, especially in the
first days of life (Korhonen et al., 2000). Likewise, a deficiency in the passage of passive
immunity soon after birth influences the health status of calves and, consequently, the
development of the animals and the morbidity and mortality rates related to various

infectious agents (Windeyer et al., 2014).

The practice of consortium breeding was significant in the logistic regression (OR
1.76; p=0.013). This could be due to the fact that other farm animals act as reservoirs. The
presence of heterologous species in breeding systems can influence the serological
diagnosis, given that some species are susceptible to pestiviruses (Passler and Walz, 2009).
Quincozes et al. (2007) observed that the presence of sheep in consortium breeding
systems has been considered a risk factor for the presence of anti-BVDV antibodies.
Meanwhile, Chaves et al. (2012) reported that pig breeding is a statistically significant risk

factor for BVDV seropositivity.

With regards to knowledge of the BVD, approximately 81.0% (19/24) of family
farmers have not received any guidance related to the BVDV. Thus, the variable “disease
unknown” proved to be a risk factor in the logistic regression (OR 2.54; p=0.001). When
the owner of a herd is unaware of the BVDV, the herd is 2.54 times more likely to acquire
the infection than herds whose owner has some knowledge of the disease. The high
prevalence of the BVD, together with a lack of knowledge about the disease, can increase
the level of infection in herds (Samara et al., 2004). A deficiency of information about the
BVDV may be associated with a failure or lack of technical assistance. Information about
the BVD and herd health status are extremely important for the adoption of more efficient

controls on the property. Sanitary measures, based on risk factors, are the basis for
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effective sanitary management (Niskanen and Lindberg, 2003). The adoption of specific
measures, such as the disinfection of veterinary instruments (Foddai et al., 2014),
vaccination (Ribeiro and Pereira, 2004; Denzen et al., 2013), the identification and
elimination of Pl animals (Ribeiro and Pereira, 2004) and laboratory examinations for
replacement animals (Smith et al., 2014), are indicated as effective measures to control
BVDV infection. Coupled with increased knowledge of the disease, the adoption of such
measures could lead to improved production efficiency and increased economic

profitability.

Conclusions

Based on the the results obtained, it is possible to conclude that BVDV infection is
widespread among herds on family farms in the microregion studied herein. Health
education policies must be implemented both for producers and for the professionals who
provide technical assistance. Ultimately, there is no doubt that better hygienic and sanitary
measures, based on the risk factors identified in the present study, should be implemented

in order to reduce the prevalence of the BVD.
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Prevalence (%) of anti-BVDV antibodies by district in the Brejo microregion of

Pernambuco from September 2013 to February 2014

District N Seroneutralization
Positive
Agrestina 47 23 (48,9%)
Altinho 91 47 (51,6%)
Barra de Guabiraba 30 16 (53,3)
Bonito 15 6 (40,0%)
Camocim de S&o 26 6 (23,1%)
Félix
Cupira 19 11 (57,9%)
Ibirajuba 20 14 (70,0%)
Lagoa dos Gatos 29 17 (58,6%)
Panelas 23 11 (47,8%)
Sairé 9 6 (66,750
Sé&o Joaquim do 10 6 (60,0%)

Monte

Convention: N - Total animals by district
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Frequency of antibody titers against BVDV in herds from family farms in the Brejo

microregion of Pernambuco from September 2013 to February 2014

Titration (expressed as 10g10) AF. R.F. (%)
1<1,3 60 36,8
1,4<16 36 22,1
1,7<1,9 32 19,6
2,0< 2.2 15 9,2
23< 25 6 3,7
2,6< 2,8 13 8,0
>3,1 1 0,6
Total 163 100,0

Convention: A.F. - Absolute Frequency; R.F. - Relative Frequency
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Table 3
Univariate analysis of risk factors associated with infection by bovine viral diarrhea in

herds from family farms in the Brejo microregion of Pernambuco from September 2013 to

February 2014
Variables N SN P value
Breeding system
Extensive 20 11 (55,0%) 0.449
Semi-intensive 299 152 (50,8%) ’
Feeding

Pasture 37 17 (45,9%) 0311

Ration + Pasture 282 146 (51,8%) ’
Provides colostrum

Yes 300 148 (49,3%) 0.012*

No 19 15 (78,9%) ’
Consortium breeding

Yes 182 104 (57,1%) 0.010

No 137 59 (43,1%) ’
Presence of wild animals

Yes 41 18 (43,95)

No 278 145 (52,2%) 0,206
Origin of animals

Breeders from the region 128 64 (50,0%)

Breeders recommendations 58 31 (53,4%) 0,909

Fair/exhibition 133 68 (51,1%)
The premises are cleaned

Yes 65 39 (60,0%)

No 254 124 (42,8%) 0,070
Coverage

Natural mating 300 152 (50,7%) 0.354

Insemination 19 11 (57,9%) ’
The bull is owned?

Yes 280 144 (51,4%)

No 20 8 (40,0%) 0,324
Technical assistance

Yes 35 14 (40,0%) 0.112

No 284 149 (52,5%) ’
The disease is known

Yes 61 20 (32,8%) *

No 258 143 (55.4%) 0,001

Conventions: N - Total animals; SN - seroneutralization; *Significant associations to level
5%; OR - odds ratio, C.I. - Confidence interval; abase used - 300
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Table 4

Logistic regression of the risk factors associated with infection by bovine viral diarrhea in

herds from family farms in the Brejo microregion of Pernambuco from September 2013 to

February 2014

Variables P value OR*® Cl 95%"
Colostrum not provided 0,018 3,85 1,24 -11,87
Disease unknown 0,001 2,54 1,41 -4,59
Consortium breeding 0,013 1,76 1,12 -2,75

20dds ratio, b Confidence Interval of 95%
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Figure legends

Fig.1. Study area: Brejo microregion of Pernambuco.

Fig. 2. Distribution (by property) of the prevalence of bovine viral diarrhea infection on

family farms in the Brejo microregion of Pernambuco.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos dados obtidos neste estudo, pode-se concluir que a infeccdo pelo
BVDV esta disseminada nos rebanhos da agricultura familiar, na microrregido estudada;

O néo fornecimento de colostro, 0 ndo conhecimento sobre a doenca e a criagao
consorciada apresentaram-se como fatores de risco associados a infeccdo pelo virus da
diarreia viral bovina no rebanho analisado.

A partir disso, constatou-se que politicas de educacdo em saude devem ser
efetuadas tanto para os produtores como para os profissionais que prestam assisténcia
técnica sobre esta enfermidade. Ao mesmo tempo, medidas higiénico-sanitarias devem ser
implementadas a partir dos fatores de risco identificados neste estudo como forma de

reduzir a prevaléncia da infeccdo pelo virus da diarreia viral bovina.
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APENDICES

Questionario investigativo

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO-UFRPE-UAG
PROGRMA DE POS-GRADUACAO EM SANIDADE E REPRODUCAO DE

RUMINANTES
QUESTIONARIO INVESTIGATIVO - FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A
BVD
Propriedade:
Area(ha): Municipio: Total do rebanho bovino:
Proprietario:
Coordenadas: Latitude: Longitude:

PARTE | — Percepc¢ao do produtor rural sobre BVD:
1) Grau de conhecimento sobre BVD
( )Bom ( )Regular ( )Insuficiente

2) Como obteve informagéo sobre a BVD?
( )Jornal ( )Revista ( )Televisdo ( )Réadio ( )Orgéo prefeitura
( )Médico Veterinario ( ) Orgéo de defesa agropecuaria Adagro

( )Orgao de assisténcia técnica estatal IPA ( )Outros:

3) O que a BVD pode causar no rebanho?
() Diminuicdo producéo de leite () Abortos ( )Bezerros fracos

( )AlItos intervalos entre partos ( )Diarreia ( )Febre ( )Outros

4) Como o rebanho se infecta com BVD?
( )Compra de animais doentes ( )Vacinagdo ( )Cruzamento
( )Agua/comida  ( )Outros



PARTE Il — Dados gerais da propriedade e fatores de risco associados a BVD:

1) Sistema de criacdo:

( )Intensivo ( )Extensivo ( )Semi-intensivo

2) Qual a alimentacéo utilizada?

( )Ragéo ( )Forragem no cocho ( ) ( )Pastagem

3) Utiliza pastagens em comum com animais de outras propriedades?
( )Ndo ( )Sim

4) Os animais tém contato com animais dos vizinhos?
( )Nao ( )Sim

5) Qual a origem da &gua fornecida aos animais?

( )Rede publica ( )Poco ( )Cursos naturais ( )Outros

6) Existe criacdo de outras espécies na propriedade?
( )Nao (' )Sim, qual(is)
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7) Animais silvestres circulam pela propriedade?
( )Néo (' )Sim, qual(is)

8) Dispde de assisténcia técnica?
( )Né&o ( )Esporadicamente/quando precisa( )Mensalmente

( )Semestralmente ( )Sim, por qual érgdo ou profissional?

9) Onde geralmente adquire animais?
( )Criadores conhecidos  ( )Indicacdo de conhecidos ( )Feiras

( )Outros Ultima aquisicio(meses):

10) Realiza quarentena dos animais?
( )Né&o ( )Sim
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11) Realiza algum exame quando adquire animais?
( )Nao (' )Sim, qual(is)

12) Realiza limpeza das instalacdes
( )Né&o ( )Sim

13) Realiza vacinagéo?
( )Néo (' )Sim, qual(is)

14) Os animais jovens s&o criados junto com os adultos?
( )Nao ( )Sim

15) O reprodutor do rebanho é préprio?
( )Néo ( )Sim

16) Alteracoes reprodutivas/frequéncia (casos/ano):
(' )Aborto (' )Repetigdo de cio (' )Infecgdes uterinas

(' )Nascimento de bezerros fracos u com mal formacdo congénita

17) Caso existam, qual o periodo de ocorréncia dos abortos?

( )Inicio da gestacdo ( )Metade da gestacao ( )Final da gestacéo

18) Qual o destino dos fetos e restos do aborto?
( )Deixa no mesmo local ( )Queimado ( )Enterrado ( )Lixo comum
( )Outros

19) Aos bezerros é fornecido colostro logo quando nascem?
( )Né&o ( )Sim

20) Tem apresentado reducdo na producdo de leite?
( )Néo ( )Sim



21) Tem apresentado casos de mastite?
( )Nao (' )Sim, com qual frequéncia

22) Outras sintomatologias correlatas a BV D/frequéncia (casos/ano):

(' )Secrecéo nasal/tosse ( )Diarreia
(' )Anorexia/apatia ( )Outras

Responsavel pela coleta das informacGes:
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Data:
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Termo de consentimento, livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO
UNIDADE ACADEMICA DE GARANHUNS
LABORATORIO DE DOENCAS INFECTO-CONTAGIOSAS

TERMO DE AUTORIZACAO DE DADOS

Eu ,CPF ,
proprietario da Fazenda , apos o conhecimento e entendimento

dos objetivos, procedimentos metodoldgicos, riscos e beneficios da pesquisa, bem como de
estar ciente da necessidade do uso dos dados fornecidos por mim, AUTORIZO, através do
presente termo, os pesquisadores: Marlos José Portela Régo e José Wilton Pinheiro
Janior do projeto de pesquisa intitulado “ANALISE EPIDEMIOLOGICA DA
INFECCAO POR DIARREIA VIRAL BOVINA EM REBANHOS DA
AGRICULTURA  FAMILIAR NA  MICRORREGIAO DO BREJO
PERNAMBUCANO?”, desenvolvido pela Unidade Académica de Garanhuns da UFRPE,
a obter minhas informacg6es sem quaisquer onus financeiros a nenhuma das partes.

Ao mesmo tempo, libero a utilizacdo de dados obtidos para fins cientificos e de estudos,

em favor dos pesquisadores acima especificados.

, de de 20 )

Local e Data

Pesquisador responsavel pelo projeto

Proprietario



ANEXO

Parecer do comité de ética

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,

Dois Irmdos - CEP: 52171-900 - Recife/PE

Comisséio de ética no uso de animais - CEUA

Licenga para o uso de animais em experimenta¢iio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de

Pernambuco, no uso de suas atribui¢des, autoriza a execugfo do projeto descriminado abaixo.

O presente projeto também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil,

especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga

057/2014

Numero do processo

23082.007219/2014

Data de emisséo da licenga

05 de Maio de 2014

Titulo do Projeto

Andlise epidemioldgica da infecgo pelo virus da diarréia
viral bovina em rebanhos bovinos procedentes da
agricultura familiar na microrregido do brejo do estado de

Pernambuco.

Finalidade (Ensino, Pesquisa,

Extensdo)

Pesquisa

Responsavel pela execugdo do

projeto

José Wilton Pinheiro junior

Colaboradores

Marlos José Portela Régo; Daniel Friguglietti Brandespim;
Junior Mério Baltazar de Oliveira; Antdnio Fernando
Barbosa Batista Filho; Carlos André Barbosa de Franga,
Jonas de Melo Borges; Pollyanne Raysa I ernandes de
Oliveira; Anne Karoline Calado Gomes; Adjane Dias da

Silva.

Tipo de animal e quantidade

total autorizada

Bovino; total de 306 animais

Prof. Dr. Marleyhe José Afonso Aécioiy Lins Amorim m'MMIﬂkyﬂ s
(Presidente em Exercicio da CEUA-UFRPE)

Mo -

Coerdnadons CEUA
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