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RESUMO

Objetivou-se, com este estudo, determinar a ocorréncia da infeccdo pelo
Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e identificar os fatores de risco associados a
infeccdo em bovinos leiteiros, na Microrregido do Vale do Ipanema do estado de
Pernambuco. Foram analisadas 356 amostras de soro sanguineo de vacas leiteiras em
idade reprodutiva, procedentes de 18 propriedades, distribuidas em seis municipios e
sem historico de vacinacao para herpesvirus bovino. Para o diagnéstico soroldgico foi
utilizada a técnica da virusneutralizacdo (VN). A ocorréncia de anticorpos anti-BoHV-1
em bovinos foi de 52.8% (188/356). Em relagcdo ao numero de animais positivos por
propriedades, destaca-se que 100% destas possuiam, ao menos, um animal positivo,
com uma variagédo da ocorréncia de anticorpos anti-BoHV-1 de 5,0 a 90,9%. Os fatores
de risco associados a infeccdo foram: compartilhamento de pastos (OR = 2,9), ndo
utilizagdo de inseminacdo artificial (OR = 2,3), ndo realizagdo de transferéncia de
embrides (OR = 13,6), aquisicdo de animais destinados a reproducdo (OR = 4,2),
reposi¢cdo de animais da mesma regido (OR = 3,0), fetos abortados deixados no pasto
(OR = 4,0) e néo utilizacio de piquetes maternidade (OR = 1,3). E possivel concluir que
a infeccdo estd amplamente distribuida nos bovinos da microrregido do Vale do
Ipanema, fazendo-se necessaria a implementacdo de medidas profilaticas a partir dos
fatores de risco identificados associados a infeccéo.

Palavras-chave: BoHV-1, doenca reprodutiva, epidemiologia.



ABSTRACT

The objective of this study was to determine the occurrence of bovine
herpesvirus type 1 (BoHV-1) infection and to identify the risk factors associated with
infection in dairy cattle in the Microregion of Ipanema Valley, in the state of
Pernambuco. Were analyzed 356 blood serum samples from dairy cows in reproductive
age, from 18 farms distbuted in six municipalities and with no vaccination history for
bovine herpesvirus. For the serological diagnosis, the virus neutralization technique
(VN) was used. The occurrence of anti-BoHV-1 antibodies in cattle was 52.8%
(188/356). of positive animals was observed. In relation to the number of positive
animals by properties, it is highlighted that 100% of these had at least one positive
animal, whith a variation of the occurrence of anti-BoHV-1 antibodies from 5.0 to
90.9% was observed, it is emphasized that 100% of the properties had, at least, one
positive animal. The risk factors associated with the infection were: grass sharing (OR =
2.9), non-use of artificial insemination (OR = 2.3), non-embryo transfer (OR = 13.6),
acquisition of animals (OR = 4.2), replacement of animals from the same region (OR =
3.0), aborted fetuses left in the pasture (OR = 4.0) and non-use of maternity pickets (OR
=1.3). It is possible to conclude that the infection is widely distributed in the bovines of
the Ipanema Valley microregion, making it necessary to implement prophylactic
measures based on the identified risk factors associated with infection.

Key words: BoHV-1, reproductive disease, epidemiology.
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1. INTRODUCAO

A Dbovinocultura sofre grandes perdas econdmicas em virtude de falhas
reprodutivas, independentemente da causa e do momento em que essas perdas ocorrem
no periodo da gestacdo. A mortalidade embrionaria e morte fetal, duas das mais
importantes formas de disgenesia, resultam ndo apenas na perda da prole e aumento do
intervalo de partos, mas também em outras consequéncias como o aumento do descarte
de animais, reducdo na producdo de leite e reducdo do valor do rebanho (ORTEGA-
MORA et al., 2007).

A infeccéo pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) ocorre em bovinos em todo
mundo, independentemente das diferencas climaticas e das condi¢cbes de manejo dos
rebanhos em diferentes paises (ROMERO-SALAS et al., 2013). Em um estudo
realizado entre 1980 e 1989, foram examinados 8.962 fetos provenientes de abortos,
dentre os quais 948 (10,6%) foram atribuidos a agentes virais. Destes, 485 (51,2%)
foram atribuidos ao BoHV-1 (KIRKBRIDE, 1992a).

Os prejuizos ocasionados pelo herpesvirus bovino tipo 1 estdo associados a
surtos de abortos e infertilidade devido a vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) em
fémeas e balanopostite pustular infecciosa (IPB) nos machos, queda na producdo e
mortes pela forma respiratoria da enfermidade, denominada Rinotraqueite Infecciosa
Bovina (IBR), em bovinos de todas as idades e da forma sistémica em bezerros recém
nascidos, além do custo do tratamento quando ocorrem infec¢des secundérias no trato
respiratorio (MUY LKENS et al., 2007; NANDI et al., 2009).

A IBR, IPB e IPV sdo doencas transmissiveis que, segundo a Organizacdo
Mundial de Saide Animal (OIE), sdo consideradas de importancia socioeconémica no
tocante ao comércio internacional de animais e produtos de origem animal. Atualmente
essas enfermidades integram uma lista unificada de doencas que merecem o mesmo

grau de importancia que as doengas antes classificadas na lista A da OIE (OIE, 2016).

A Microrregido do Vale do Ipanema esta localizada a 245 km da capital do
estado, caracterizada por clima do tipo tropical chuvoso, com verdo seco, estagcdo
chuvosa e precipitacdo anual média dos municipios ndo ultrapassando os 1200mm. A
microrregido apresenta uma baixa capacidade hidrica, devido aos periodos longos de
estiagem e as chuvas irregulares, contudo mantém uma economia local que se destaca

como a maior producdo leiteira pernambucana e grande contribuinte da agricultura
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familiar (VERSYPLE et al. 2015). Constituida por seis municipios, esta regido foi
responsavel, em 2015, pela producédo de 272.826.000 litros de leite (IBGE, 2015), sendo
considerada a regido com a maior producéo de leite em todo Estado (VERSYPLE et al.,
2015).

Em decorréncia da importéncia da bovinocultura para a regido, se faz necessario
a realizacdo deste estudo epidemioldgico sobre a infeccdo pelo BoHV-1 em bovinos
com intuito de gerar dados que possam fundamentar a tomada de decisdes no que
concerne a adocdo de medidas profilaticas que venham a proteger esse pilar da
economia regional e estadual, visto tratar-se de uma infeccdo que pode resultar em

doencgas que afetam diretamente a producao leiteira.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Realizar um estudo epidemioldgico da infeccdo pelo BoHV-1 em bovinos na

microrregido do Vale do Ipanema, estado de Pernambuco.
Objetivos Especificos

Determinar a ocorréncia da infeccdo pelo Herpesvirus Bovino tipo 1;
Identificar os possiveis fatores de risco associados a infec¢éo;
Elaborar mapas com a ocorréncia da infeccdo pelo BoHV-1 em bovinos na

microrregido do Vale do Ipanema.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Etiologia

Biuchner e Thommsdorf descreveram na Alemanha durante o século 19 o
“Blischenausschlag” (exantema vesicular do coito) — uma enfermidade de bovinos
provavelmente atribuida ao BoHV-1. A etiologia viral foi demonstrada em 1928 por
Reisiger e Reimann, que reproduziram esta enfermidade venérea (MUYLKENS et al.,
2007). Depois disso, o exantema vesicular do coito, mais comumente referenciado
como vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) em vacas e novilhas e, balanopostite
pustular infecciosa em touros (IPB), permaneceu como manifestacdo primaria da
infecgdo pelo BoHV-1 até 1950 (GRAHAM, 2013).

Considerado o primeiro relato oficial da enfermidade conhecida como IBR, sdo
descritos os detalhes do historico dos animais, etiologia, curso clinico, achados de
necropsia e terapia aplicada em 1954, por Schroeder (1954); em 1956, foi realizado o
isolamento do BoHV-1 a partir de cultura de tecidos, ap6s infrutiferas tentativas de
isolamento em modelos de laboratério (MADIN; YORK; McKERCHER, 1956). Em
1959, foi demonstrado que tanto a IBR quanto a IPV constituiam-se manifestaces
clinicas distintas ocasionadas pelo mesmo agente etioldgico — o BoHV-1 (GILLESPIE
etal., 1959; McKERCHER et al., 1959).

BoHV-1, pertence a ordem Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus, o qual também faz parte o herpesvirus
bovino tipo 5 (DAVISON et al., 2009; ICTV, 2014). O genoma do BoHV-1 é
constituido de DNA de cadeia dupla linear, com aproximadamente 137 kbp
(MAYFIELD et al.,, 1983; SIMARD et al., 1990). Todos os membros da familia
Herpesviridae compartilham uma morfologia viral baseada em um capsideo icosaedrico
simétrico - um envelope derivado de células contendo proteinas de membrana
codificadas pelo virus e um tegumento como proteinas de ligacdo & matriz que conecta o
capsideo ao envelope, medindo aproximadamente 150nm de didmetro (STUDDERT,
1999; MUYLKENS et al., 2007). Possuem em comum uma ampla variedade de
hospedeiros, ciclo replicativo menor que 24 horas e a capacidade de destruir
rapidamente células de cultivo, além da capacidade do virus em estabelecer laténcia
(ROCK, 1994; FRANCO; ROEHE, 2007).
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BoHV-1, é capaz de sobreviver pelo menos sete meses a temperatura de -70°C
ou 96 horas a 37°C (MADIN; YORK; McKERCHER, 1956). Mantido a 4°C por 30
dias a um pH 7,0, ndo se evidenciam mudancas na titulacdo viral, contudo h& variacéo
quando a temperatura é de 22°C, onde se verifica a perda de 1log da titulacdo a partir do
quinto dia (GRIFFIN et al., 1958). Ainda segundo esses autores, BoHV-1 mostra
inativacdo em presenca de acetona e &lcool etilico (70 e 95%) em menos de um minuto
e de formalina na concentragédo de 1:500 em 24 horas; faixas de pH 5,0 — 4,4 inativam 0
virus em até 20 dias, contudo o mesmo pode se manter viavel em uma faixa ampla de

6,0 — 9,3 por mais de 60 dias, decaindo apenas 2 logs de 6,5.

Todas as cepas de BoHV-1 isoladas pertencem a uma Unica espécie viral, sendo
classificada em trés diferentes subtipos: BoHV-1.1, BoHV-1.2a e BoHV-1.2b, baseado
na forma apresentada o BoHV-1 tem sido associado com enfermidade respiratéria
enquanto que o BoHV-1.2, com manifestacfes genitais (MUYLKENS et al., 2007). O
BoHV-1.3 que atua como um agente neuropatogénico, foi reclassificado como BoHV-5
(MAGYAR et al., 1993). Os subtipos classificados como BoHV-1.2, sdo menos
virulentos que BoHV-1 (NANDI et al., 2009).

3.2.  Epidemiologia

Na Figura 1 observa-se o status sanitario dos paises quanto a infeccdo por

BoHV-1 em bovinos nas diversas partes do mundo (OIE, 2015).
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Disease distribution maps
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Figura 1 — Status sanitario dos paises do mundo quanto a infec¢cdo pelo BoHV-1
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Fonte: http://www.oie.int/wahis_2/public/wahid.php/Diseaseinformation/

Diseasedistributionmap

O primeiro registro da infeccdo pelo BoHV-1 em bovinos realizado no Brasil,
data de 1962/1963, atribui-se a Galvéo; Doria; Alice (1962/1963) no Estado da Bahia;
sendo o primeiro isolamento realizado no pais em 1978, no mesmo estado (ALICE,
1978).

De 2000 a 2015, a prevaléncia média da infeccdo por BoHV-1, em bovinos, no
Brasil foi de 55,28%, variando de 17,5% (OLIVEIRA et al., 2015) a 84,5% (AFONSO
et al., 2010), em varias regides do pais, e entre 42,5 (FRANDOLOSO et al., 2008) e
100% (BEZERRA et al., 2012; SILVA et al., 2015) para os rebanhos. No estado de
Pernambuco, um estudo soroldgico evidenciou uma prevaléncia de 69,5% (SILVA et
al., 1995) e, mais recentemente, um novo estudo realizado na microrregidao Garanhuns,
determinou uma prevaléncia de 79,5% (SILVA et al., 2015).

Observa-se na tabela 1 as prevaléncias da infeccdo pelo BoHV-1 em bovinos
realizados em varios estados brasileiros.
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Tabela 1 — Estudos sobre a prevaléncia da infeccdo pelo BoHV-1 em bovinos no Brasil
de 2000 a 2015.

AUTOR ANO  LOCAL METODO DE N %
DIAGNOSTICO POSITIVOS
CERQUEIRA et al. 2000 BA VN 558 48,0
MEDICI; ALFIERI; 2000 PA VN 1.235 43,7
ALFIERLI.
ROCHA et al. 2001 MG VN ou ELISA 5511 58,2
TEIXEIRA et al. 2001 PA ELISA 266 41,6
VIEIRA et al. 2003 GO ELISA 790 83,0
BARBOSA,; BRITO; 2005 GO VN 6.932 51,9
ALFAIA.
JUNQUEIRA et al. 2006 SP VN 208 68,3
DIAS et al. 2008 PA ELISA 1.930 64,4
FRANDOLOSO et al. 2008 RS VN 765 57,7
HOLZ et al. 2009 RS VN 2.200 29,2
AFONSO et al. 2010 GO VN 660 84,5
ALEXANDRINO et al. 2011 SP VN 160 52,5
MG VN 118 66,1
BEZERRA et al. 2012 MA ELISA 400 69,2
DIAS et al. 2013 PA VN 14.083 59,0
SOUSA etal. 2013 MA ELISA 160 67,5
PIOVESAN et al. 2013 RS VN 6.092 52,9
SPONCHIADO 2014 PA VN 714 22,3
SANTOS et al. 2014 ES VN 1.161 66,7
FREITAS et al. 2014 MA VN e ELISA 1.104 63,2
SILVA etal. 2015 PE VN 373 79,5
BECKER et al. 2015 RS VN 1.224 24,4
OLIVEIRA et al. 2015 PA PCR 400 17,5

VN: Virusneutralizagdo; ELISA: Ensaio de imunoabsor¢do enzimatica; PCR: Reacdo em

Cadeia da Polimerase

A transmissdo do BoHV-1 pode ser vertical para o embrido/feto ou mais
comumente por via horizontal, pelo contato direto e indireto entre animais infectados,
sendo a mucosa nasofaringea e genital as portas de entrada deste agente. O mesmo pode
ser disseminado por aerossois, descargas oculares, genitais e via leite (FRANCO;
ROEHE, 2007; CROOK et al., 2012; FERREIRA, 2012). O sémen contaminado
constitui uma importante via de transmissao do virus (ROCHA; GOUVEIA; LEITE,
1999).

Estudos indicam alguns fatores de risco associados a infecgdo pelo BoHV-1 em
bovinos, tais como: rebanhos de dupla aptidao; animais com idade de 6 anos ou mais e
bovinos em idade reprodutiva — com excecdo de novilhas puberes (ROMERO-SALAS
et al., 2013); compra de reprodutores; pasto comum a Vvarios rebanhos; ocorréncia de
aborto nos ultimos 12 meses; presenca de animais silvestres (DIAS et al., 2008);
participacdo em exposi¢Oes de animais e contato direto com animais doentes ou entre

bovinos de rebanhos limitrofes; transporte de animais de diferentes origens entre
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propriedades (VAN SCHAIK et al., 2001) e uso de sémen contaminado (ROCHA;
GOUVEIA; LEITE, 1999).

3.3.  Patogenia e Sinais Clinicos
3.3.1. Patogenia

Apos a infeccdo, um primeiro ciclo de replicacdo viral tem inicio nas células
epiteliais na porta de entrada, cujo desfecho dos acontecimentos estara sujeito ao
subtipo viral; a quantidade de virus que infectou o animal; ao estado imunologico do
mesmo no momento da infeccdo; a sua idade e aos fatores ambientais estressantes,
podendo se restringir as areas locais, se disseminar sistemicamente ou por via neuronal
(TIKOO; CAMPOS; BABIUK, 1995; ENGELS; ACKERMANN, 1996; DIEL et al.,
2005). A patogenia pode se desenvolver por trés diferentes caminhos: viremia,
disseminacdo neural e transmissdo célula-célula; a viruléncia do virus, relacionada as
glicoproteinas presentes no envelope viral, que sdo os principais mediadores que
promovem a ligacdo, penetracdo, saida e disseminacdo para outras células; e, por fim, o
estabelecimento de laténcia que poderd ou ndo sofrer reativacdo (PASTORET et al.,
1982; SPEAR, 1993; ENGELS; ACKERMANN, 1996).

Os neurdnios sensitivos sdo 0s sitios primarios de laténcia do BoHV-1 e a
habilidade deste virus em reativar a laténcia, de modo espontaneo ou estimulado, é
responsavel pelo desencadeamento dos sinais clinicos atribuidos a infeccdo e a
transmissao/disseminacdo do virus, o que constitui um importante evento do ponto de
vista epidemiologico (PASTORET; THIRY, 1985; JONES et al., 2003). Os animais
infectados permanecem por longos periodos como portadores latentes e aparentemente
saudaveis, como resultado dessa capacidade viral em estabelecer laténcia,
disseminando, apds sua reativacdo, 0 agente para 0s animais susceptiveis (ENGELS;
ACKERMANN, 1996; RAAPERI; ORRO; VILTROP, 2014).

A génese da forma local da doenca, ap6s a infeccdo primaria, como a
rinotraqueite, conjuntivite ou IPV/IPB pode ser facilmente compreendida, contudo as
outras formas de manifestacdo clinica da infeccdo (tais como aborto e manifestagdes
neuroldgicas, por exemplo), advém da generalizagdo da infeccdo local (PASTORET et
al., 1982).
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As infecgdes locais do trato respiratorio superior e dos olhos cursam com sinais
de IBR, enquanto que as infeccdes do trato genital cursardo com quadros de IPV e IPB
acometendo, respectivamente, fémeas e machos (ENGELS; ACKERMANN, 1996). A
disseminacéo sistémica relaciona-se com uma ampla variedade de 6rgdos afetados, bem
como de sinais clinicos, dentre eles o aborto. Em caso de invasdo neuronal, o virus
poderd disseminar-se via axoénios onde ao alcancar os corpos celulares podem
estabelecer laténcia (ENGELS; ACKERMANN, 1996).

Um achado marcante nos fetos abortados, diz respeito ao extenso nivel de
autélise dos mesmos, que evidentemente ocorre no Utero, fornecendo subsidios para
precisar que a morte fetal ocorre entre 24-48 horas antes da sua expulsdo, podendo
chegar a 96 horas (KENNEDY; RICHARDS, 1964; KIRKBRIDE, 1985). Os fetos
provenientes de abortos causados por BoHV-1 podem, ocasionalmente, encontrarem-se
mumificados parcial ou completamente; os 0Orgdos viscerais se encontram
uniformemente de coloracdo vermelho-escura, devido a embebicdo por hemoglobina,
além da presenca de fluido sanguinolento nas cavidades, sem lesbes especificas nos
tecidos fetais ou placenta (KIRKBRIDE, 1976).

3.3.2. Sinais clinicos

O periodo de incubacdo varia de 10 a 20 dias, sob condi¢Ges naturais. Os sinais
clinicos podem variar amplamente e serem agrupados quanto a forma de manifestacéo:
forma respiratdria, forma genital, forma ocular e forma neurologica (NANDI et al.,
2009). As infeccBes subclinicas sdao comuns, pois varias cepas de BoHV-1 possuem
uma menor viruléncia, que ndo induz sinais clinicos ou o induzem em menor
intensidade quando comparados a cepas de maior viruléncia (KAASHOEK et al., 1996).
Contudo, a presenga ou ndo dos sinais clinicos, bem como a sua intensidade, estéo
relacionados, também, com a transmiss@o de imunidade natural passiva, tornando mais
brandos os efeitos da infeccdo nos animais portadores de anticorpos previamente a
infeccdo (LAMAIRE et al., 2000).

Em machos sdo relatados o surgimento de pustulas e erupcfes avermelhadas na
mucosa do pénis, associado a corrimento branco-amarelado e ligeiro aumento da
temperatura corporal (PANDEY et al., 2014). Nas fémeas, sdo observados sinais a partir

do segundo dia pos-infeccao, tais como congestdo e edema da mucosa vulvovestibular e
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da vagina, formacdo de pequenas vesiculas que aumentam de tamanho
progressivamente formando pustulas (HENZEL et al, 2008). De maneira geral, séo
observadas lesdes compostas por placas brancas e ulceragdo, progredindo para a
descamacéo de tecido necrotico de cor marrom com Ulceras coalescidas (PRITCHARD;
COOK; BANKS, 1997).

Os abortos ocasionados pelo BoHV-1 normalmente ocorrem sem a manifestacao
de outros sinais clinicos associados (KIRKBRIDE, 1992a). Os fetos sdo usualmente
abortados a partir dos quatro meses de gestacdo, ou podem ficar retidos no Gtero por
dois a quatro dias ap6s a morte, sendo possivel, raramente, a observacdo de sinais
tipicos da IBR antes ou ap6s o aborto (KIRKBRIDE, 1985).

3.4. Diagnostico

O histérico sanitario do rebanho, relacionado com as taxas de produtividade,
programas de vacinacdo e manejo alimentar, pode ter importancia na elaboragédo do
diagnostico; porém, somente com o apoio de técnicas laboratoriais o diagnostico de
BoHV-1 sera conclusivo, podendo este ser realizado por métodos indiretos (sorologia:
ensaio imunoenzimatico e virusneutralizacdo, imunoperoxidase e imunoflorescéncia) e
direto (isolamento viral, cultura celular, Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
imuno-histoquimica e microscopia eletronica) (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001,
OIE, 2012; BISWAS et al., 2013).

O historico de abortos raramente fornece subsidios para determinar a causa, uma
vez que lesdes mais significativas ocorrem de forma muito esporadica em fetos
abortados, fazendo-se necessario o uso conjunto de varias ferramentas diagndsticas
(KIRKBRIDE, 1992b).

O feto abortado, placenta e amostras de soro sanguineo sdo excelentes materiais
biologicos para o diagnostico das mais variadas enfermidades relacionadas a aborto, ndo
somente na espécie bovina (ANDERSON, 2007). Mahajan et al. (2013), demostraram a
utilizacdo de varias técnicas de diagnostico em diferentes amostras bioldgicas, para
infeccdo pelo BoHV-1, tais como: tecidos de fetos abortados como contetdo estomacal;
pool de amostras de pulméo, coracdo, figado, rins, bago e cérebro, além de fragmentos

de cotilédones placentarios, descarga uterina e muco vaginal.
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Com relacdo aos testes soroldgicos, estes podem ser empregados com multiplos
propositos, tais como: diagnosticar infeccBes agudas; inqueritos epidemioldgicos;
fomentar programas de erradicacao e vigilancia (OIE, 2012). A virusneutralizagdo, em
virtude de sua alta especificidade e sensibilidade, € utilizada como teste padrdo, aceito
internacionalmente, para a deteccdo de anticorpos contra BoHV-1 em amostras
bioldgicas (MEDICI; ALFIERI; ALFIERI, 2000; CARDENAS et al., 2006; OIE, 2012).

Como a laténcia viral é uma consequéncia normal da infeccdo por BoHV-1, a
identificacdo dos animais sorologicamente positivos € um indicador Util e confiavel
sobre o estado de infeccdo dos animais, sendo qualquer um destes, portador de
anticorpos, considerado positivo, com excecdo de bezerros que podem ter recebido
anticorpos por via natural passiva (LAMAIRE et al., 2000; OIE, 2012).

3.5. Profilaxia

A erradicacdo da infec¢do por BoHV-1, inclui argumentos de carater politico,
por meio de protecionismo alfandegario ou barreira a importacdes, bem como
consideracBes sobre um melhor sistema de vigilancia em salde animal
(ACKERMANN; ENGELS, 2006). Para tanto, as medidas destinadas a restringir a
circulacdo do virus na populagdo bovina ocupam um papel central. Os fatores de risco
relacionados a introducdo ou reativacdo do virus devem ser considerados ao se
implementar um programa de controle da infeccdo por BoHV-1 (RAAPERI; ORRO;
VILTROP, 2014).

Séo eficazes para os programas de erradicacdo da infeccdo pelo BoHV-1 a
adocdo de testes sorolégicos anuais do rebanho e a restricdo da comercializacdo de
animais soropositivos, sendo prioritarios os esforcos nas propriedades com reprodutores
(ACKERMANN et al., 1990). Outra importante medida preventiva é a vacinacao anual
ou bianual das vacas ainda na fase de cria (KIRKBRIDE, 1985). Uma ferramenta que
auxilia bastante os programas de controle e prevencao é o uso de vacinas marcadas que
permitem a distingdo, por meio do reconhecimento de fragmentos especificos de
proteinas virais, de animais vacinados e de animais naturalmente expostos ao BoHV-1
(OIRSCHOT; KAASHOEK; RIJSEWIJK, 1996).



26

Os surtos identificados no inicio de seu curso facilitam a implementacdo de
medidas adequadas de controle e prevencdo da disseminagdo do patdgeno para um
grande numero de rebanhos suscetiveis, contribuindo, desta maneira, para a diminuicao
de sua prevaléncia (RAAPERI; ORRO; VILTROP, 2014; SEGURA-CORREA et al.,
2016).
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Ocorréncia e fatores de risco associados a infec¢ao pelo herpesvirus bovino tipo 1

em vacas leiteiras na microrregido do Vale do Ipanema-PE
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OCORRENCIA E FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A
INFECCAO PELO HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 EM VACAS
LEITEIRAS NA MICRORREGIAO DO VALE DO IPANEMA-PE!

OCCURRENCE AND RISK FACTORS ASSOCIATED WITH TYPE 1 BOVINE
HERPESVIRUS INFECTION IN DAIRY BOVINE IN THE MICROREGION OF
THE IPANEMA-PE VALLEY

Resumo:

Objetivou-se, com este estudo, determinar a ocorréncia da infeccdo pelo BoHV-
1 e identificar os fatores de risco associados a infeccdo em vacas leiteiras na
Microrregido do Vale do Ipanema. Foram analisadas 356 amostras de soro sanguineo
provenientes de vacas leiteiras em idade reprodutiva, sem historico de vacinacdo para
herpesvirus bovino, de 18 propriedades, distribuidas em seis municipios. Para o
diagnostico soroldgico foi utilizada a técnica da virusneutralizagdo (VN). A ocorréncia
de anticorpos anti-BoHV-1 em bovinos foi 52,8% (188/356). Em relacdo ao numero de
animais positivos por propriedades, observou-se uma variagdo da ocorréncia de
anticorpos anti-BoHV-1 de 5,0 a 90,9%, destaca-se que 100% das propriedades
possuiam ao menos um animal positivo. Os fatores de risco associados a infeccdo
foram: compartilhamento de pastos (OR = 2,9), ndo utilizacdo de inseminacdo artificial
(OR = 2,3), nédo realizacdo de transferéncia de embrides (OR = 13,6), aquisicdo de
animais destinados a reproducdo (OR = 4,2), reposi¢do de animais da mesma regido
(OR = 3,0), fetos abortados deixados no pasto (OR = 4,0) e nédo utilizacdo de piquetes
maternidade (OR = 1,3). E possivel concluir que a infeccio estd amplamente distribuida
nos bovinos da microrregido do Vale do Ipanema, fazendo-se necesséria a
implementacdo de medidas profilaticas a partir dos fatores de risco identificados
associados a infecgéo.

Palavras-chave: BoHV-1, doenga reprodutiva, epidemiologia.

Abstract:

The objective of this study was to determine the occurrence of BoHV-1 infection
and to identify the risk factors associated with infection in dairy cows in the Ipanema
Valley Microregion. Were analyzed 356 blood serum samples from dairy cows in
reproductive age, with no vaccination history for bovine herpesvirus, of 18 properties,
distributed in six municipalities. For the serological diagnosis, the virus neutralization
technique (VN) was used. The occurrence of anti-BoHV-1 antibodies in cattle was
52.8% (188/356). In relation to the number of positive animals by properties, a variation
of the occurrence of anti-BoHV-1 antibodies from 5.0 to 90.9% was observed, it is

L Artigo a ser submetido ao periddico Ciéncia Animal Brasileira (Anexo 1)
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emphasized that 100% of the properties had at least one positive animal. The risk
factors associated with the infection were: grass sharing (OR = 2.9), non-use of artificial
insemination (OR = 2.3), non-embryo transfer (OR = 13.6), acquisition of animals (OR
= 4.2), replacement of animals from the same region (OR = 3.0), aborted fetuses left in
the pasture (OR = 4.0) and non-use of maternity pickets (OR = 1.3). It is possible to
conclude that the infection is widely distributed in the bovines of the Ipanema Valley
microregion, making it necessary to implement prophylactic measures based on the
identified risk factors associated with infection.

Key words: BoHV-1, reproductive disease, epidemiology.

Introducéo

Os prejuizos ocasionados pelo herpesvirus bovino tipo 1 estdo associados a
surtos de abortos e infertilidade devido a vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) em
fémeas e balanopostite pustular infecciosa (IPB) nos machos, mortes pela forma
respiratoria da enfermidade, denominada rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), em
bovinos de todas as idades e da forma sistémica em bezerros recém nascidos, além do

custo do tratamento quando ocorrem infecgBes secundarias no trato respiratorio?),

A mortalidade embrionaria e morte fetal, duas das mais importantes formas de
disgenesia, resultam ndo apenas na perda da prole e aumento do intervalo de partos, mas
também em outras consequéncias como o aumento do descarte de animais, reducdo na

producdo de leite e reducdo do valor do rebanho®.

A infecgdo por BoHV-1 ocorre em bovinos em todo mundo, independentemente
das diferencas climéaticas e das condi¢des de manejo dos rebanhos em diferentes
paises®). De 2000 a 2015, a prevaléncia média da infeccdo por BoHV-1 no Brasil foi de
55,28%, variando de 17,5%® a 84,5%®. Em Pernambuco, estudos anteriores indicam
prevaléncias de 69,5% a 79,5%®).

Em um estudo realizado por Kirkbride®, foram examinados 8.962 fetos
provenientes de abortos, dentre os quais 948 (10,58%) foram atribuidos a agentes virais,
sendo 485 (51,1%) destes atribuidos ao BoHV-1, o que evidencia a importancia deste

agente viral no tocante as falhas reprodutivas — especificamente o aborto.

Estudos indicam alguns fatores de risco associados a infecgdo pelo BoHV-1 em

bovinos, tais como: rebanhos de dupla aptidao; animais com idade de 6 anos ou mais e
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bovinos em idade reprodutiva — com excecdo de novilhas puberes®; compra de
reprodutores; pasto comum a Varios rebanhos; presenca de aborto nos ultimos 12 meses;
presenca de animais silvestres'?; participacdo em exposicdes de animais e contato
direto com animais doentes ou entre bovinos de rebanhos limitrofes; transporte de

animais de diferentes origens entre propriedades®¥ e uso de sémen contaminado*?.

Tendo em vista o0s impactos reprodutivos causados pelo BoHV-1 a
bovinocultura leiteira, objetivou-se com este estudo determinar a ocorréncia e 0s

principais fatores de risco associados a infec¢do pelo BoHV-1.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob Licenga n® 033/2015 (Anexo 2).
Area de estudo

O estudo foi realizado na Microrregido do Vale do Ipanema, composta por seis

municipios: Aguas Belas, Buique, Itaiba, Pedra, Tupanatinga e Venturosa (Figura 2).
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Figura 2 — Localizacdo da Microrregido do Vale do Ipanema, estado de Pernambuco

Amostragem

Para compor a amostra do estudo de ocorréncia foi considerada uma populacéo
de bovinos leiteiros de 87.094 cabecas™® e uma prevaléncia esperada de 79,5%® para
BoHV-1, com intervalo de confianca de 95% e erro estatistico de 5%, o que forneceu
uma amostragem minima de 250 animais*. O nimero de animais por propriedade foi
determinado considerando o numero de vacas em idade reprodutiva, utilizando os

parametros supracitados®®.

Coleta de amostras

Foram coletadas, 356 amostras de vacas com idade igual ou superior a 24 meses,
entre o periodo de dezembro de 2015 a fevereiro de 2016, sem histdrico de vacinagao
para IBR, distribuidas em 18 propriedades nos seis municipios, perfazendo trés
propriedades por municipio, que compdem a Microrregido do Vale do Ipanema, cujos
registros foram anotados em ficha especifica (Apéndice 1), apds assinatura do termo de

ciéncia e autorizagéo pelo responsavel dos animais (Apéndice 2)
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As amostras de sangue, destinadas a sorologia, foram coletadas por meio de
venopuncao da coccigea com agulhas descartaveis em tubos com vacuos previamente
identificados. Os tubos foram submetidos a centrifugacéo de 900 g durante 15 minutos,
para separacdo do soro. Em seguida o soro foi armazenado em microtubos de

polipropileno a —20°C para posterior analise.
Virusneutralizacao

Foram processadas 356 amostras, por meio da técnica de Virusneutralizacao,
como descrito e preconizado pela OIE®®. As amostras que apresentaram efeito

citopético no cultivo celular foram desconsideradas para o estudo.

Para a realizacdo da virusneutralizacdo, as amostras de soro foram previamente
inativadas em banho maria a 56°C durante 30 minutos, e, em seguida, distribuidas em
microplacas de 96 pocos em duplicata para realizacdo da técnica, de acordo com a
OIE®®), nas diluicBes de 1:2 e 1:4. O teste foi realizado em células de linhagem continua
Madin Darby Bovine Kidney (MDBK) cultivadas em meio essencial minimo MEM,

suplementado com soro fetal bovino 2%.

Como antigeno, foi utilizada uma amostra de herpesvirus bovino tipo 1
proveniente da Universidade Federal Rural de Pernambuco, na dose infectante de 100
TCIDso por pogo, previamente titulado segundo a técnica de Reed e Muench®®), sendo

evidenciado a titulacdo o valor de 6,31x10* TCIDso.

Foram distribuidos, em placa, 50ul de meio por poc¢o, sendo posteriormente, a
este misturado os soros nas dilui¢bes de 1:2 e 1:4 em duplicata, seguidos da adi¢cdo de
mais 50l de suspensdo viral na concentragdo de 100 TCIDso/50ul. Em seguida, as
placas foram incubadas por 24 horas em estufa a 37°C e tensdo de CO2 a 5%, ap6s a
incubacdo, receberam 50l de células da linhagem MDBK na concentracdo de
4,5x10°/mL, retornando para a estufa por um periodo de 72 horas até a leitura. Para
validar a confiabilidade do teste, foram realizados controles positivos e negativos do
virus e das celulas, respectivamente, em cada microplaca, sendo avaliados os efeitos

citopaticos dos controles antes da leitura das amostras em placa.

As amostras consideradas positivas para a presenca de anticorpos foram aquelas
que apresentaram inibicdo da lise celular na diluicdo de 1:4, sendo excluidas das

analises aquelas com efeito citotoxico.
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Estudo dos fatores de risco

Para o estudo dos fatores de risco, foi utilizado um questionario constituido de
perguntas objetivas, relativas as informacdes sobre tipo de produgdo, sistema de
manejo, status sanitario do rebanho e manejo reprodutivo (Apéndice 3).

Foi realizada uma anélise descritiva, para determinar a dispersao das frequéncias
absolutas e relativas da infeccdo por BoHV-1. Para identificar os possiveis fatores de
risco associados a infeccdo, realizou-se uma andlise univariada das variaveis de
interesse pelo teste qui-quadrado de Pearson, ou exato de Fisher. Posteriormente foi
realizada uma andlise de regressao logistica considerando como variavel dependente a
virusneutralizacdo (positivo ou negativo). As variaveis independentes ou explanatdrias
consideradas no modelo foram aquelas que apresentaram significancia estatistica <0,20.
Essa probabilidade foi estipulada para que possiveis fatores de risco do evento nao
fossem excluidos da analise®”. Considerou-se como fatores de risco no modelo final as
variaveis que apresentaram valor de p<0,05. O Epilnfo™ 7 foi utilizado para a

execucdo dos célculos estatisticos e o nivel de significancia adotado foi de 5,0%.

A escala de ocorréncia foi realizada de acordo com os percentis da pesquisa de
anticorpos anti-BoHV-1, utilizado o programa IBM SPSS Statistic 23®, classificando as

propriedades como sendo de baixa, média ou alta ocorréncia.

RESULTADOS

A ocorréncia de anticorpos anti-BoHV-1 em bovinos foi 52,8% (188/356). Em
relacdo ao numero de animais positivos por propriedades, observou-se uma variagédo da
ocorréncia de anticorpos anti-BoHV-1 de 5,0 a 90,9%. Destaca-se que 100% das

propriedades possuiam ao menos um animal positivo (Figura 3).
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Figura 3 — Ocorréncia de vacas positivas por propriedade na Microrregido do Vale do

Ipanema, estado de Pernambuco, 2016

Em relacdo a classificacdo das propriedades pelos valores da ocorréncia de
anticorpos anti-BoHV-1, considerou-se como propriedades de baixa ocorréncia aquelas
que apresentaram valor menor que 43,4%; media ocorréncia com valores entre 43,4-

80,3% e alta ocorréncia com valores acima de 80,3%.

Somente quatro propriedades, dentre as 18 amostradas (“C”, “E”, “H” e “R”),
foram classificadas como sendo de baixa ocorréncia de anticorpos anti-BoHV-1, com
valores variando de 5,0 (“E”) a 37,5% (“H”). Dez propriedades (“A”, “B”, “D”, “F”,
“G”, “T7, “J”, “K”, “L” e “M”) foram classificadas como de média ocorréncia, cujos
valores variaram desde 45,4% (“L”) ao limite de 80,0% (“A”). As demais quatro
propriedades (“N”, “O”, “P” e “Q”), apresentaram valores altos, variando de 81,5%
(“O0”) a 90,9% (“Q”), sendo classificadas como de alta ocorréncia, conforme ilustrado

na Figura 3.

A analise dos fatores de risco associados & infeccdo pelo BoHV-1 estdo

dispostas na Tabela 2. Foram considerados fatores de risco: “compartilhamento de

9%. ¢¢

pastagem”; “ndo utilizacdo de inseminagao artificial”’; “ndo realizagcdo de transferéncia

de embrides”; “aquisicdo” e “venda de animais destinados a reproducgdo”; “reposicao de
animais da mesma regido”; “fetos abortados deixados no pasto” e “ndo utilizacdo de

piquetes maternidade”.
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Tabela 2 — Analise de fatores de risco associados a infec¢do pelo BoHV-1 em bovinos

da Microrregido do Vale do Ipanema, estado de Pernambuco, 2016

. SOROLOGIA Regressao logistica
Variaveis N Positiva Valor P OR (1.C. 95%) Valor P
Manejo Produtivo
Sistema de criacéo
Semi-intensivo 333 176 (52,8%) 0.949(4)
Extensivo 23 12 (52,2%) ’
Criacdo consorciada com pequenos
ruminantes
Sim 207 106 (51,2%) 0.475®
Né&o 149 82 (55,0%) ’
Aluguel de pastagens
Sim 207 109 (52,6%) 0.946®
Né&o 149 79 (53,0%) ’
Pastagem compartilhada
Sim 64 47 (73,4%) <0.001A* 2,9 (1,6-5,4) 0,004*
N&o 292 141 (48,3%) ’
Ordenha mecéanica
Sim 187 94 (50,3%) 0.313®
Né&o 169 94 (55,6%) ’
Importa animais de outros rebanhos
Sim 175 98 (56,0%) 0.236A)
N&o 181 90 (49,7%) ’
Reposicéo de animais da mesma
regido
Sim 278 131(47.1%) o 01
N&o 78 57 (73,1%) ’ 3,0 (1,7-5,3) 0,001*
Manejo Repr
Utiliza inseminacdo artificial
Sim 112 43 (38,4%) <0 001A
N&o 244 145 (59,4%) ’ 2,3 (1,5-3,7) <0,001*
Utiliza transferéncia de embrides
Sim 58 6 (10,3%) <0 001 (A
Né&o 298 182 (61,1%) ’ 13,6 (5,6-32,6) <0,001*
Utiliza reprodutores na propriedade *
Sim 264 163 (61,7%) 0.678®
Né&o 26 15 (57,7%) ’
Utiliza touro de repasse 2
Sim 336 177 (52,7%) A
N0 12 7 (58,3%) 0,700
Aquisicao de animais destinados a
reproducéo
Sim 192 132 (68,7%) <0.001A* 4,2 (2,7-6,6) <0,001*
Né&o 164 56 (34,1%) ’
Venda de animais destinados a
reproducéo
Sim 269 155 (57,2%) 0.001®* 2,2 (1,3-3,6) 0,001*
Né&o 87 33 (37,9%) ’
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Manejo Sanitario
Destino dos fetos abortados *
Enterra ou queima 126 41 (32,5%) <0.001®*
Deixa no pasto 192 127 (66,1%) ’ 4,0 (2,5-6,5) <0,001*
Isolamento dos animais enfermos
Sim 188 111 (59,0%) <0 012 1,7 (1,1-2,6) 0,013*
Nao 168 77 (45,8%) '
Piquete maternidade
Sim 227 114 (50,2%) 0.195®
Nao 129 74 (57,3%) ! 1,3(0,8-2,0) 0,194

(™ Teste X2; ® Teste do Exato de Fisher; ! base de dados diferente (N=290); 2 base de dados diferente (N=348); 3 base de
dados diferente (N=318); N — Total de Amostras; OR — Odds Ratio; I.C. — Intervalo de Confianca; *Associagdo
significativa ao nivel de 5,0%.

DISCUSSAO

A ocorréncia de anticorpos anti-BoHV-1 em bovinos encontrada no presente
estudo (52,8%) esta em consondncia com outros estudos realizados nos diferentes
estados do pais®1920218) g que demonstra que a infeccdo pelo BoHV-1 esta distribuida

em bovinos, ndo somente em Pernambuco, como também em todo Brasil.

Os resultados obtidos indicam que 100% das propriedades apresentaram ao
menos um animal positivo, como também ficou demonstrado que a ocorréncia da
infeccdo pelo BoHV-1 em bovinos na regido foi elevada, visto que das 18 propriedades,
14 (77,8%) apresentaram uma ocorréncia de anticorpos classificada entre média a alta.
Essa ocorréncia de anticorpos, de média a alta, € preocupante do ponto de vista
epidemioldgico, visto que aumenta o risco de disseminacao do agente.

Em relacdo aos fatores de risco, constatou-se que o compartilhamento de
pastagens esta associado a infeccdo pelo BoHV-1 (OR = 2,9). O compartilhamento de
pastagem, por favorecer o contato entre animais de diferentes rebanhos sem o devido
controle sanitario, aumenta o risco de propagacdo do agente para animais procedentes
de rebanhos higidos. Santos et al.?? acrescentam que a transmissdo, nestas

circunstancias, é facilitada pelo contato com secregdes respiratorias, oculares e genitais.

As varidveis “aquisicdo de animais destinados a reproducdo” (OR = 4,2) e
“reposicdo de animais da mesma regido” (OR = 3,0) foram apontados, neste estudo,
como fatores de risco. A compra de animais destinados a reproducdo ja foi identificada

em outros estudos como fator de risco®?41%, Em relacdo a compra de animais da
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mesma regido ter sido identificada como fator de risco é plausivel, uma vez que outros
estudos j& indicaram a ocorréncia da infeccdo em bovinos no estado de Pernambuco,

como o estudo realizado por Silva et al.®.

Os fatores de risco supracitados podem estar relacionados ao fato de todas as
propriedades amostradas apresentarem ao menos um animal positivo, somado ainda que
as propriedades sdo proximas umas das outras, o que favorece o compartilhamento de
pastagens aliado ao fato de ser comum na regido a pratica de venda de animais sem o
devido exame soroldgico. De acordo com Dias et al.'?, a aquisicdo de animais sem o
devido controle sanitario e o contato de animais de diferentes rebanhos por meio do
compartilhamento de pastagem devem ser evitados a fim de reduzir de forma

consideravel o risco de introdugédo do virus.

No tocante ao manejo reprodutivo, as técnicas de Inseminacéo artificial (OR =
2,3) e a transferéncia de embrides (OR = 13,6), se mostraram como fatores de protecéo,
nas propriedades que fazem uso dessas praticas, em virtude de um melhor manejo
sanitario ser destinado aos animais das centrais de inseminacdo, de acordo com
Instrucdo Normativa SDA N° 48/2003®). As biotécnicas aplicadas a reproducgio
protegem os animais®®), ou seja, a ndo realizacio das mesmas pode influenciar nas taxas
de infecco ja que o virus pode ser eliminado pelo sémen®? e para a aplicacdo dessas

técnicas existe um tratamento do mesmo.

O destino dos fetos abortados, se deixados no pasto, foi identificado como fator
de risco associado a infeccdo pelo BoHV-1 (OR = 4,0). Os fetos abortados, bem como
restos de parto, representam uma significante fonte de transmissdo para os animais
higidos que tém contato direto com aqueles, uma vez que o virus pode ser mais

facilmente isolado quando presente em tecidos ou em anexos fetais®.

A n&o utilizacdo de piquetes maternidade também foi identificado como fator de
risco a infeccdo pelo BoHV-1 (OR = 1,3). As fémeas infectadas pelo BoHV-1,
portadoras latentes, no periodo pés-parto imediato, apresentam uma diminuicdo da
imunidade, podendo reativar o virus e o disseminar a outros animais higidos, portanto a
manutencdo destes animais separados dos demais pode minimizar o risco de
transmissdo do agente®”. Além do qué, os anexos fetais de animais infectados
contribuem, significativamente, para a contaminacdo do ambiente, o que reforgca a

necessidade de um local separado para as fémeas parturientes conceberem suas crias.
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Apesar da varidvel “Isolamento dos animais enfermos” se apresentar como fator
de risco, essa variavel pode estar relacionada ao viés da pergunta em si, uma vez que
esta constitui uma medida sanitéaria de controle generalista, somado ao fato de que ndo
ha tratamento que permita a eliminacdo do BoHV-1, como também o agente, nos
animais infectados, desenvolve laténcia, permanecendo, portanto, no organismo animal
por toda a vida, podendo ser reativado a qualquer momento mediante condi¢Ges que

levem a baixa de imunidade.

A infeccdo pelo BoHV-1 requer o emprego de medidas profilaticas que evitem a
propagacgdo do agente a animais higidos. Para tanto, se faz necessario que os produtores
detenham o conhecimento sobre os riscos ocasionados ao rebanho pela infecgdo pelo
BoHV-1, adotando medidas que venham a evitar o contato destes com rebanhos de
status sanitario desconhecido, realizando quarentena nos animais recém chegados ao
rebanho e isolamento daqueles doentes, além de incutir a importancia do papel do
Médico Veterinario e da realizacdo de exames laboratoriais complementares.

E de essencial importancia a adogdo de vacinas como medida profilatica a
infeccdo pelo BoHV-1. Em todas as propriedades visitadas/contatadas foi alegado que
ndo era realizado vacinacdo contra o BoHV-1, o que torna claro que ndo ha o devido
esclarecimento, sobre a infec¢do, por parte dos produtores. Para tanto, estdo disponiveis
no mercado diversos tipos de vacinas inclusive com marcadores que permitem a

distingdo entre animais infectados e animais vacinados.

CONCLUSAO

E possivel concluir que a infeccdo pelo BoHV-1 est4 distribuida em bovinos na
Microrregido do Vale do Ipanema. Recomenda-se a adocdo de medidas profilaticas, que
visem a protecdo dos rebanhos bovinos, a partir dos fatores de risco identificados:
“compartilhamento de pastagem”, “ndo utilizagdo de inseminacgdo artificial”, “ndo

29 ¢

realizacdo de transferéncia de embrides”, “aquisicdo” e “venda de animais destinados a
2 [13

reprodugdo”, “reposi¢ao de animais da mesma regido”, “fetos abortados deixados no

pasto” e “ndo utilizagdo de piquetes maternidade”.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Se faz necessaria a adocdo de politicas de protecdo a pecuaria leiteira do estado:
alicerce da economia regional, ndo somente desta, mas também das demais
microrregifes limitrofes que compdem a bacia leiteira do agreste do estado de

Pernambuco (Microrregidao Garanhuns e Microrregido do Vale do Ipojuca).

Tais politicas devem ser baseadas em campanhas de informacéo que incentivem
a vacinacdo dos rebanhos suscetiveis, alertando para os riscos da infeccdo pelo BoHV-1
e das perdas associadas a este agente — praticas simples que irdo reduzir o risco de

disseminacéo do mesmo.

Outros estudos far-se-8o necessarios, ainda dentro desta temética, no intuito de
identificar os principais subtipos virais circulantes no estado, para auxiliar na
planificagdo de estratégias de controle/convivio com o BoHV-1, para que medidas
profilaticas mais eficazes possam ser melhor dirigidas.
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7. ANEXOS
ANEXO 1

Normas para publicacdo na revista Ciéncia Animal Brasileira®

DIRETRIZES PARA AUTORES

Os trabalhos podem ser redigidos em portugués ou inglés. Os nomes dos autores,
bem como a filiagdo institucional de cada um dos mesmos, devem ser inseridos nos
campos adequados a serem preenchidos durante a submissao e ndo devem aparecer no
arquivo. Ciéncia Animal Brasileira sugere que 0 nimero maximo de autores por artigo
seja 6 (seis). Artigos com numero superior a 6 (seis) serdo considerados excecdes e
avaliados pelo Conselho Editorial e, se necessario, solicitada a correcdo como condi¢do
para publicacdo. Sugere-se um nimero maximo de 20 péaginas e as figuras, graficos e
tabelas devem ser colocados no corpo do texto onde forem citados. E importante
ressaltar que pesquisas feitas com animais devem citar a aprovacdo da pesquisa pelo
Comité de Etica em Pesquisas com Animais da instituicio onde o trabalho foi realizado.
A falta dessa aprovacao impede a publicacédo do artigo.

Atualmente a revista ndo solicita nenhum pagamento financeiro pela submisséo
ou publicagdo do artigo, mas se reserva o direito de alterar essa politica em
circunstancias futuras, mediante aviso prévio a todos 0s usuarios.

Os textos devem ser organizados da seguinte forma:

Para submissdes em portugués:
Titulo em portugués: Fonte Times New Roman 14, caixa alta, centrado, negrito;

Resumo: Fonte Times New Roman 12, espaco 1, justificado, com um méaximo de 200
palavras;

Palavras-chave: idem, e no maximo 5 palavras chave;

Titulo em inglés (obrigatério): Fonte Times New Roman 12, caixa alta, centrado;
Abstract (obrigatorio): Fonte Times New Roman 12, espaco 1, justificado;
Keywords: idem

Introducéo: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;

Material e Métodos: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;
Resultados: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5;

Discussdo: Fonte Times new Roman 12, justificado, espacamento 1,5 (Os topicos
Resultados e Discussdo podem ser apresentados juntos dependendo das especificidades
da area);

Conclus6es: Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;

2 Disponivel no endereco: <https://www.revistas.ufg.br/vet/about/submissions#onlineSubmissions>
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Agradecimentos: (opcional) Fonte Times new Roman 12, justificado, espagamento 1,5;

Referéncias (e ndo bibliografia): Usar fonte Times New Roman 11, espaco 1 entre
linhas e colocar espaco 6 pontos acima e abaixo do paragrafo. As referéncias devem ser
numeradas na ordem em que aparecem no texto. A lista completa de referéncias, no
final do artigo, devem estar de acordo com o estilo Vancouver (norma
completa http://www.ncbi.nIm.nih.gov/books/NBK7256/; norma resumida http://www.
nlm.nih.gov/bsd/uniform_requirements.html).

Para as submissGes em lingua inglesa, a tipografia e espacamentos sdo 0s
mesmaos, na seguinte sequéncia:

Titulo em inglés (Title);

Abstract;

Keywords;

Titulo em portugués (obrigatorio);
Resumo em portugués (obrigatorio);
Palavras-chave;

Introduction;

Material and Methods;

Results and Discussion;
Conclusions;

Acknowledgments (opcional),

References

Artigos do tipo Nota Cientifica, Relato de Caso e similares ndo estdo sendo
aceitos para submissdo. Artigos de Revisdo de Literatura somente serdo publicados
quando solicitados por convite do Conselho Editorial.

As referéncias a partir de resumos simples ou expandidos e trabalhos completos
em anais de eventos sdo, em muitas ocasides, de dificil recuperacdo. Por essa razao,
solicitamos que esse tipo de fonte néo seja utilizada como referéncia.

Com relacdo as teses, dissertacbes e monografias, solicitamos que sejam
utilizados apenas documentos dos ultimos trés anos e quando ndo houver o respectivo
artigo cientifico publicado em periédico. Esse tipo de referéncia deve,
obrigatoriamente, apresentar o link que remeta ao cadastro nacional de teses da CAPES
e 0s bancos locais das universidades que publicam esses documentos no formato .pdf.

Solicita-se, também, priorizar referéncias de periddicos e ndo de livros-texto.
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O editor cientifico pode solicitar mais informagdes em relacdo as referéncias no
momento de editoracdo do artigo. Seu pronto atendimento agilizara a sua publicacdo. O
processo de resgate facil das informacdes é o ponto principal de uma referenciacdo
bibliogréafica, técnica ou eletronica.

Exemplos de referéncias

Trabalho em Periodicos:
(http:/mww.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7282/#A32362)

Kalavathy R, Abdullah N, Jalaludin S, Ho YW. Effects of Lactobacillus cultures on
growth performance, abdominal fat deposition, serum lipids and weight of organs of
broiler chickens. British Poultry Science. 2003;44(1):139-144.

Trabalho em Periddicos Online:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7281/#A55587)

Gueiros VA, Borges APB, Silva JCP, Duarte TS, Franco KL. Utilizacdo do adesivo
Metil-2-Cianoacrilato e fio de nailon na reparacdo de feridas cutdneas de cdes e gatos
[Utilization of the methyl-2-cyanoacrylate adhesive and the nylon suture in surgical skin
wounds of dogs and cats]. Ciéncia Rural [Internet]. 2001 Apr [cited 2008 Oct
10];31(2):285-289. Available from: http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_
arttext&pid=S0103-84782001000200015. Portuguese.

Livro Inteiro:

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK7271/#A34171)

Reis JC. Estatistica aplicada a pesquisa em ciéncia veterinaria. 1st ed. Olinda: Luci
Artes Gréficas; 2003. 651p. Portuguese.

Capitulo de Livro:

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK7271/#A34915)

Pascoe PJ. Cuidados pos-operatdrios do paciente. In: Slatter D. Manual de cirurgia de
pequenos animais. 2nd ed. S&o Paulo: Manole; 1998. p. 287-299. Portuguese.
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Legislacéo:

Os modelos aqui foram adaptados porque a normalizagdo proposta no Estilo Vancouver
ndo corresponde a realidade brasileira.

Brasil. Constituicdo 1988. Constituicdo da Republica Federativa do Brasil. Brasilia, DF:
Senado; 1988. Portuguese.

Brasil. Ministério da Educacéo e Ministério da Saude. Portaria interministerial no. 1000
de 15 de abril de 2004. Resolvem certificar como Hospital de Ensino das Instituicdes
Hospitalares que servirem de campo para a pratica de atividades curriculares na area da
salde, sejam Hospitais Gerais e, ou Especializados. Diario Oficial da Unido. 2004 Abr
16; Secdo 1. Portuguese.

Programas de Computador:
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK7244/)

SAS Institute. Statistical Analysis System: user guide [CD-ROM]. Version 8. Cary
(NC): SAS Insitute Inc., 2002.

Websites:

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK7274/#A59404)

Silva MET, Flemming S, Martinez JL, Thomazini PL. Rendimento de carcaga de
bufalos (bubalus bubalis 1.) confinados em terminacdo, com dietas contendo diferentes
relagbes de volumoso e concentrado. 2 - Caracteristicas Quantitativas [Internet].
Brasilia: Associacao Brasileira de Zootecnia; 2010 Oct 8 [cited 2013 Jun 27]. Available
from: http://www.abz.org.br/publicacoes-tecnicas/anais-zootec/artigos-
cientificos/reproducao-melhoramento-animal/23861-Rendimento-carcaa-bfalos-
bubalus-bubalis-confinados-terminao-com-dietas-contendo-diferentes-relaes-volumoso-
concentrado---Caractersticas-Quantitativas.html. Portuguese.

Solicita-se que o numero DOI, ou o link correspondente, dos artigos assim identificados
seja acrescentado ao final da referéncia.

Ribeiro Carina Teixeira, De Souza Diogo Benchimol, Medeiros Jr. Jorge Luiz, Costa
Waldemar Silva, Pereira-Sampaio Marco Aurélio, Sampaio Francisco José Barcellos.
Pneumoperitoneum induces morphological alterations in the rat testicle. Acta Cir. Bras.
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[periddico na Internet]. 2013 Jun [citado 2013 Jun 27]; 28(6): 419-422. Disponivel
em:http://dx.doi.org/10.1590/S0102-86502013000600003.

Exemplo de citacdo

Reports of L. similis lesion are scarce in the literature. Histopathological studies with
three Loxosceles species of clinical importance, L. intermedia, L. laeta and L. recluse,
showed that the venom induces vasodilation, edema, inflammatory infiltrate (mainly
neutrophilic), hemorrhage, cutaneous muscle necrosis, thrombosis and arteriolar walls
degeneration® 319, |t is necessary to elucidate whether the histological lesion induced
by the Loxosceles similis venom is similar to that observed in other species of medical
importance. Furthermore, it is important to determine the pathogenesis of the loxoscelic
dermonecrotic lesion(...)

According to Zanetti et al.*”) and Nowatzki et al.*® who studied the action of the L.
intermedia venom in vitro on endothelial cells, it was observed that 18 hours after the
venom action, cells showed plasmatic membrane convolutions and chromatin
condensation.

6. Futrell J. Loxoscelism. Am J Med Sci. 1992;304(4):261-7.

13. Smith WC, Micks WD. The role of polimorphonuclear leukocytes in the lesion
caused by the venom of the brown spider (Loxosceles reclusa). Lab Invest. 1970;22:90-
3.

14. Strain GM, Snider TG, Tedford BL, Cohn GH. Hyperbaric oxygen effects on brown
recluse spider (Loxosceles reclusa) envenomation in rabbits. Toxicon. 1991;29(8):989-
96.

15. Ospedal KZ, Appel MH, Neto JF, Mangili OC, Sanches Veiga S, Gremski W.
Histopathological findings in rabbits after experimental acute exposure to
the Loxosceles intermedia (Brown spider) venom. Int J Exp Pathol. 2002;83(6):287-94.

17. Zanetti VC, da Silveira RB, Dreyfuss JL, Haoach J, Mangili OC, Veiga SS, et al.
Morphological and biochemical evidence of blood vessel damage and fibrinogenolysis
triggered by brown spider venom. Blood Coagul Fibrinolysis. 2002;13(2):135-48.

18. Nowatzki J, de Sene RV, Paludo KS, Veiga SS, Oliver C, Jamur MC, et al. Brown
spider venom toxins interact with cell surface and are endocytosed by rabbit endothelial
cells. Toxicon. 2010;56(4):535-43

(Fonte: Pereira NB, Kalapothakis E, VVasconcelos AC, Chatzaki M, Campos LP, Vieira
FO et al . Histopathological characterization of experimentally induced cutaneous
loxoscelism in rabbits inoculated with Loxosceles similis venom. J. Venom. Anim.
Toxins incl. Trop. Dis [periodico na Internet]. 2012 [citado 2013 Nov 04]; 18(3):
277-286. Disponivel em:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1678-
91992012000300005&Ing=pt. http://dx.doi.org/10.1590/S1678-91992012000300005)

CONDICOES PARA SUBMISSAO
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Como parte do processo de submissdo, os autores sdo obrigados a verificar a
conformidade da submissao em relacédo a todos os itens listados a seguir. As submissdes
que ndo estiverem de acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1.

A contribuicdo é original, e ndo esta sendo avaliada para publicacdo por outra
revista.

Os autores devem estar cientes de que sdo 0s responsaveis diretos por todo o
contetido de seu artigo.

Os arquivos para submisséo estdo em formato Microsoft Word, OpenOffice ou
RTF (desde que ndo ultrapasse os 2MB). No arquivo da submissdo, excluir
apenas 0s nomes e identificacdo dos autores, todos os outros elementos (titulo
em portugués e em inglés, resumo, palavras chave, abstract e key words) devem
permanecer no arquivo. O preenchimento do cadastro inclui todos os autores
envolvidos (maximo de 6 autores), selecionando o contato principal. Atentar
para o item 6 destas normas.

Todos os enderecos de URLs no texto (EX.: http://www.ibict.br) estdo ativos e
prontos para clicar.

O texto esta em espa¢o 1,5 com linhas numeradas; usa uma fonte de 12-pontos
Times New Roman; emprega italico ao inves de sublinhar (exceto em enderecos
URL); com figuras e tabelas inseridas no texto, e ndo em seu final.

O texto segue os padrGes de estilo e requisitos bibliograficos descritos
em Diretrizes para Autores, na se¢do Sobre a Revista.

A identificacdo de autoria deste trabalho foi removida do arquivo e da opcao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista,
caso submetido para avaliagdo por pares (ex.: artigos). Os nomes de TODOS o0s
autores, com sua respectiva identificacdo institucional, foi cadastrada nos
metadados da submiss&o, usando a opcao incluir autor.

Nos casos de artigos que envolvam pesquisa com animais, é obrigatoria a
insercio da aprovacdo pelo Comité de Etica da instituicdo de origem do
trabalho. Caso a pesquisa tenha envolvido questionario aplicado a pessoas, sera
necessario a aprovacéo pelo Comité de Etica Humano da instituicdo, também.

Incluir em documentos suplementares a declaracdo de anuéncia com a assinatura
de todos os autores do artigo, conforme explicado em noticia da péagina
principal. Veja o modelo da declaragéo:

Modelo da carta
DECLARACAO DE ANUENCIA

Os autores abaixo-assinados declaram, para fins de submisséo a Revista Ciéncia

Animal Brasileira, publicada pela Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade
Federal de Goias, que o artigo "Titulo" é original, inédito e ndo foi submetido a outro
periddico.

Os autores expressam sua anuéncia acerca da submissao, assim como da Politica

Editorial, das Diretrizes para Publicacdo e da Declaracdo de Direito Autoral, que se
aplicardo em caso de aceite e posterior publicacdo do artigo. Ao lado de cada nome e
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assinatura, consta uma descricdo breve de como o autore participou da referida
pesquisa.

Cidade, data.

Autores

Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura
Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura
Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura
Nome, descricéo breve da participacdo, Assinatura

Nome, descricéo breve da participacdo, Assinatura

o o B~ w bdp o=

Nome, descricdo breve da participacdo, Assinatura

DECLARAC;AO DE DIREITO AUTORAL
Autores que publicam nesta revista concordam com os seguintes termos:

a. Autores mantém os direitos autorais e concedem a revista o direito de
primeira publicacdo, com o trabalho simultaneamente licenciado sob
alLicenca Creative Commons Attributionque permite o
compartilhamento do trabalho com reconhecimento da autoria e
publicacéo inicial nesta revista.

a. Autores tém autorizacdo para assumir contratos adicionais
separadamente, para distribuicdo ndo-exclusiva da versdo do trabalho
publicada nesta revista (ex.: publicar em repositério institucional ou
como capitulo de livro), com reconhecimento de autoria e publicacdo
inicial nesta revista.

a. Autores ttm permissdo e sdo estimulados a publicar e distribuir seu trabalho
online (ex.: em repositorios institucionais ou na sua pagina pessoal) a qualquer
ponto antes ou durante o processo editorial, j& que isso pode gerar alteracdes
produtivas, bem como aumentar o impacto e a citagdo do trabalho publicado
(Veja O Efeito do Acesso Livre).

POLITICA DE PRIVACIDADE

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente
para 0s servicos prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras
finalidades ou a terceiros.
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ANEXO 2

Declaracéo para o uso de animais em experimentacao e/ou ensino

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

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

Comissio de ética no uso de animais - CEUA

Licenca para o uso de animais em experimenta¢do e/ou ensino

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

no uso de suas atribuigdes, autoriza a execugdo 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 033/2015
Nutmero do processo 23082.007752/2015
Data de emissdo da licenga 04 de Maio de 2015

Titulo do Projeto

Soroprevaléncia e fatores de risco associados a infecgo pelo
Herpesvirus bovino tipo 1 em bovinos leiteiros na

microrregido do Vale do Ipanema-PE.

Finalidade (Ensino, Pesquisa,

Extensio)

Pesquisa

Responsavel pela execugdo do

projeto

José Wilton Pinheiro Junior

Colaboradores

Daniel Friguglietti Brandespim; Rinaldo Aparecido Mota;
Bruno Pajet e Silva; Breno Bezerra Aragdo; Jonas de Melo
Borges; Junior Mario Baltazar de Oliveira; Antonio Fernando

Barbosa Batista Filho; Larice Bruna Ferreira Soares.

Tipo de animal e quantidade total

autorizada

Bovino; total de 400 animais.

5 PP D Makeyae Anorin

/L%?m;: Hugenr

Prof®. Dra. Marléyrle José’Afonso Accioly Lins Amorim

Coordenadora CEUA

( coordenadora da CEUA-UFRPE)
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APENDICES
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APENDICE 1

Ficha de identificacdo das propriedades e controle dos animais amostrados

Propriedade:
Proprietéario:

Municipio:

Propriedade N°

Estado:

Coordenadas: W

Data da coleta:

S

Responsavel

FICHA DE COLETA -IBR

NO

NOME/ID. ANIMAL

IBR Observacoes
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APENDICE 2

Termo de Declaracéo de Livre Consentimento

Termo de Declaracéo de Livre Consentimento

Universidade Federal Rural de Pernambuco

Programa de P6s-Graduacao em Sanidade e Reprodugdo de Ruminantes

TERMO DE CIENCIA E AUTORIZACAO

Eu, , Responsavel pelos animais da espécie

, Sexo , ESTOU CIENTE de que os animais de minha propriedade fardo parte do
projeto de pesquisa intitulado “Situacdo Epidemioldgica das Doengas Reprodutivas em Bovinos no Vale do
Ipanema”, em desenvolvimento no Programa de Pos-Graduacdo em Sanidade e Reproducdo de Ruminantes, sob
responsabilidade do Professor Dr. José Wilton Pinheiro Junior.

Outrossim, declaro ter sido cientificado de forma pormenorizada sobre os procedimentos que serdo
aplicados nesses animais.

Por estar plenamente de acordo, firmo o presente.

ASSINATURA
NOME:

RG n°;
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APENDICE 3

Questionério investigativo sobre os fatores de risco associados a infeccédo por

herpesvirus bovino tipo 1

QUESTIONARIO INVESTIGATIVO EPIDEMIOLOGICO

Ne

IDENTIFICACAO

Municipio

Propriedade

Coordenadas de
localizacdo geogréfica

Nome

Telefone para contato

E-mail

Dados de rebanho

Quantidade de animais

Animais Amostrados

Numero de Fémeas

Numero de fémeas > 24 meses de idade

Os animais sdo vacinados contra
BoHV-1?

[ 1Sim [ ]Nao

1. Tipo de criagéo

[ ] Intensivo [ ] Semi-intensivo
[ ] Extensivo

2. Raca

[ ]Puras [ ] Mesticas

3. Criacéo consorciada a
caprinos/ovinos

[ 1Sim [ ] Néo
4. Aluguel de pastos
[ 1Sim [ ] Néo

5. Pastagem em comum com outras

propriedades

[ 1Sim [ ] Nao

6. Bebedouros comuns

[ 1Sim [ ] Néo

7. Comedouros comuns

[ 1Sim [ ] Néo

8. Utilizacédo de piquete de parto
[ 1Sim [ ] Néo

dos animais
[ 1Sim [ ] Néo
10. Realiza Ordenha mecanica

[ 1Sim [ ]Néo

11. Realiza Inseminacdo artificial

[ 1Sim[ ] Néo

9. Possui area destinada a quarentena



12.Realiza transferéncia de embri&o?

[ 1Sim[ ] Néo

13. Utiliza reprodutores da propriedade?
[ 1Sim [ ] Néo

14. S&o usados touros de repasse?

[ 1Sim [ ]Nao

15. H& o ingresso de animais de outros
rebanhos?

[ 1Sim [ ]Néo

16. H& compra de animais destinados a
reproducéo?

[ 1Sim [ ] Nao

17. Ha venda de animais destinados a
reproducéo?

[ 1Sim [ ] Néo

18. Reposic¢do de animais da mesma
regido?

[ 1Sim[ ] Néo

19. Ocorréncia de aborto nos tltimos 12
meses?

[ 1Sim [ ]Nao

20. Os animais apresentam repeticao de
cio?

61

[ 1Sim [ ] Ndo

21. Presenca de animais que apresentem
alteracdes do aparelho reprodutor?

[ 1Sim [ ]Néo

22. Presenca de animais que apresentem
alteracdes do aparelho respiratério?

[ 1Sim [ ] Ndo

23. Presenca de animais que apresentem
alteracdes neurologicas?

[ 1Sim [ ]Néo

24. Nascimento de bezerros fracos?
[ 1Sim [ ]Né&o

25. Assisténcia veterinaria?

[ 1Sim [ ]Nao

26. Destino dos fetos abortados?

[ ] Enterro/Remocao/Queima

[ ] Deixa no pasto

27. Os animais doentes sdo isolados dos
demais do rebanho?

[ 1Sim [ ]Néo



