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REsSuMO

O rebanho leiteiro brasileiro € o maior rebanho comercial do mundo e em 2012 o
pais ocupou o quarto lugar na producao de leite. As regifes sul e sudeste do Brasil
sdo as que apresentam a maior producdo de leite sendo que o sul do pais
apresentou a maior producdo de leite no terceiro trimestre de 2014. A atividade
leiteira esta presente em todos os 399 municipios do Parana e a regido Noroeste do
estado apresenta as menores taxas de produtividade. Os problemas reprodutivos
sdo multifatoriais, apresentam etiologia variada e sdo os principais motivos para o
descarte de animais em rebanhos leiteiros. Neospora caninum é um parasita que
gera falhas reprodutivas, abortamento e perdas econdmicas em bovinos.
Toxoplasma gondii acomete seres humanos e animais de sangue quente e 0
sistema de criacdo extensivo parece favorecer a infeccéo pelo agente nos bovinos.
Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) produz infeccdo latente, sendo reativado com
tratamentos imunossupressores ou condicdes de estresse, gerando perdas
expressivas na pecuaria. O virus da diarreia viral bovina (BVDV) desencadeia efeito
imunossupressor aumentando a patogenicidade de outros microorganismos. O
objetivo desse estudo foi determinar a soroprevaléncia e fatores associados ao T.
gondii, N. caninum, BoHV-1 e BVDV em propriedades de bovinocultura de leite com
histérico de problemas reprodutivos do noroeste do estado do Parani. Foram
coletadas amostras de sangue de 363 fémeas em idade reprodutiva, ndo vacinadas
contra BoHV-1 e BVDV, que apresentaram problemas reprodutivos de 32
propriedades de cinco cidades da regido Noroeste do Parana. Foi preenchido um
questionario epidemioldgico por propriedade com variaveis associadas a infeccéo
para 0s agentes pesquisados. Para a titulacdo de anticorpos foram utilizadas a
imunofluorescéncia indireta (IFI) para T. gondii, N. caninum e virus neutralizacdo
(VN) para BoHV-1 e BVDV. Dos 363 animais analisados, 48 (13,2%) foram
soropositivos para T. gondii, 93 (25,6%) para N. caninum, 216 (59,5%) para BoHV-1
e 156 (43,%) para BVDV. Sessenta e oito (18,7%) animais foram simultaneamente
reagentes ao BoHV-1 e BVDV, 10 (2,8%) ao N. caninum e T. gondii e 42 (11,6%)
animais apresentaram soropositividade a mudltiplos agentes. Dois (0,6%) animais
foram soropositivos e 68 (18,7%) foram soronegativos aos quatro agentes
estudados. Das 32 propriedades estudadas, 62,5% apresentaram pelo menos um
animal reagente ao T. gondii, 81,3% ao N. caninum, 93,8% para o BoHV-1 e 90,6%
para BVDV. Na analise estatistica verificou-se associacdo significativa entre a raca
holandesa e a ocorréncia de infeccdo por T. gondii. As varidveis, caso de
abortamento na propriedade e condi¢des precérias das instalacdes para os bovinos
foram associadas a infecgéo pelo BoHV-1. Para BVDV a variavel aluguel de pasto foi
associada a infeccdo e a varidvel piquetes de paricdo apresentou protecdo. A
presenca de BoHV-1 foi associada a infec¢gdo por BVDV (p<0,0003; OR=2,27; IC
95%; 1,46 - 3,53). T. gondii, N. caninum, BoHV-1 e BVDV estdo presentes no
ambiente das propriedades estudadas, sendo que dentre as infec¢cdes mistas,
ocasionadas pela associa¢do de virus e protozoérios, foram mais frequentes entre o



N. caninum, BoHV-1 e BVDV. Assim o0s problemas reprodutivos destas propriedades
podem ser decorrentes dos agentes infecciosos encontrados.

Palavras-Chave: T. gondii, N. caninum, BoHV-1, BVDV, diagnoéstico.
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ABSTRACT

The Brazilian dairy herd is the bigger comercial herd in the world and in 2012 the
country occupied the fourth place in the milk production. In Brazil, the regions south
and southeast are the most productive and in the third quarter of 2014, the south
region occupied the first position. Milk production is present in all 309 cities of Parana
and the northwestern region shows the lowest productivity rates. Reproductive
diseases are multifactioral, have several etiologies and are the main reason for
animal disposal in dairy herds. Neospora caninum is a parasite that causes
reproductive disorders, abortion and economic losses in cattle. Toxoplasma gondii
infects humans and warm-blooded animals and the extensive farming system may to
contribute to the infection in cattle. Bovine herpersvirus type 1 (BoHV-1) produces
latent infection and can be reactivated with immunosuppressive treatments or
stressful conditions causing significant losses in livestock. Bovine viral diarrhea virus
(BVDV) causes immunosuppressive effects, increasing the pathogenicity of others
microorganisms. The aim of this study was determine the seroprevalence and other
factors associated with T. gondii, N. caninum, BoHV-1 and BVDV in dairy cattle farms
with history of reproductive disorders from northwestern of Parana state. Blood
samples of 363 females in reproductive age, unvaccinated against BoHV-1 and
BVDV, that showed reproductive problems were collected from 32 farms of 5 regions
in the northwestern of Parana. An epidemiologic survey was applied for each farm
with variables associated with infections to the researched agents. Indirect
immunofluorescence (IFl) was used to quantify the antibodies against T. gondii, N.
caninum and virus neutralization (VN) for BoHV-1 and BVDV. From 363 analyzed
animals, 48 (13.2%) were seropositive to T. gondii, 93 (25.6%) to N. caninum, 216
(59.5%) to BoHV-1 and 156 (43%) to BVDV. A total of 68 (18.7%) animals were
positive both to BoHV-1 and BVDV, 10 (2.8%) to N. caninum and T. gondii and 42
(11.6%) animals had positive results to multiple agents. Two (0.6%) animals were
seropositive and 68 (18.7%) were seronegative to the four studied agents. From of
32 studied farms, 62.5% showed at least one animal positive to T. gondii, 81.3% to
N. caninum, 93.8% to BoHV-1 and 90.6% to BVDV. Statistical analysis showed a
significant association between Holstein cattle and the occurrence of infection to T.
gondii. The variables, abortion in the farm and poor installations conditions to cattle
were associated to BoHV-1 infection. For BVDV, the variable renting of pasture was
associated to infection and the variable calving paddock was considered as a
protection factor. BoHV-1 was associated to BVDV infection p<0,0003; OR=2,27; IC
95%; 1,46 - 3,53). T. gondii, N. caninum, BoHV-1 and BVDV are present in the
environment of the studied farms and multiple infections, caused by association of
virus and protozoa, N. caninum, BoHV-1 and BVDV were more frequent. Thus, the
reproductive problems from these farms can be due to the agents found.

Keywords: T. gondii, N. caninum, BoHV-1, BVDV, diagnosis.
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1. INTRODUCAO

O rebanho leiteiro brasileiro € o maior rebanho comercial do mundo e em
2012 o pais ocupou o quarto lugar na producdo de leite correspondendo a,
aproximadamente, 5,2% da producdo mundial que ultrapassou 620 bilhdes de litros.
(BRASIL, 2010; FAO, 2012; KOEHLER, 2000). As regides sul e sudeste do Brasil
sdo as que apresentam a maior producdo de leite. No terceiro trimestre de 2014
foram adquiridos pelas industrias brasileiras processadoras de leite, 6.267 bilhdes de
litros do produto. Nesse mesmo periodo, o sul do pais apresentou a maior producao
de leite e 0 estado do Parana comercializou 776.856 mil litros de leite (IBGE, 2014).

O rebanho leiteiro no Parana, no ano de 2000, era formado por 2 milhdes de
cabecas sendo que o numero de vacas ordenhadas era de aproximadamente
1.375.000 (SEAB, 2000). Entre 2000 e 2006, o rebanho de vacas ordenhadas
cresceu 19,8%, a produtividade teve acréscimo de 25,5% e o Parana alcancou o 2°
lugar no ranking, representando 10,6% da producdo nacional com produtividade
61% acima da média brasileira (VOLPI, DIGIOVANI, 2008). Ja em 2009, o rebanho
paranaense foi estimado em 2,852 milh6es de cabecas, com média de 29 animais
por produtor (IPARDES, 2009).

A atividade leiteira esta presente em todos os 399 municipios paranaenses
(VOLPI, DIGIOVANI, 2008). O numero de produtores de leite em 2006 era de
118.884 com producao de 2.048.486 bilhdes de litros de leite (IBGE, 2006). Deste
total, 99.573 produtores comercializam o produto e o0 restante apenas produzem
para consumo préprio. O Estado possui quatro sistemas diferentes de tecnologia
empregada na producéo e o que difere entre um sistema e outro € o volume de leite
produzido (média diaria e anual) e como € o0 mecanismo para a manutencao dessa
producéao.

No Sistema | estdo inseridos 84% dos produtores Paranaenses com a
producdo menor de 2.000 litros/vaca/ano. Possuem em média 10 animais mesticos
ou de raca ndo especializada em lactacdo. O manejo é extensivo, com alimentacao
em pastagens perenes de verdo. As matrizes sao cobertas por monta natural e a
ordenha é feita manualmente com utilizacdo de mao-de-obra familiar. Nesse sistema
estdo as mesorregides do Noroeste, Norte Pioneiro, Norte Central, Centro Ocidental,

parte da mesorregido Sudoeste e Centro Sul do Paran& (SEAB, 2000).
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No Sistema Il estdo 11% dos produtores de leite do Parand com producéo de
2.000 litros a menos de 4.000 litros /vaca/ano. Tem em média 20 vacas em lactacdo
sendo metade destas especializadas para a producdo. O manejo é extensivo, com
pastagem perene e anual de inverno, além de racdo e silagem em momentos
especificos. Para a cobertura, 50% dos produtores utilizam a monta natural e a outra
metade a inseminacdao artificial. A ordenha € manual ou mecénica e a méo-de-obra é
familiar e/ou contratada. Pertencem a este sistema as mesorregifes Sudoeste, parte
das mesorregides Centro Sul e Sudeste do Parana (SEAB, 2000).

O Sistema Il € composto por 4% dos produtores com producao de 4.000 litros
a menos de 6.000 litros/vaca/ano. Tem em média 40 vacas em lactacdo sendo o
rebanho animais especializados. O manejo é semi-intensivo, com pastagens perene,
anual de inverno e verao, racao e silagem durante todo o ano. A cobertura é feita
predominantemente através de inseminacéo artificial (70%). A ordenha é mecanica,
em estabulo ou sala de ordenha com méo-de-obra contratada. Pertencem a esse
sistema rebanhos localizados na mesorregido Oeste do Parana como Toledo e
Marechal Candido Rondon (SEAB, 2000).

Um por cento dos produtores estdo inseridos no Sistema IV com producao
acima de 6.000 litros/vaca/ano. Tem em média 70 vacas em lactacéo sendo animais
especializados. O manejo é intensivo com pastagens perenes, anuais de inverno e
verdo fornecidas no cocho além de racdo e silagem o ano inteiro. A inseminacao
artificial € utilizada em 100% dos animais. A ordenha é mecéanica em salas de
ordenha com mao-de-obra contratada. Os principais rebanhos leiteiros que
pertencem a este sistema localizam-se na mesorregido Centro Oriental do Parand,
principalmente nos municipios de Arapoti, Castro e Carambei (SEAB, 2000).

O manejo reprodutivo do rebanho bovino envolve procedimentos basicos,
como a reproducdo controlada/inseminacao artificial, programacdo da primeira
cobertura e do periodo de lactacdo, registros de cobertura/inseminacdo e do
nascimento dos bezerros (IPARDES, 2009). No Estado, é comum, em todos 0s
niveis de producdo, a realizacdo do registro da cobertura/inseminacéo artificial e do
nascimento dos bezerros. A programacdo de partos € utilizada somente por 8,8%
dos produtores de leite. A combinacdo entre idade e peso das novilhas para a
realizagdo da primeira cobertura é utilizada por apenas 10% dos produtores. A

maioria dos produtores que fazem esse controle considera apenas a idade das
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fémeas. Quase metade dos produtores paranaenses ndo utilizam critérios para a
realizagédo da primeira cobertura (IPARDES, 2009).

As regides Centro — Oeste, Sudoeste e Noroeste do Parana participam com
37% do rebanho do estado, porém com apenas 27% da producdo de leite.
(KOEHLER, 2000). As principais razdes por essa baixa produtividade incluem a
utilizacdo de animais sem aptiddo para producdo de leite; manejo alimentar,
reprodutivo e sanitario inadequado; baixo nivel de instrucdo dos produtores,
utilizacao inadequada do estoque de tecnologias disponiveis e falta de assisténcia
técnica veterinaria (IBGE, 2006).

Os problemas reprodutivos sdo multifatoriais, apresentam etiologia variada e
Sao 0s principais motivos para o descarte de animais em rebanhos leiteiros (SILVA
et al., 2008). Independentemente da causa do disturbio reprodutivo, se infeccioso ou
ndo, o resultado final sera sempre o menor nimero de nascimentos e o maior
intervalo entre partos. Essas duas consequéncias reduzem a receita com a
diminuicdo da producédo e aumento dos custos da atividade (JUNQUEIRA, ALFIERI,
2006). Dentre os agentes que acarretam problemas reprodutivos em bovinos
leiteiros estdo o Neospora caninum, virus da Diarreia viral bovina e Herpesvirus
bovino 1, Leptospira spp., Brucella spp. e Histophilus somni.

A determinacdo da ocorréncia de algumas doencas infecciosas possibilita
avaliar o percentual de animais infectados e de susceptiveis (JUNQUEIRA, ALFIERI,
2006). O perfil sanitario do rebanho € utilizado para apontar problemas na sanidade
que interferem nos parametros da eficiéncia reprodutiva. Esses resultados sé&o
necessarios para a introducdo de medidas preventivas nas propriedades leiteiras

com o objetivo de melhorar e aumentar a producéo de leite do rebanho.

2. REFERENCIALTEORICO

2.1. Neospora caninum

Neospora caninum pertence ao Reino Protista, Filo Apicomplexa, Classe
Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, Subordem
Eimeriorina, Familia Sarcocystidae, Género Neospora, Espécie caninum (LEVINE
1988). O cédo domeéstico (canis lupus familiaris), coiote (canis latrans), lobo cinzento

(canis lupus) e dingo (canis lupus dingo) sdo considerados os hospedeiros



14

definitivos, onde ocorre o desenvolvimento sexuado do protozoario resultando na
eliminagdo de oocistos nas fezes (MCALLISTER et al., 1998; GONDIM et al., 2004;
DUBEY et al., 2011; KING et al., 2010), figura 1.

Definitive
Host
Unsporulated
00Cysts
lissue cysts passed n leces

ngested by dog

L

Tissue cysts in intermediate hosts =

Tactyzonnes transmitted
frough placenta
|

Contammnated

x \ ¢ ) ingested by
> | €833 ntermediate \\ ‘
) hosts ,
Infected fetus Intermediate Hosts Adaled 00CYsts

Figura 1. Ciclo de vida do Neospora caninum
Fonte: DUBEY (2003).

Sinais clinicos encontrados em cées filhotes congenitamente infectados
incluem: paresia de membros posteriores, sinais neuroldgicos, dificuldade para
deglutir, paralisia da mandibula, flacidez e atrofia muscular e até mesmo faléncia
cardiaca (DUBEY, 2003).

E um parasita intracelular que gera problemas reprodutivos, abortamento e
perdas econbmicas em bovinos no mundo todo (DUBEY, 2003; DUBEY e
SCHARES, 2011; REICHEL et al., 2013). Os bovinos séo infectados horizontalmente
pela ingestdo de oocistos ou verticalmente durante a gestacdo, sendo a transmissao
vertical o principal modo de transmissdo (PARE et al., 1996; MCALLISTER et al.,
1998; SCHARES et al., 1998; ANDERSON et al., 2000).
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Em rebanhos leiteiros ocorre principalmente a transmisséo vertical e o maior
risco de abortamento. A transmissdo vertical permite que bezerras nascam
infectadas, porém sem qualquer sinal clinico sendo denominadas como
persistentemente infectadas. Elas mantem o parasita no tecido e durante a gestacao
podem transmitir o parasita aos seus descendentes (TREES; WILLIAMS, 2005).
Abortos recorrentes também sé@o associados com vacas em lactacdo (SCHARES et
al., 1998; BARTELS et al.,, 2007; DUBEY et al., 2007). Nascimento et al. (2014)
demonstraram 29% de taxa de transmissao vertical de Neospora caninum em vacas
de corte prenhes naturalmente infectadas além disso, o risco de transmissao vertical
foi de 26,25 vezes maior para fémeas soropositivas.

Titulos de anticorpos contra N. caninum em fetos indicam o contato com o
protozoario, no entanto, a resposta imunoldgica depende do estagio de
desenvolvimento fetal, do nivel de exposicéo e do tempo entre a infeccdo e a coleta
de sangue (DUBEY, 2003). No Rio Grande do Sul 260 fetos bovinos foram
analisados pela Imunofluorescéncia Indireta e obtiveram 84,6% de soropositivos
para IgG e 15% para IgM (CADORE et al., 2010).

No terco final da gestacao, o feto € capaz de produzir uma resposta imune
diminuindo o impacto da infeccdo (INNES et al., 2001). O grau de lesdo no feto
depende da quantidade de parasitas infectantes que podem ocasionar abortamentos
ou a geracado de bezerros congenitamente infectados. Estes podem se apresentar
doentes ou aparentemente sadios (MACALDOWIE et al., 2004; MALEY et al., 2003).

Estudos de soroprevaléncia de anticorpos anti-N. caninum em bovinos de
varias partes do mundo demonstraram que o parasita esta amplamente disseminado
com porcentagens diferentes conforme a regidao analisada, técnica empregada e
ponto de corte. No Brasil as prevaléncias de anticorpos anti-N. caninum em bovinos
variam de 7,67% a 50,74% (Quadro 1).

Dentre os fatores de risco ja estudados estdo: idade dos bovinos (DYER et
al., 2000; RINALDI et al., 2005; SANDERSON, GAY, BASZLER , 2000), niumero de
gestacdo (JENSEN et al.,, 1999), presenca e o numero de cdes na propriedade
(BLUMRODER et al., 2006; PARE et al., 1996), presenca de canideos silvestres -
coiotes ou raposas (BARLING et al., 2000), densidade populacional alta e grandes
rebanhos (BARLING et al., 2000; SCHARES et al., 2004), recria de novilhas préprias
(BARLING et al., 2001), efeito do clima sobre a esporulagédo/sobrevivéncia de
oocistos (RINALDI et al., 2005).
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Quadro 1. Ocorréncia de anticorpos contra Neospora caninum em bovinos.

BRASIL
Local Técnica Rebanho n Prevaléncia% Autor

Alagoas IFI Leite 1004 7,67 Souza et al., 2012
Bahia IFI Leite 290 23,5 Magalhéaes et al., 2014
Maranhéo IFI Leite 812 50,7 Teixeira et al., 2010
Pernambuco IFI Leite 469 31,7 Silva et al., 2008
Pernambuco/

Alagoas IFI L/C 306 12,6 Amaral et al., 2012
Santa Catarina ELISA Leite 120 42,5 Macedo et al., 2013
Parana IFI Leite 385 12 Ogawa et al., 2005
Parana IFI Leite 623 14,3 Guimarées Jr et al., 2004
Mato Grosso IFI Corte 205 37,5 Justo et al., 2013
Minas Gerais IFI Leite 338 37,0 Santos et al., 2012

Outros paises
Australia ELISA Leite 113 3,8 Nasir et al., 2012
Corte 810 2,5

Etidpia ELISA Leite 2.334 13,3 Asmare et al., 2013
Canada ELISA - 2.484 52 Waldner et al., 2005
Israel IFI Leite 1.078 35,5 Mazuz et al., 2014

2.2. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um protozoario intracelular obrigatério (DUBEY,
BEATTIE, 1988). Pertence ao Reino Protista, Filo Apicomplexa, Classe
Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eucoccidiorida, Subordem
Eimeriorina, Familia Sarcocystidae, Género Toxoplasma, Espécie Unica gondii
(GOODSWEN et al., 2013).

E uma zoonose mundialmente disseminada e pode infectar seres humanos e
outros animais de sangue quente (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). Os
unicos hospedeiros definitivos do T. gondii sdo os felideos (FRENKEL; DUBEY;
MILLER, 1970) onde o parasita realiza a multiplicacdo enteroepitelial com a
producdo e eliminacdo de oocistos pelas fezes sendo estes, resistentes as
condi¢cdes ambientais (DUBEY, 1977), mantendo-se viaveis durante meses ou anos
(FRENKEL, 1990).0 parasita apresenta trés formas infectantes em seu ciclo de vida:

esporozoitos, taquizoitos e bradizoitos (MILLER; FRENKEL; DUBEY, 1972).
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A infeccdo é mais prevalente em paises de clima quente e imido do que em
regibes secas. Isso, provavelmente ocorre devido as condicbes favoraveis a
esporulacdo e sobrevivéncia dos oocistos no meio ambiente (DUBEY; BEATTIE,
1988). As fezes de um felino doméstico podem conter em torno de 10 milhdes de
oocistos em pico de eliminagdo. No meio ambiente os oocistos tornam-se infectantes
apos o periodo de um a cinco dias, dependendo das condi¢cdes de umidade e
temperatura (DUBEY; BEATTIE, 1988).
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Figura 2 Ciclo de vida do Toxoplasma gondii
Fonte: Caribbean Animal Health Network

A infeccé@o pelo T. gondii nos herbivoros ocorre principalmente pela ingestao
de oocistos provenientes de fezes de gatos infectados, presentes em alimento e solo
contaminados (DUBEY, 1986a; DUBEY; BEATTIE, 1988). O sistema de criagao
extensivo € muito comum no Brasil e parece favorecer a infec¢do pelo agente nos
bovinos (MARANA et al., 1995). Entretanto a transmissao transplacentéaria natural ja
foi observada em vacas de corte, porém com taxa de 5,4%, sendo considerada baixa
(GARCIA et al., 2012).

A manifestacdo dos sinais clinicos da toxoplasmose no homem assim como
em outros animais depende, principalmente, da resposta imune do hospedeiro
infectado e da viruléncia da cepa de T. gondii (AMENDOEIRA; COSTA; SPALDING,
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1999). Bovinos embora suscetiveis a infec¢do, na maioria das vezes ndo manifestam
sinais clinicos, mostrando resisténcia a doenca induzida pelo protozoério, inclusive
em condi¢des experimentais (DUBEY, 1986b; DUBEY, THULLIEZ, 1993; ESTEBAN-
REDONDO; INNES, 1997).

A resisténcia a infeccdo € demonstrada pela baixa frequéncia de cistos nos
musculos e a persisténcia ocorre por tempo mais curto quando comparada a outras
espécies animais (DUBEY, 1994). Entretanto, Dubey, Thulliez, (1993) inocularam
oocistos de T. gondii em bezerros e encontraram cistos viaveis no muasculo em
periodos de até 1191 dias apos a infeccdo, além disso, os titulos de anticorpos
permaneceram elevados durante dois anos, tornando-se sorologicamente negativo
apos este periodo.

Costa et al. (2011) usaram altas doses (10°) de oocistos esporulados para
infectar nove vacas prenhes durante os trés trimestres de gestacdo e néo
observaram aborto ou presenca de T. gondii nos fetos analisados. A viruléncia da
cepa de T. gondii pode afetar a frequéncia de transmissao congénita. Alguns autores
relatam que apesar de ocorrer o isolamento em fetos, o T. gondii ndo é uma
importante causa de abortos em bovinos (CANADA et al., 2002; DUBEY, 1983;
1986a).

Estudos que avaliaram a presenca de anticorpos anti-T. gondii em bovinos no
Brasil demonstram que o parasita estd amplamente disseminado, embora as
porcentagens sejam diferentes conforme a regido analisada, a técnica empregada e
0 ponto de corte, variando entre 1,96 e 48,3% (Tabela 2). Dentre os principais
fatores de risco estudados para a infeccéo pelo T. gondii podemos citar historico de
aborto ou natimorto, presenca de gatos, contato de gatos com bovinos e com a agua
de beber, condi¢bes de manejo e idade (ALBUQUERQUE et al., 2011; FAJARDO et
al., 2013; LOPES et al., 2013).
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Quadro 2. Ocorréncia de anticorpos contra Toxoplasma gondii em bovinos.

Local Técnica n Prevaléncia Autor
Sao Paulo/Minas Gerais IFI 600 49,17 Costa et al., 2001
Rio de Janeiro IFI 589 14,8 Albuquerque et al., 2005
Rio de Janeiro IFI 459 1,96 Luciano et al., 2011
Minas Gerais IFI 1.195 2,68 Fajardo et al., 2013
Parana IFI 348 41,4 Daguer et al., 2004
Parana IFI 385 26,0 Ogawa et al., 2005
Santa Catarina IFI 60 48,3 Macedo et al., 2012
Bahia IFI 600 11,83 Spagnol et al., 2009
Pernambuco IFI 427 16,63 Guerra et al., 2014

2.3. Herpesvirus bovino (BoHV-1)

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) € um DNA virus pertencente a familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus. A particula viral
tem entre 70 a 110 nm de diametro e € constituida por um capsideo icosaédrico,
envelope glicoproteico e genoma DNA linear de fita dupla (DAVISON et al., 2009).

E um importante agente infeccioso dos bovinos que ocasiona perdas
expressivas na pecuéaria (PORTERFIELD, 1989; ROIZMAN et al., 1992; HAGE et al.,
1996; FAUQUET et al., 2005). O BoHV-1.1 afeta principalmente os tratos respiratorio
causando a Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e o BoHV-1.2 afeta a regido
genital dos bovinos e causa a Vulvovaginite/Balanopostite Pustular Infecciosa
(IPV/IPB) (GIBBS; RWEYEMANN, 1977).

O BoHV-1 tem a habilidade de produzir infeccdo latente em ganglios
sensoriais, podendo ser reativado com tratamentos imunossupressores ou em
condicdes de estresse como o transporte e paricdo. Essa propriedade do virus
permite a manutencéo e expansao da infec¢cdo nos rebanhos, mantendo os animais
como portadores e transmissores por meio de excrecdo viral. O virus em laténcia
nao é detectado por analises convencionais e 0 animal pode excretar o virus sem
apresentar sinais clinicos (ACKERMANN, PETERHANS, WYLER, 1982; PASTORET
et al., 1982; ALFIERI, ALFIERI, MEDICI, 1998).

A transmissao indireta do virus se da pela ingestdo de agua e alimentos

contaminados com particulas virais e ainda pelo contato sexual durante a
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inseminacao artificial. Ja a transmissdo direta ocorre por inalagdo de aerossois
contaminados ou contato direto com secre¢fes nasais, oculares, genitais e sémen
de animais infectados. Nesse contexto a disseminacéo do virus se torna importante
em sistema de confinamento (VAN DONKERSGOED, BABIUK, 1991; PHILPOTT,
1993; ENGELS, ACKERMANN, 1996). A Inseminacao artificial de vacas com sémen
contaminado pelo BoHV-1 reduz a taxa de concepcao e pode causar infertilidade,
endometrite, aborto e o desenvolvimento anormal do feto (ELAZHARY et al., 1980).
Fetos abortados também podem ocasionalmente transmitir o virus através das
secrecgdes quando sao deixados no pasto (GIVENS et al., 2006).

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) encontra-se amplamente disseminado
em rebanhos de corte e leite, causando prejuizos econémicos (TAKIUCHI et al.,
2001). As prevaléncias variam entre 20,4 e 84,5% (Tabela 3).

Quadro 3. Ocorréncia de anticorpos contra BoHV-1 em bovinos.

Local Técnica n Prevaléncia Autor
Parana SN 1.235 43,7 Médice et al., 2000
Parana ELISA indireto  14.803 59,0 Dias et al., 2013
Sao Paulo SN 208 68,3 Junqueira et al., 2006
Espirito Santo SN 772 66,75 Santos et al., 2014
Goias SN 660 84,5 Affonso et al., 2010
Maranhao ELISA indireto 400 69,25 Bezerra et al., 2012
Maranhé&o SN 698 63,23 Freitas et al., 2014
Canada ELISA indireto  2.512 20,4 Waldner et al., 2005
Equador ELISA indireto  2.367 43,2 Carbonero et al., 2011

Junqueira et al. 2006 encontraram em 11% dos animais positivos ao BoHV-1
titulos maiores ou iguais a 128, sugerindo infec¢do recente. Além disso, a ocorréncia
de 35,6% de repeticbes de cio; 18,6% de abortamentos e o pior rendimento
observado em novilhas sugeriram a provavel participagdo do BoHV-1 no baixo
desempenho reprodutivo do rebanho avaliado.

Dias et al. (2008) avaliaram 1930 fémeas de 295 rebanhos nédo vacinados
contra o BoHV-1 do oeste do Parana. Foram considerados positivos para o BoHV-1,
190 rebanhos, com a prevaléncia de 64,41%. Os diferentes resultados de

prevaléncia na literatura ocorrem devido as caracteristicas regionais e utilizacao de




21

programas de sanidade no rebanho, uso de diferentes técnicas de diagnostico
laboratorial e amostragem utilizada (DEL FAVA et al., 2002).

As variaveis encontradas na literatura como sendo associadas a infec¢éo pelo
BoHV-1 estdo relacionados as caracteristicas das propriedades e ao manejo, como
a compra de reprodutores, idade das fémeas, uso comum de pastagem,
abortamentos, presenca de animais silvestres, o retorno ao cio, reposicdo de
animais oriundos de outros estados/regido, criacdo de caprinos/ovinos associados
com bovinos (DIAS et al., 2008; FREITAS et al., 2014). O controle da IBR no pais é
realizado por meio de vacinas com virus vivo atenuado mutante e termossensivel,

considerada segura mesmo para vacinagao de vacas prenhes (EMBRAPA, 1997).

2.4. Virus da diarreia viral bovina (BVDV)

A diarreia viral bovina (BVDV) é provocada por um RNA virus pertence a
familia Flaviviridae, género Pestivirus. Atualmente, sdo reconhecidas quatro
espécies do género Pestivirus: virus da Peste Suina Classica - Classical swine fever
virus - CSFV, virus da Doenca da Fronteira, de ovinos - Border disease virus, BDV,
BVDV 1 e o BVDV 2 (ICTV, 2014). A infeccdo pelo BVDV pode estar associada a
diversas manifestacdes clinicas, além de imunossupressao, doenca respiratoria,
gastrintestinal e reprodutiva (RIDPATH, 2010).

Com base na sua replicacdo em culturas de células, ou seja, capacidade de
produzir efeito citopatico em cultivo celular, os isolados de BVDV podem ser
classificados em biétipos citopéatico (CP) e ndo-citopatico (NCP). Os biotipos sdo
grupos de virus com a mesma constituicdo genética, porém possuem diferencas na
inducdo de alteracdes microscopicas visiveis (vacuolizacdo e lise) em cultivos
celulares epiteliais in vitro (KELLING, 1996; RIDPATH, 2010).

As estirpes NCP apresentam tropismo por leucdcitos, érgdos linféides e pelo
trato respiratorio, ja as estirpes CP estédo restritas ao trato digestério (HAMERS et
al., 2001). A grande maioria dos virus de campo sdo NCP e amostras CP séo
isoladas quase que exclusivamente de animais acometidos da Doenca das Mucosas
(DM), uma forma clinica severa da infeccdo (BROWNLIE 1990, BAKER, 1995,
TREMBLAY, 1996).

Num rebanho infectado pelo BVDV, existem duas fontes de infec¢do: o bovino

persistentemente infectado (PI) e o transitoriamente infectado (TI). Animais Tl estao
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na fase aguda da enfermidade e eliminam o virus geralmente por poucos dias ou
eventualmente semanas e podem promover a permanéncia do virus no rebanho na
auséncia de animais Pl (MOERMAN et al., 1993, HOUE, 1994; LINDBERG, HOUE,
2005).

Para gerar animais PI, € necessario que ocorra a infec¢do do feto bovino com
o biétipo NCP antes do desenvolvimento da competéncia imunoldgica, periodo que
vai até o 125° dia de gestacdo (MCCLURKIN et al., 1984, HOUE, 1995) conforme
demonstrado na figura 3. Bezerros Pl geralmente sdo soronegativos, podem ser
clinicamente normais e excretam o virus continuamente em grandes quantidades em
secrecOes e excregdes por toda a vida (BROWNLIE, 1990, BAKER, 1995). Infeccdes
no final da gestacdo podem levar ao aborto, malformacao fetal, nascimento de
bezerros normais e imunocompetentes (RIDPATH, 2010). Embora a prevaléncia
desses animais nos rebanhos seja baixa, variando de 0,5% a 2%, s&o os principais
disseminadores do virus e responsaveis pela manutencdo do BVDV no rebanho,

com papel crucial na epidemiologia da doenca (HOUE, 1999).
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Figura 3 Patogenia por Virus da Diarréia Viral Bovina em fémeas prenhes
Fonte: Eduardo Furtado Flores. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade
Federal de Santa Maria.

A transmisséo horizontal do BVDV ocorre por contato direto ou indireto com
secrecbes contaminadas (BROCK et al. 1991, HOUE 1995). A viremia e excrecao
viral geralmente sdo transitérias e com baixos titulos durante a infec¢cdo aguda, mas
podem resultar em transmissao viral. Além da transmissdo horizontal, o BVDV é
transmitido de forma eficiente através da placenta, resultando em infeccao
embrionéria ou fetal com consequéncias diversas (BAKER, 1995).

A infecgdo pelo BVDV tem sido associada a uma ampla variedade de
manifestagbes clinicas: desde infec¢bes inaparentes até doenca aguda fatal, porém
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as infeccbes em animais imunocompetentes parecem cursar de forma subclinica.
Enfermidade gastroentérica aguda ou crbnica, doenca respiratéria em bezerros,
sindrome  hemorragica com  trombocitopenia, patologias cutaneas e
imunossupressao estdo entre as consequéncias mais frequentes da infeccédo pelo
BVDV (BROWNLIE, 1990, BAKER, 1995).

O virus desencadeia efeito imunossupressor e com isso torna 0s animais
susceptiveis a outros microorganismos (HOLLAND et al., 1993). A imunossupressao
transitoria deve-se a replicagdo do BVDV nos mondcitos, nos linfécitos B, nos
linfécitos T, nas células epiteliais do trato digestorio e do trato respiratorio superior
(TREMBLAY, 1996; PETERHANS et al., 2003). As infec¢cbes podem ser agravadas
gquando o BVDV se associa com outro agente patogénico. Tem sido bem
documentado que uma infec¢do mista de BVDV com o BoHV-1 produz uma doenca
mais grave do que s6 com um dos patégenos (GRIEG et al., 1981, POTGIETER et
al., 1984).

No Brasil, estudos soroldgicos revelaram que o agente esta disseminado por
todo o territério com altas prevaléncias. Em Goias, foram analisadas amostras de
207 animais para a presenca de anticorpos contra o BVDV por meio da
soroneutralizacdo tendo encontrado 52,17% de positividade (GUIMARAES et al.,
2000). Em Goias, 3.533 fémeas bovinas com mais de 24 meses de idade foram
testadas pela virus neutralizacdo obtendo prevaléncia de 64% de positividade.
(ALFAIA et al.,, 2004). Pesquisadores realizaram um monitoramento em trés
rebanhos com caracteristicas diferentes de criacdo e producao nos estados de Sao
Paulo e Minas Gerais. foram analisados apds a primeira colheita 502 animais com
82,86% de soropositividade (DIAS et al., 2012).

Em um estudo realizado em Camardes, 92% dos rebanhos analisados foram
soropositivos, com prevaléncia média intra rebanho de 38% (HANDEL et al., 2011).
No Equador, um estudo em 345 rebanhos de bovinos leiteiros ndo vacinados
mostrou que dos 2.367 animais analisados 36,2% dos animais e 74% do rebanho
foram sororeagentes (SAA et al., 2012). No Canada, 2514 vacas foram analisadas
pela virus neutralizacdo obtendo 91,8% de soropositividade (WALDNER et al.,
2005). Nos paises livres da febre aftosa, a diarreia viral bovina é considerada a
enfermidade viral mais importante dos bovinos (FLORES et al., 2005).

O impacto da infeccdo pelo BVDV em rebanhos leiteiros € rapidamente

percebido com a reducdo da producdo leiteira e o aumento da ocorréncia de
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infeccbes secundarias ou oportunistas (BROCK, 2004; KOZASA et al.,, 2005). A
aquisicdo de vacas gestantes de fetos Pl € o principal fator de risco associado com a
introducéo da enfermidade num rebanho (BROCK, 2004). Nas areas endémicas com
densidade populacional bovina alta, o virus é disseminado com facilidade e os
prejuizos econdmicos causados pelo BVDV sdo considerados moderados e
constantes (SANDVIK, 2004).

As vacinas contra o BVDV atualmente utilizadas no Brasil séo inativadas, o
que induz resposta imunoldgica essencialmente humoral. Existem duvidas se as
vacinas inativadas estimulariam uma resposta imune capaz de proteger 0s animais
contra 0o amplo espectro antigénico do BVDV. Estudos desenvolvidos no Brasil
demonstram que as vacinas possuem baixa reatividade soroldgica cruzada com as
cepas norte-americanas utilizadas, devido a diversidade antigénica entre os isolados
locais, questionando sobre o grau de protecéo conferido por essas vacinas (Flores et
al. 2000 e 2005).
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3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar as soroprevaléncias e as caracteristicas epidemioldgicas do
Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Herpesvirus Bovino e Virus da Diarreia Viral

Bovina em propriedades de bovinocultura leiteira do noroeste do estado do Parana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar a presenca de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii e anti-

Neospora caninum pelo teste soroldgico de Imunofluorescéncia indireta;

Verificar a presenca de anticorpos IgG anti-BoHV-1 e anti-BVDV por meio da

técnica de Virus neutralizacao;

Verificar os fatores ambientais e de manejo associados a presenca de
anticorpos anti-Toxoplasma gondii, anti-Neospora caninum, anti-BVDV e anti-
BoHV1.

Associar as variaveis epidemiolégicas com a soropositividade aos agentes

estudados.
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4. ARTIGO

SOROEPIDEMIOLOGIA DE AGENTES ASSOCIADOS AS DOENCAS
REPRODUTIVAS EM BOVINOS LEITEIROS DO NOROESTE DO ESTADO DO
PARANA, BRASIL

SEROEPIDEMIOLOGY OF AGENTS ASSOCIATED TO REPRODUCTIVE
DISEASES IN DAIRY CATTLE FROM NORTHWESTERN OF PARANA STATE,
BRAZIL

RESUMO

Os problemas reprodutivos sdo o0s principais motivos para o descarte de
animais em rebanhos leiteiros, pois aumenta o intervalo entre parto, reduz o nimero
de nascimentos e com isso a producédo. O objetivo desse estudo foi determinar a
soroprevaléncia e fatores associados ao Toxoplasma gondii, Neospora caninum,
BoHV-1 e BVDV em animais com histérico de problemas reprodutivos de
propriedades de bovinocultura leiteira do noroeste do estado do Parana. Foram
coletadas amostras de sangue de 363 fémeas em idade reprodutiva, ndo vacinadas
contra BoHV-1 e BVDV, que pertenciam a 32 propriedades leiteiras que
apresentaram problemas reprodutivos de cinco cidades da regido Noroeste do
Parana. Foi preenchido um questionario epidemiolégico por propriedade com
variaveis associadas a infeccdo para os agentes pesquisados. Para a titulacdo de
anticorpos foram utilizadas a imunofluorescéncia indireta (IFl) para Toxoplasma
gondii, Neospora caninum e virus neutralizacdo (VN) para Herpesvirus Bovino tipo 1
e virus da Diarreia Viral Bovina. Dos 363 animais analisados, 48 (13,2%) foram
soropositivos para T. gondii, 93 (25,6%) para N. caninum, 216 (59,5%) para BoHV-1
e 156 (43%) para BVDV. Sessenta e oito (18,7%) animais foram simultaneamente
reagentes ao BoHV-1 e BVDV, 10 (2,8%) ao N. caninum e T. gondii e 42 (11,6%)
animais apresentaram soropositividade a mudltiplos agentes. Dois (0,6%) animais
foram soropositivos a todos os agentes e 68 (18,7%) foram soronegativos aos quatro
agentes estudados. Das 32 propriedades estudadas, 62,5% apresentaram pelo
menos um animal reagente ao T. gondii, 81,3% ao N. caninum, 93,8% para o BoHV-
1 e 90,6% para BVDV. Na andlise estatistica verificou-se associa¢cado significativa
entre a raca holandesa e a ocorréncia de infec¢cao por T. gondii. As variaveis, casos
de abortamento na propriedade e condi¢cdes precéarias das instalacbes para 0s
bovinos e foram associadas a infeccdo pelo BoHV-1. Para BVDV a variavel aluguel
de pasto foi associada a infecgdo enquanto que a presenca de piquetes de parigdo
apresentou protecédo a infeccdo ao BVDV. A presenca de BoHV-1 foi associada a
infeccéo por BVDV (p<0,0003; OR=2,27; IC 95%; 1,46 - 3,53). T. gondii, N. caninum,
BoHV-1 e BVDV estao presentes no ambiente das propriedades estudadas, sendo
que dentre a exposi¢cao a multiplos agentes, ocasionadas pela associag¢édo de virus e
protozoarios, foram mais frequentes entre o N. caninum, BoHV-1 e BVDV. Assim 0s
problemas reprodutivos destas propriedades podem ser decorrentes dos agentes
infecciosos encontrados.

Palavras-Chave: T. gondii, N. caninum, BoHV-1, BVDV, diagndstico.
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ABSTRACT

Disease problems are the main reason for animal disposal in dairy herds because it
increases the interval between births, reduces the numbers of birth and consequently
the production. The aim of the present study was determine the seroprevalence and
factors associated to Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Bovine herpersvirus
type 1 (BoHV-1) and Bovine viral diarrhea virus (BVDV) in dairy cattle farms with
history of reproductive disorders from northwestern of Parana state. Blood samples
of 363 females in reproductive age, unvaccinated against BoHV-1 and BVDV, that
showed reproductive problems were collected from 32 farms of 5 regions in the
northwestern of Parana. An epidemiologic survey was applied for each farm with
variables associated with infections to the researched agents. Indirect
immunofluorescence (IFI) was used to quantify the antibodies against T. gondii, N.
caninum and virus neutralization (VN) for BoHV-1 and BVDV. From 363 analyzed
animals, 48 (13.2%) were seropositive to T. gondii, 93 (25.6%) to N. caninum, 216
(59.5%) to BoHV-1 and 156 (43%) to BVDV. A total of 68 (18.7%) animals were
positive both to BoHV-1 and BVDV, 10 (2.8%) to N. caninum and T. gondii and 42
(11.6%) animals had positive results to multiple agents. Two (0.6%) animals were
seropositive and 68 (18.7%) were seronegative to the four studied agents. From of
32 studied farms, 62.5% showed at least one animal positive to T. gondii, 81.3% to
N. caninum, 93.8% to BoHV-1 and 90.6% to BVDV. Statistical analysis showed a
significant association between Holstein cattle and the occurrence of infection to T.
gondii. The variables, abortion in the farm and poor installations conditions to cattle
were associated to BoHV-1 infection. For BVDV, the variable renting of pasture was
associated to infection and the variable calving paddock was considered as a
protection factor. BoHV-1 was associated to BVDV infection p<0,0003; OR=2,27; IC
95%; 1,46 - 3,53). T. gondii, N. caninum, BoHV-1 and BVDV are present in the
environment of the studied farms and multiple infections, caused by association of
virus and protozoa, N. caninum, BoHV-1 and BVDV were more frequent. Thus, the
reproductive problems from these farms can be due to the agents found.

Keywords: T. gondii, N. caninum, BoHV-1, BVDV, diagnosis.
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INTRODUCAO

O rebanho leiteiro brasileiro € o maior rebanho comercial do mundo e em
2012 o pais ocupou o quarto lugar na producao de leite (BRASIL, 2010; FAO, 2012;
KOEHLER, 2000). No terceiro trimestre de 2014, a regidao sul do Brasil apresentou a
maior producdo de leite e o estado do Parana comercializou nesse mesmo periodo
776.856 mil litros de leite (IBGE, 2014).

O Parana é dividido em quatro niveis diferentes de tecnologia empregada,
divididos em quatro sistemas que diferem no volume de leite produzido e o
mecanismo para a manutencdo dessa producdo. O sistema | abrange 84% das
propriedades paranaenses com baixas taxas de produtividade. Apresentam em
média 10 animais de raca ndo especializada em lactacdo, manejo extensivo com
alimentacdo em pastagens perenes de verdo, cobertura por monta natural e a
ordenha € manual com a utilizacdo de mé&o-de-obra familiar. O Noroeste do estado
do Parana esté inserido nesse sistema (PARANA, 2000).

Os problemas reprodutivos de origem infecciosa sdo um dos principais
motivos para o descarte de animais em rebanhos leiteiros. Independentemente da
causa, o resultado final serA o menor niumero de nascimentos e o maior intervalo
entre partos, o que reduz a receita, pois, ha a diminuicdo da producdo e o aumento
dos custos da atividade (JUNQUEIRA, ALFIERI, 2006; SILVA et al., 2008).

A descricdo simultanea de alguns agentes bacterianos, virais e protozoarios,
em bovinos, foi associada as doencas reprodutivas de diferentes regides geograficas
do Brasil (HEADLEY et al., 2015). Entretanto, descrigdes da ocorréncia simultanea
da soropositividade por Toxoplasma gondii, Neospora caninum, Herpesvirus bovino
e Virus da Diarreia Viral Bovina e estudos de prevaléncia aos mesmos agentes em
bovinos leiteiros, tanto no noroeste do estado do Parana quanto em outras regioes,
nao foram encontradas na literatura.

O Herpesvirus bovino (BoHV-1) tem a capacidade de permanecer em laténcia
nos ganglios sensoriais e pode ser reativado quando o animal é submetido a fatores
externos estressantes (ACKERMANN, PETERHANS, WYLER, 1982). A prevaléncia
de anticorpos anti-BoHV-1 estudada em bovinos de algumas regifes do Brasil varia
de 43,7 a 84,5% (AFFONSO et al., 2010; BEZERRA et al., 2012; FREITAS et al.,
2014; JUNQUEIRA et al., 2006; MEDICE et al., 2000; SANTOS et al., 2014). O

BVDV induz imunossupressao durante a replicacdo viral no animal, favorecendo o
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aumento da patogenicidade de outros microorganismos (HOLLAND et al., 1993;
PETERHANS et al., 2003; TREMBLAY, 1996). As prevaléncias encontradas em
alguns estados do Brasil variaram de 52,1 a 82,8 (ALFAIA et al., 2004; DIAS et al.,
2012; GUIMARAES et al., 2000).

Na infeccdo por N. caninum fatores como mudancas de manejo, infeccdes
concomitantes e alteragbes no estado imunitario desempenham importante papel
predisponente na inducdo do aborto (ALVAREZ-GARCIA, 2003). A presenca de
anticorpos anti-N. caninum em bovinos no Brasil varia de 7,67% a 50,74% (AMARAL
et al., 2012; JUSTO et al., 2013; MACEDO et al., 2013; MAGALHAES et al., 2014;
SANTOS et al., 2012; SOUZA et al., 2012; TEIXEIRA et al., 2010). Na toxoplasmose,
a manifestacdo dos sinais clinicos depende, principalmente, da resposta imune do
hospedeiro infectado e da viruléncia da amostra de T. gondii (AMENDOEIRA;
COSTA; SPALDING, 1999). A prevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em bovinos
no Brasil varia de 1,96 e 48,3% (ALBUQUERQUE et al., 2005; FAJARDO et al.,
2013; GUERRA et al.,, 2014; LUCIANO et al., 2011; MACEDO et al.,, 2012;
SPAGNOL et al., 2009).

Avaliar a prevaléncia de agentes que causam doencas reprodutivas e
identificar fatores associados a ocorréncia desses agentes na criacdo de bovinos
leiteiros é fundamental para a elaboracdo de estratégias de controle para as
enfermidades. Neste contexto, o trabalho teve o objetivo de determinar a
soroprevaléncia e fatores associados ao T. gondii, N. caninum, BoHV-1 e BVDV em
animais de propriedades leiteiras com histérico de problemas reprodutivos do
noroeste do estado do Parana.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Experimentacdo Animal da Universidade Paranaense — UNIPAR (Protocolo N°
25104/2014) com base nas diretrizes do CONCEA

4.1. Delineamento da Pesquisa e Amostragem
Realizou-se um estudo transversal em propriedades de bovinocultura leiteira
da regido noroeste do estado do Parana. O tamanho da amostra foi calculado

utilizando o programa Epi Info 3.5.1 (DEAN et al., 1994), considerando a prevaléncia
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esperada de 50% precisdo de 5,2% e nivel de significancia de 5% resultando em
363 animais. Os critérios de inclusdo foram propriedades que apresentaram histérico
de problemas reprodutivos, tais como: abortamento, natimortalidade, repeticdo de
cio, auséncia de cio e mumificacao fetal, e possuiam animais ndo vacinados contra
0s agentes virais (BoHV-1 e BVDV). Foram incluidos rebanhos cujos proprietérios
aceitaram participar da pesquisa e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido, sendo selecionadas todas as fémeas em idade reprodutiva.

As coletas foram realizadas em 32 propriedades de cinco cidades localizadas
no noroeste do estado do Parana, de Setembro de 2014 a Fevereiro de 2015. Foram
avaliadas 363 fémeas bovinas leiteiras em idade reprodutiva, provenientes dos
seguintes municipios: Alto Piquiri (1 propriedade, n=13), Cafezal do Sul (14
propriedades, n=135), Douradina (3 propriedades, n=31), Ipord (9 propriedades,
n=113), Tapira (5 propriedades, n=71).

4.2. Avaliacdo Soroldgica
Foram colhidas amostras de sangue utilizando-se o sistema Vacutainer® em
tubos de ensaio sem anticoagulante, o soro foi armazenado a —20°C até a realizacéo

dos exames soroldgicos.

4.2.1. Imunofluorescéncia indireta para Toxoplasma gondii e Neospora
caninum

A técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl) foi realizada para a analise da
presenca de anticorpos IgG anti-T. gondii segundo Camargo (1974) e N. caninum
segundo Conrad et al. (1993) e Paré et al. (1995). Foram considerados reagentes 0s
testes que apresentaram titulos maiores ou iguais a 64 para T. gondii e maiores ou
iguais a 50 para N. caninum. Foi utilizado conjugado anti-IgG bovino (Sigma
Chemical®©) e soro controle positivo de bovinos naturalmente infectados pelos dois

agentes.

4.2.2. Virus Neutralizagdo para BVDV e BoHV-1

Foram utilizados como virus padrdo a cepa NADL citopatica de BVDV 1la e
cepa Los Angeles para BoHV-1. A técnica foi realizada segundo Manual de Testes
de Diagnoéstico e Vacinas para Animais Terrestres para BVDV (OIE, 2008) e para
BoHV-1 (OIE, 2010). A concentracao de virus utilizado na técnica foi de 100 DICCsg
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(doses infectantes para 50% dos cultivos celulares). A leitura das placas foi realizada
apos 72 h de incubacéo a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Foram consideradas
reagentes para BVDV as amostras com titulos maiores ou iguais a dez e para BoHV-

1 as maiores ou iguais a dois.

4.3. Instrumento de Pesquisa

As amostras foram acompanhadas de uma ficha epidemiolégica com dados
das propriedades para analise dos fatores associados aos agentes etioldgicos
avaliados. As varidveis relacionadas ao ambiente foram: presenca de caes, gatos,
roedores, animais silvestres e cdes errantes; modo de criacdo dos cées e gatos;
origem da agua e existéncia de cérrego ou rio proximo a propriedade. Os dados
relacionados aos animais foram: a raca predominante do rebanho; contato dos
bovinos com caes, gatos e bovinos de outras propriedades e o tipo de alimentacgao.
As variaveis relacionadas com a estrutura da propriedade foram: presenca e
condicdo das construcdes para o gado e a existéncia de piquetes de paricao.

Com relacdo ao controle sanitario foram analisados: o tipo de manejo; a
pratica do aluguel de pasto; a presenca de pasto em comum com outra propriedade;
compra de animais para reproducéo; troca de animais entre as propriedades; pratica
de quarentena; inseminacao artificial; destino do material abortado e assisténcia
veterinaria. As varidveis analisadas relacionadas aos problemas reprodutivos
incluiram: ocorréncia no rebanho de auséncia de cio; repeticdo de cio; abortamento;

natimortalidade; neonato debilitado.

4.4. Analise Estatistica

As informacdes obtidas na ficha epidemiolégica foram analisadas no
programa Epi Info 3.5.1 (DEAN et al., 1994). Para verificar a significAncia estatistica
foi utilizado o teste de qui-quadrado com correcdo de Yates ou exato de Fischer. A
razao de chances (Odds Ratio/OR) foi utilizada como medida de associagao entre a
infecgéo pelo T. gondii, N. caninum, BoHV-1, BVDV e as variaveis pesquisadas, com

intervalo de confianca (IC) de 95%. Utilizou-se o nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS
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Dos 363 animais analisados, 48 (13,2%; IC95% = 10,0 — 17,0) animais foram
soropositivos para T. gondii, 93 (25,6%; 1C95%= 21,3 — 30,3) para N. caninum, 216
(59,5%; IC95%-= 54,3 — 64,4) para BoHV-1 e 156 (43,0%; IC95%= 37,9 — 48,1) para
BVDV (Tabela 1). Sessenta e oito (18,7%) animais foram simultaneamente
reagentes ao BoHV-1 e BVDV, 10 (2,8%) ao N. caninum e T. gondii e 42 (11,6%)
animais apresentaram soropositividade a multiplos agentes (Tabela 2). Dos animais
testados, 68 (18,7%) foram soronegativos e 2 (0,6%) sororeagentes aos quatro
agentes.

Dentre as 32 propriedades estudadas, 62,5% (20/32) apresentaram pelo
menos um animal reagente ao T. gondii; 81,3% (26/32) ao N. caninum; 93,8%
(30/32) para o BoHV-1 e 90,6% (29/32) para BVDV. Os titulos de anticorpos contra
0s agentes estudados estdo dispostos na tabela 3. As variaveis significativas
associadas a presenca de anticorpos contra o BoHV-1 foram casos de abortamento
na propriedade, condi¢des das instalacdes e BVDV. Para o BVDV foram associadas
ao risco o aluguel de pasto e BoHV-1, entretanto a presenca de piquetes de paricao
se mostrou como variavel de protecao. A raca holandesa foi associada ao risco de
infeccdo pelo T. gondii. Nenhuma variavel foi significativa para o N. caninum (Tabela
4).

Tabela 1. Soroprevaléncia de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii, Neospora
caninum, Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1) e Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras, de propriedades com problemas reprodutivos,

do noroeste do estado do Parana, segundo o municipio de procedéncia, 2014.

o NO T. gondii ® N. caninum * BoHV-1° BVDV "
Municipios Propriedades
p Reagentes/Total (%)
Alto Piquiri 1 2/13 (15,4) 2/13 (15,4) 13/13 (100) 2/13 (15,4)
Cafezal do Sul 14 16/135 (11,9)  34/135 (25,2) 77/135 (57,0) 62/135 (45,9)
Douradina 3 1/31 (3,2) 9/31 (29,0) 17/31 (54,8) 16/31 (51,6)
Ipora 9 19/113 (16,8)  25/113(22,1) 69/113 (61,1) 51/113 (45,1)
Tapira 5 10/71 (14,1) 23/71 (32,4) 40/71 (56,3) 25/71 (35,2)
TOTAL 32 48/363 (13,2)  93/363 (25,6) 216/363 (59,5) 156/363 (43,0)

a: imunofluorescéncia indireta, b: virus neutralizagéo.
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Tabela 2. Soropositividade para multiplos agentes: Toxoplasma gondii, Neospora

caninum, Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1) e Virus da Diarreia Viral Bovina

(BVDV) em fémeas bovinas leiteiras de propriedades com problemas reprodutivos,

do noroeste do estado do Parana, segundo municipio de procedéncia, 2014.

Dupla Tripla Quadrupla
Municipio N. animais Tg+ Nc Bo+BV Tg+Bo+BV Nc+Bo+BV  Tg+Nc+Bo+BV

Alto Piquiri 13 0 2 0 0 0
Cafezal do Sul 135 3 31 2 6 1
Douradina 31 0 8 0 4 1
Iporéd 113 4 20 2 13 0
Tapira 71 3 7 3 10 0

TOTAL 363 10 -2,8% 68 -18,7% 7-1,9% 33-9,1% 2-0,6%

Tg = Toxoplasma gondii, Nc = Neospora caninum, Bo = BoHV-1 e BV = BVDV

Tabela 3. Titulos de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii, Neospora caninum,

Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1) e Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) em

fémeas bovinas leiteiras, de propriedades com problemas reprodutivos, do noroeste

do estado do Parana, por municipio, 2014.

. Municipio
Agente Titulos AP cs D | T Total (%)
Soropositividade
Toxoplasma gondii 64 2 16 1 19 9 47 (97,9)
256 - - - - 1 1(2,1)
Neospora caninum 50 1 9 2 6 6 24 (25,8)
100 1 8 2 10 3 24 (25,8)
200 - 8 1 5 4 18 (19,4)
400 - 7 2 3 4 16 (17,2)
800 - 2 1 - 5 8 (8,6)
1600 - - 1 1 1 3(3,2)
BoHV-1 2 1 11 3 10 4 29 (13,4)
4 1 13 2 8 9 33 (15,3)
8 1 11 2 11 6 31 (14,4)
16 3 12 9 12 8 44 (20,4)
32 3 15 - 12 7 37 (17,1)
64 4 15 1 16 6 42 (19,4)
BVDV 10 2 8 2 9 3 24 (15,4)
20 - 15 7 13 4 39 (25,0)
40 - 15 2 10 4 31(19,9)
80 - 9 1 9 6 25 (16,0)
160 - 8 2 6 3 19 (12,2)
320 - 7 2 4 5 18 (11,5)

AP = Alto Piquiri; CS = Cafezal do Sul; D = Douradina; | = Ipord; T = Tapira
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Tabela 4. Resultado da andlise das variaveis estudadas associadas a
soropositividade para Toxoplasma gondii, Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1) e
Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) em bovinos leiteiros de 32 propriedades com

problemas reprodutivos do noroeste do estado do Parand, Brasil, 2014.

Variaveis significativas Agente Reagente/Total (%) Valor de p OR (IC 95%)

Raca do rebanho T. gondii
Holandesa 26/144 (18,1) 0,0407 1,97 (1,07 — 3,63)°
Mestico 22/219 (10,1)

Casos de abortamento na BoHV-1

propriedade
Sim 99/134 (73,9) 0,00003 2,70 (1,70 — 4,306) *
N&o 117/229 (51,1)

BVDV BoHV-1
Sim 110/156 (70,6) 0,0003 2,27 (1,46 — 3,53)°
Nao 106/207 (51,2)

Condicéo das instalacdes BoHV-1
Precarias 103/152 (67,8) 0,0089 1,82 (1,15 -2,88)%
Boas 113/211 (53,6)

Piquetes de Paricao BVDV
Sim 24/81 (29,6) 0,0086 0,47 (0,28 - 0,81)"
Nao 132/282 (46,8)

Aluguel de pasto BVDV
Sim 81/147 (55,1) 0,0003 2,24 (1,45 — 3,44)°

N&o 75/212 (35,4)
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DISCUSSAO

Neospora caninum é uma das principais causas de aborto em bovinos em
todo o mundo (DUBEY e SCHARES, 2011; REICHEL et al, 2013). Foram reagentes
ao N. caninum, 25,6% dos animais analisados, sendo 11 com titulo maior que 800,
caracterizando fase aguda da infeccdo. Segundo Dubey, (1999) e Lindsay et al.
(1999), titulos maiores que 800 sdo considerados altos e sugestivos de infeccéo
ativa. Em Israel, Mazuz et al. (2014) observaram que vacas com infeccdo aguda e
titulos iguais a 12.800 apresentaram aumento significativo na proporcao (41,2%) de
aborto em fémeas gestantes.

No presente estudo, 48 fémeas bovinas foram soropositivas para T. gondii,
com titulos ndo superiores a 256. Os baixos titulos encontrados corroboram com 0s
achados de varios pesquisadores (ALBUQUERQUE et al., 2005; SPAGNOL et al.,
2009; COSTA et al., 2011; LUCIANO et al., 2011; FAJARDO et al.,, 2013) e de
acordo com DUBEY, THULLIEZ (1993) sdo sugestivos de infeccBes cronicas. A
baixa prevaléncia do Toxoplasma gondii em relagdo aos demais agentes sugere que
0 protozoario ndo apresenta importancia epidemioldgica nos problemas reprodutivos
das propriedades estudadas.

Dez animais foram reagentes para anticorpos anti-T. gondii e N. caninum.
Ogawa et al. (2005) também relataram a ocorréncia simultanea de anticorpos contra
ambos os coccidios em trabalho desenvolvido em outra regido do estado do Parana.
Embora a presenca de cdes e gatos ndo tenha apresentado associacdo com a
infeccdo aos dois coccideos, a presenca dos hospedeiros definitivos e o fato de
permanecerem soltos nas propriedades pode ter facilitado a disseminacdo e a
permanéncia dos agentes nas propriedades.

A exposicdo aos agentes virais BoHV-1 e BVDV foi observada em 18,7% dos
animais analisados. Headley et al. (2014) testaram o soro de 17 vacas para a
presenca de anticorpos contra BoHV-1 e BVDV para avaliar a causa de mortalidade
observada no Norte do Parana e observaram que todas as amostras apresentaram
anticorpos para BoHV-1, quatro para BVDV e em 23,5% (4/17) dos animais
analisados foram soropositivos aos dois agentes estudados.

A multipla exposicdo a virus e protozoarios foram observadas nesse estudo,
sendo as mais frequentes entre o N. caninum, BoHV-1 e BVDV com 31 (9,1%)

animais sororeagentes. O fato do N. caninum ser considerado um agente patogénico
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primério, o BoHV-1 estabelecer infeccdo latente em ganglios sensoriais sendo
reativado em condi¢cbes de estresse ou tratamentos com corticoides e o BVDV
desencadear efeito imunossupressor, parece favorecer a ocorréncia de infeccao
mista (RINALDI et al.,, 2007; ACKERMANN, PETERHANS, WYLER, 1982;
HOLLAND et al., 1993). Embora nao tenha havido associagdo significativa entre a
positividade de anticorpos anti-N. caninum, BoHV-1 e BVDV, infeccGes simultaneas
podem agravar a neosporose.

As soroprevaléncias para N. caninum, BoHV-1 e BVDV foram
respectivamente 25,6%, 59,5% e 43,0%. Mineo et al. (2006) observaram 16,9% de
soropositividade ao N. caninum, 74,8% ao BoHV-1 e 58,4% ao BVDV quando
estudaram os trés agentes em 243 vacas de dois rebanhos leiteiros de Minas Gerais
com problemas reprodutivos. Esses valores sdo considerados proximos aos
resultados obtidos mesmo sendo obtidos em regides diferentes de criacdo. Waldner
et al. (2005) encontraram no Canada 5,2%, 20,4% e 91,8% de soropositividade ao
N. caninum, BoHV-1 e BVDV respectivamente, valores bem diversos dos
encontrados no Brasil.

Dos animais testados, 68 (18,7%) foram soronegativos a todos os agentes e
dois (0,6%) foram sororeagentes aos quatro agentes estudados. A infeccdo mista
pelo T. gondi, BoHV-1 e BVDV ocorreu em 7 animais (1,9%) dos animais. O
presente trabalho foi o primeiro que investigou a soropositividade de bovinos ao
BoHV-1, BVDV, N. caninum e T. gondii

A prevaléncia por propriedade nesse trabalho evidencia que 93,8% foram
positivas para o BoHV-1, 90,6% para BVDV sendo que todas as positivas para
BVDV também eram para o BoHV-1. Esse resultado mostra que ambos 0s virus
encontram-se disseminados na regido estudada. Resultados similares foram
encontrados por Poletto et al. (2004) ao analisarem 28 propriedades de bovinos
leiteiros do Rio Grande do Sul ao encontrarem 26 (92,86%) propriedades positivas
para BoHV-1 e 19 (67,86%) para BVDV.

A identificacdo de fatores associados a infeccdo pelos agentes estudados é
essencial para a adocdo de métodos eficientes de manejo de animais de producéo,
para o controle e prevencdo de doencas reprodutivas no rebanho. Nesse estudo, as
variaveis natimortalidade, repeticdo de cio, auséncia de cio, aborto e neonato
debilitado ndo foram associadas a positividade de anticorpos anti-Neospora

caninum. Entretanto, Dubey, Lindsay (1996), afirmaram que a neosporose pode
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causar mumificacdo fetal, natimortos e nascimento de bezerros doentes ou
clinicamente normais, porém infectados. A principal forma de transmissdo é a
vertical que pode culminar no nascimento de bezerros clinicamente higidos, porém
infectados pelo N. caninum (BUXTON; MCALLISTER; DUBEY, 2002).

Ogawa et al. (2005) também n&o observaram diferenca estatistica significativa
na associacdo entre a sorologia do N. caninum e as variaveis relacionadas ao
manejo, problemas reprodutivos, alimentacdo, presenca de caes, gatos e roedores
nas propriedades. Entretanto, Silva et al. (2008) encontraram associacao da infec¢ao
com as variaveis auséncia de assisténcia veterinaria, estado nutricional precario,
presenca de instalacdes alagadicas, manuseio do feto abortado, destino das vacas
gue abortaram, historico de aborto e época do aborto.

Para a presenca de anticorpos anti-T. gondii somente a variavel raca foi
significativa, sendo que animais da raga Holandesa foram mais prevalentes
(OR=1,97); resultado semelhante (OR=2,11) foi observado no norte do Estado do
Parana por Garcia et al. (1999). Oliveira, Costa e Sabatini, (2001), descreveram
maior sensibilidade dos animais Bos taurus, em relagdo ao B. indicus e Bubalis
bubalis, quando inoculados com oocistos esporulados de T. gondii. No presente
estudo 100% das propriedades possuiam gatos criados soltos, ndo sendo possivel
observar diferencas estatisticas. Albuquerque et al. (2011) também n&do associaram
a presenca de gatos ao risco de infeccao pelo T. gondii.

A complicacdo reprodutiva mais comum provocada pelo BoHV-1 nos animais
imunodeprimidos € o abortamento e a morte embrionaria (MILLER, 1991). A alta
prevaléncia do BoHV-1 nos animais avaliados (59,5%) indica que o virus esta
amplamente distribuido e por isso a variavel casos de abortamento na propriedade
foi associada a positividade ao BoHV-1 (p=0,00003). Dias et al. (2008) encontraram
0 mesmo resultado quando estudaram bovinos do Oeste do Paran4, regido proxima
a do presente estudo. Em Sao Paulo, Junqueira et al. (2006) analisaram 208 vacas
de corte e obtiveram 68,3% de soropositividade com 18,6% de abortamentos e
sugeriram a provavel participacdo do BoHV-1 no baixo desempenho reprodutivo do
rebanho avaliado. Esses estudos reforcam a necessidade de investigar a presenca
desse virus devendo constar no diagnadstico diferencial de problemas reprodutivos.

A variavel relacionada as condi¢des das instalacdes zootécnicas disponiveis
aos bovinos foi analisada e os animais de propriedades que apresentaram

instalacdes em condi¢cdes precarias apresentaram 1,87 mais chance de infeccao
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pelo BoHV-1. Provavelmente pelo fato que condi¢cdes precarias causem estresse
nos animais permitindo a reativacdo do virus BoHV-1 que estavam latentes em
ganglios sensoriais, a reexcrecdo e a transmissdo para animais susceptiveis
(ACKERMANN, PETERHANS, WYLER, 1982). Além disso, existe a dificuldade em
fazer uma higienizagdo eficiente nessas instalagdes. Carbonero et al.,, 2011
encontrou limpeza de instalacées com fator de prote¢cdo ao BoHV-1.

Os animais de propriedades que alugavam pasto (OR = 2,24) tiveram maior
chance de se infectar pelo BVDV. Sabe-se que a transmissdo horizontal do BVDV
ocorre por contato direto e/ou indireto com secrecdes contaminadas (BROCK et al.
1991, HOUE 1995). A presenca de piquetes de paricdo na propriedade confere
protecdo aos animais (OR = 0,47). Provavelmente pelo fato de restringir a area de
contaminagcdo que poderia ocorrer ao nascer um animal Pl. Arenhart et al. (2009)
mostraram que bezerros Pl experimentalmente produzidos, excretam o virus
continuamente nas secrecdes ocular, oral, nasal e genital. Assim, o intercambio de
animais entre propriedades pode favorecer o contato entre susceptiveis e infectados
e a manutencao desses animais em area delimitada diminuiria o risco de infec¢ao.

Na andlise estatistica a presenca de BoHV-1 foi associada ao risco da
infecgcdo por BVDV. Raaperi et al. (2010) encontraram resultados semelhantes ao
estudarem bovinos leiteiros da Estonia. O fato de ambas as doengas apresentarem
vias de transmissao similares tanto direta quanto indiretamente, pode explicar essa
associacdo (ENGELS, ACKERMANN, 1996; HOUE 1995, BAKER, 1995). Além
disso, o BVDV desencadeia um efeito imunossupressor no organismo e possibilita a
infeccdo por outros microorganismos patogénicos, além do agravamento dos sinais
clinicos (HOLLAND et al., 1993). Analisando as propriedades, observou-se que 81%
delas compravam bovinos para a reproducdo, porém nédo realizavam a quarentena,
fato que também pode explicar a ampla prevaléncia encontrada aos dois agentes
virais no presente trabalho. O periodo de quarentena ideal para a prevencao de
BoHV-1 é de 4 semanas (OIE, 2010).

Del Fava et al. (2003) implantaram um programa sanitario em um rebanho
bovino leiteiro, com medidas preventivas para o controle de transito de bovinos,
inseminacao artificial com sémen livre de patdégenos e monitoramento semestral de
algumas enfermidades. Isso possibilitou a prevencédo de IBR e BVDV nos animais,

durante os seis anos de monitoramento.
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A alta soroprevaléncia das propriedades e dos animais aos agentes
estudados e a presenca concomitante de anticorpos anti-T. gondii, N. caninum,
BoHV-1 e BVDV demonstra que esses agentes infecciosos estdo disseminados nas
propriedades da regido estudada. A presenca de animais soropositivos a trés dos
principais e mais reconhecidos microorganismos implicados em doencas
reprodutivas em bovinos, sugere a possivel relacdo com os problemas reprodutivos
observados em bovinos leiteiros de propriedades da regido Noroeste do estado do
Parana.

Os resultados do presente estudo evidenciaram que falhas importantes de
estrutura das propriedades além do manejo sanitario, reprodutivo e de criacdo foram
fundamentais para a manutencdo dos multiplos agentes no ambiente e a exposicao
dos animais susceptiveis a eles. As informacfes obtidas permitem dizer que o
controle de transito de bovinos, caes e gatos nas propriedades, a criagao e melhoria
das instalacbes, a quarentena com o0 monitoramento semestral dessas
enfermidades, possibilitaria a prevencdo dos agentes estudados, a melhoria da
reproducdo no rebanho bovino leiteiro e consequentemente, o aumento da

produtividade.
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CONCLUSAO

A baixa prevaléncia do Toxoplasma gondii em relagdo aos demais agentes
sugere que o protozoario ndo apresenta importancia epidemioldgica nos problemas
reprodutivos das propriedades estudadas. Observou-se no presente estudo a
multipla exposi¢do a virus e protozoarios, sendo as maiores e mais frequentes
soropositividades foram relacionadas ao Neospora caninum, BoHV-1e BVDV nas 32
propriedades estudadas.

A presenca de animais soropositivos a trés dos principais e mais
reconhecidos microorganismos implicados em doencas reprodutivas em bovinos,
revelam a precariedade do manejo e nas condi¢cdes sanitarias, que favoreceram a
presenca e a permanéncia de animais sororeagentes nas propriedades. A atencao
ao manejo sanitario e reprodutivo mostrou ser essencial para o controle dos agentes

estudados,
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APENDICE A — Questionario Epidemiolégico

PROPRIEDADE: NUMERO: DATA: | |
ENTREVISTADOR:

. Manejo do rebanho: ( )confinado () semi confinado

. Compra de bovinos para reproducéo: () sim ( )n&o

. Apds a compra de animais os mesmo ficam em quarentena? ( ) sim ( ) ndo

. H& corregol/ rio/ lago proximo (até 300m) a propriedade: ( ) sim ( ) ndo

. Presenca de cées e gatos na propriedade: ( ) sim ( ) ndo

. Cées elou gatos sao criados como: ( )solto ( )canil/gatil

. Ha presenca de cées ou gatos errantes (vizinho) na propriedade: ( ) sim ( ) ndo
8. Ha animais silvestres na propriedade: ( ) sim ( ) ndo

9.Quais construgdes ha na propriedade para o gado: ( )curral ( ) cercado

10. Tem cocho para o sal mineral: ( ) sim ( ) ndo

11. As construcdes das construgcdes para os bovinos séo: ( ) boas ( ) precarias
12. Qual a fonte de &gua utilizada para os animais: ( ) rede publica ( ) poco ( )mina
13. A propriedade compartilha a fonte de agua com os vizinhos: ( ) sim ( ) ndo

14. Raga predominante do rebanho bovino: ( ) holandés ( )zebu ( )mestico

15. Ha trocas de animais: ( ) sim ( ) ndo

16. Frequéncia dos problemas reprodutivos: ( )primeira ( )segunda ( )terceira
( )todas ( )nenhuma ( )ndo sabe

17. Indique quais casos ja ocorreram no rebanho bovino:

a. Aborto

b. Repeticdo de cio

c. Auséncia de cio

d. Recém nato debilitado
e. Natimorto

N o ok WODN R

18. Deixa produtos de abortos nas pastagens: ( ) sim ( ) ndo

19. Presenca de piquetes de pari¢cdo: ( ) sim ( ) ndo

20. Aluga pasto a propriedade: ( ) sim ( ) ndo

21. Utiliza inseminacao artificial: ( ) sim ( ) n&o

22. Abate animais (qualquer espécie) na propriedade: ( ) sim ( ) ndo

23. Contato dos bovinos com outros bovinos de outras propriedades: ( ) sim ( ) ndo
24. Contato dos bovinos com outra espécie animal: ( ) sim ( ) ndo Qual?
25. Alimentacao volumosa é: ( ) pastagem ( )feno ( )silagem

26. A propriedade recebe assisténcia veterinaria: ( ) sim ( ) ndo

27. Tem roedores na propriedade: ( ) sim ( ) ndo Local:

28. Contato dos bovinos com cées: ( ) sim ( ) ndo

29. Contato dos bovinos com gatos: ( ) sim ( ) ndo

30. Contato dos bovinos com suinos: ( ) sim ( ) ndo

31. Contato dos bovinos com equinos: ( ) sim ( ) ndo
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