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DIAS, J.A. Prevaléncia e fatores de risco associados ao herpesvirus bovino 1 (BoHV-1)
em rebanhos bovinos do estado do Parana. 2008. 103f. Tese (Doutorado em Ciéncia
Animal, area de concentracdo em Sanidade Animal) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2008.

RESUMO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), agente etiologico da Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(IBR), ¢ considerado um dos principais patdégenos de bovinos sendo responsavel por grandes
prejuizos econdmicos a exploracdo pecuaria. Estudos sorologicos e etioldgicos revelaram a
presenga ¢ alta freqiiéncia da enfermidade em rebanhos de grande parte do pais, entretanto a
situagdo epidemioldgica da doenga no Estado do Paranad ndo estd totalmente elucidada. O
objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia e os fatores de risco associados ao BoHV-1
no estado do Parand, destacando a regido oeste (NR Cascavel e Toledo), que envolve o
circuito produtor em maior desenvolvimento do estado. O delineamento estatistico, amostras
de soro e informagdes referentes as propriedades foram as empregadas para o estudo da
brucelose bovina no Estado do Parana dentro do contexto do Programa Nacional de Controle
e Erradicacao da Brucelose ¢ Tuberculose. Para o estado, foram avaliadas 14.083 fémeas com
idade igual ou superior a 24 meses provenientes de 2018 rebanhos ndo vacinados contra o
BoHV-1. Na regido oeste, foram avaliadas 1930 fémeas com idade igual ou superior a 24
meses provenientes de 295 rebanhos ndo vacinados. Para o diagnostico sorolégico da infecgao
pelo BoHV-1 foi utilizado um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. Em cada
propriedade foi aplicado um questionario epidemiologico, a fim de obter informacdes sobre
tipologia e praticas de manejo empregadas. A prevaléncia de propriedades e animais do
estado foi de 71,30% [69,29-73,32%] e 59,02% [56,19-61,85%], respectivamente e as
varidveis associadas a infec¢do pelo BoHV-1 na analise de regressao logistica multivariada
foram: 1) exploragdo de corte (OR=1,58; IC: 1,12-2,23); ii) compra de reprodutores
(OR=1,90; IC: 1,52-2,37); iii) monta natural (OR=1,48; IC: 1,02-2,14); iv) aluguel de pasto
(OR=2,24; IC: 1,51-3,33); v) presenga de piquete de paricdo (OR=1,56; IC: 1,20-2,03); vi)
historico de aborto nos ultimos 12 meses (OR=1,45; IC: 1,08-1,95). Na regido oeste, a
prevaléncia de rebanhos foi de 64,41% (I.C.95% = 58,65-69,87%) e as varidveis consideradas
fatores de risco para a infec¢do pelo BoHV-1 na andlise de regressao logistica multivariada
foram: i) numero (> 23) fémeas com idade > 24 meses (OR=2,22; IC: 1,094,51); ii) compra
de reprodutores (OR=2,68; IC: 1,48-4,82); ii1) uso de pastagens comuns (OR=5,93; IC: 1,31-
26,82); iv) histérico de abortamento nos ultimos 12 meses (OR=2,37; IC: 1,09-5,16); v)
presenca de animais silvestres (OR=8,86; IC: 1,11-70,73). Estes resultados indicam que a
infeccdo pelo BoHV-1 estd amplamente distribuida no estado do Parand e que fatores
relacionados as caracteristicas das propriedades e ao manejo estdo associados a infeccao.

Palavras-chave: Prevaléncia. Epidemiologia. Fator de risco. Herpesvirus bovino 1. ELISA
indireto.



DIAS, JA. Prevalence and risk factors for bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) in cattle
herds in Parana State. 2008. 103p. Thesis (Doctorate Degree in Animal Science) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2008.

ABSTRACT

Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1), is the etiological agent of infectious rhinotracheitis (IBR)
and an important pathogen of cattle that is responsible for economics losses to the cattle
industry. Serological and etiological studies demonstrated the presence and the high
frequency of the disease in herds in most of the country, however the epidemiologic situation
in Parana State is not fully described. The aim of this study was to estimate the prevalence
and to identify the risk factors for BoHV-1 infection in breeding cattle herds in the Parana
State and Western region (regional administration of Cascavel and Toledo), which include the
fast developing livestock regions. The study design, the blood samples and the information on
selected farms, were the same applied to the survey of bovine brucellosis in Parana, witthin
the context of National Program for Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis.
For the whole of Parana State, 14,083 females aged > 24 months were tested, from 2,018
nonvaccinated herds. For the West region, 1930 females aged > 24 months were tested, from
295 nonvaccinated herds. Blood samples were tested for antibodies against BoHV-1 using an
indirect ELISA. An epidemiological questionnaire was applied to all sampled farms. Herd and
animal seroprevalence in Parana State were 71.30% [69.29-73.32%] and 59.02% [56.19-
61.85%], respectively. Herds of beef cattle (OR=1.58; IC: 1.12-2.23), natural breeding
(OR=1.48; IC: 1.02-2.14), purchase of animals (OR=1.90; IC: 1.52-2.37), the rent of pasture
(OR=2.24; IC: 1.51-3.33), existence of calving pens (OR=1.56; IC: 1.20-2.03) and history of
abortion in the last 12 months (OR=1,45; IC: 1.08-1.95) were identified as risk factors for
BoHV-1 infection in the multivariate logistic regression. In West region, the prevalence of
positive herds was 64.41% [58.65-69.87%] and variables identified as risk factors for BoHV-
1 infection were the number (> 23) of females aged 24 months (OR=2.22; IC: 1.09-4.51),
purchased cattle (OR=2.68; IC: 1.48-4.82), use of common grass (OR=5.93; IC: 1.31-26.82),
history of abortion in the last 12 months (OR=2.37; IC: 1.09-5.16) and presence of wildlife
animals (OR=8.86; IC: 1.11-70.73). These results indicate that BoHV-1 infection is
widespread in Parana State and that factors related to the herd characteristic and management
are associated with the infection.

Keywords: Prevalence. Epidemiology. Risk factors. Bovine herpesvirus 1. Indirect ELISA.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 ETIOLOGIA

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), agente etiologico da Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR), ¢ um dos principais patégenos de bovinos, responsavel por
consideraveis perdas economicas em rebanhos de corte e de leite (SMITH et al., 1995; Van
OIRSCHOT, 1998).

O BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae
e ¢ subdividido nos subtipos BoHV-1.1, isolados de problemas respiratorios, reprodutivos e
conjuntivites, ¢ BoHV-1.2, mais freqlientemente isolados em infecgdes genitais
(vulvovaginite/balanopostite pustular infecciosa-IPV/BPV) (METZLER et al.,, 1985;
MAGYAR et al. 1993).

A particula viral apresenta entre 70 a 110 nm de diametro e ¢ constituida por
capsideo icosaédrico, envelope glicoproteico e genoma DNA fita dupla linear (FENNER,
1987). O envelope viral ¢ constituido por glicoproteinas que desempenham fungdes vitais no
processo de infec¢do viral, mediando os processos de reconhecimento e adsor¢do as células
alvo, penetrac¢ao do virion, fusdo e disseminagao do virus célula a célula em cultivos celulares
(ROIZMAN, 1996).

Dez glicoproteinas foram descritas e sao denominadas gB, gC, gD, gE, ¢l,
gH, gL, gG, gK e gM, que se diferenciam em suas propriedades antigénicas, moleculares e
bioldgicas. As glicoproteinas gB, gD e, provavelmente, a gH, gK e gL s3o essenciais para a
replicagdo dos alfaherpesvirus em cultivo celular. As glicoproteinas gC, gG, gl e gE sao
dispensaveis para o ciclo replicativo em cultivo, mas desempenham fung¢des importantes nas
interagdes com o hospedeiro e, provavelmente, sdo necessarias a sobrevivéncia do virus na
natureza. A gC ¢ a glicoproteina mais abundante do envelope e ¢ altamente imunogénica,
forma protusdes na superficie do virion e parece estar envolvida na ligacdo do virus com os
receptores celulares.

A replicagdo viral ocorre no nucleo celular. A maturagdo envolve a
encapsidacdo do DNA no interior do nucleocapsideo, seguida pela aquisi¢do do envelope
durante o processo de brotamento. A producao da progénie viral infecciosa ¢ acompanhada

pela lise da célula infectada (ROIZMAN et al. 1992; FENNER et al., 1993).
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1.2 SINAIS CLINICOS E LESOES

Os virus pertencentes a subfamilia Alphaherpesvirinae se caracterizam por
apresentar rapido ciclo de replicagdo celular. Em conseqiiéncia, lesdes necrdticas sdo
produzidas, particularmente na pele e mucosas do trato respiratério e genital (Van
ENGELENBURG et al., 1995). A gravidade da doenca causada pelo BoHV-1 ¢ influenciada
por fatores como a viruléncia da estirpe (JIANG et al., 1998), a resisténcia do hospedeiro,
especialmente a idade, e o potencial para infec¢des bacterianas intercorrentes (MUYLKENS
et al., 2007).

As infecgdes sistémicas sdo mais freqlientes em animais jovens, desprovidos
de imunidade passiva, e comprometem principalmente o trato respiratério e digestivo. As
lesdes observadas no trato digestivo em neonatos incluem glossites, esofagites ¢ rumenite
necrosante aguda, podendo levar a morte em 4-5 dias (MUYLKENS et al., 2007).

A forma respiratéria caracteriza-se por aumento da temperatura corporal,
hiperemia das mucosas, rinite, dispnéia, corrimento nasal seroso, lesdes erosivas na mucosa
nasal e, ocasionalmente, pneumonia. A taxa de letalidade ¢ baixa, no entanto podem ocorrer
complicagdes em decorréncia de infecgdes bacterianas secundarias ou de outras infec¢des
virais superpostas (KARHS 1977, WYLER et al. 1989). A conjuntivite causada pelo BoHV-1,
geralmente associada a forma respiratdria, caracteriza-se por secre¢do ocular profusa
inicialmente serosa e com evolugdo a mucopurulenta, além de opacidade da coérnea.
Ocasionalmente, puastulas e placas de material necrdtico sdo observadas na conjuntiva. A
evolucdo ¢ de 5 a 10 dias (RIET-CORREA et al., 1996).

A viremia (célula associada) em fémeas prenhes pode acarretar a
transferéncia transplacentaria do virus desencadeando uma série de distarbios reprodutivos
caracterizados por mortalidade embriondria (precoce e tardia), natimortalidade e infertilidade
(FENNER, 1987)

A forma genital em fémeas manifesta-se clinicamente com o aparecimento
de pequenas vesiculas de 1 a 2 mm de didametro que evoluem para pustulas e erosdes
localizadas na vulva e vagina. O epitélio vulvar apresenta-se edemaciado, hiperémico e com
secre¢do que pode se tornar mucopurulenta devido a contaminagao bacteriana secundaria. Em
touros, lesdes similares sdo encontradas no prepucio e pénis (GIBBS; RWWEYEMANN
1977; WYLER et al. 1989). Embora a infec¢ao causada pelo BoHV-1.2 seja restrita a 6rgaos
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genitais, foram descritas infecgdes mais graves evoluindo para orquites em touros e

endometrites em vacas (GIBBS et al., 1977).

1.3 TRANSMISSAO

A transmissdo do BoHV-1 pode ocorrer por inalagdo de aerossodis
contaminados ou por contato direto com secre¢des nasais de animais infectados. Ambas as
formas de transmissdo sdo consideradas importantes na disseminagdo do virus em rebanhos
criados sob condi¢des confinadas (Van DONKERSGOED; BABIUK 1991). A transmissao
indireta ocorre principalmente pela ingestdo de dgua e alimentos contaminados e pelo uso, nas
coletas de sémen, de vaginas artificiais contaminadas (ENGELS; ACKERMANN 1996).

Outra forma de transmissao ¢ a venérea, pela monta natural e/ou
inseminacdo artificial (IA) onde, nesta ultima, o sémen desempenha papel fundamental na
cadeia epidemiologica (PHILPOTT 1993). O sémen geralmente ¢ contaminado durante a
ejaculagdo, por contato com o virus presente na mucosa prepucial. Varios estudos
demonstram que muitos patdogenos presentes no s€émen podem manter-se viaveis frente ao
processo de congelamento, tornando a pratica da IA uma possivel veiculadora de doengas no
rebanho (EAGLESOME; GARCIA 1992). A TIA de vacas com sémen contaminado pelo
BHV-1 reduz a taxa de concepcdo e pode causar infertilidade, endometrite, aborto ¢ o
desenvolvimento anormal do feto (ELAZHARY et al., 1980; WYLER et al., 1989).

Membros da subfamilia Alphaherpesvirinae caracterizam-se pela habilidade
em estabelecer laténcia em ganglios de nervos sensoriais, principalmente os ganglios
trigémeos. A auséncia de replicacdo viral resulta na auséncia de sinais clinicos, caracterizando
uma infec¢do subclinica de dificil detec¢do. Os herpesvirus podem ser reativados quando os
animais sdo submetidos a fatores estressantes (ROCK, 1994; COLODEL et al., 2002),
resultando na retomada da replicacdo litica nos neurdnios hospedeiros e produ¢do da progénie
viral com reexcrecdo de particulas infecciosas (CERQUEIRA et al., 2000; VIEIRA et al.,
2003).

Novas progénies virais sdo eliminadas em altos titulos e sdo responsaveis
pela alta disseminagdo da doenca no rebanho. A taxa bésica de reproducdo (RO), que
descreve a dinamica da doenga na populagdo, e ¢ definida como a média de casos secundarios

gerados a partir de um caso primario em uma populagdo totalmente susceptivel de densidade
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definida, foi estimada experimentalmente em pelo menos sete em rebanhos leiteiro,

demonstrando a rapida difusdao do virus na populagdo estudado (HAGE et al. 1996).

1.4 EPIDEMIOLOGIA

A IBR foi descrita pela primeira vez por Miller et al. (1955) nos EUA e o
primeiro isolamento foi realizado neste mesmo pais em 1956, a partir de animais
apresentando doenca respiratoria (MADIN et al.,, 1956). A doenga apresenta ampla
distribuicao (KAHRS, 1977, PORTERFIELD, 1989; WEIBLEN et al.,, 1992) ¢ alta
freqliéncia em rebanhos bovinos de todo o mundo (MICKELSEN; EVERMANN, 1994).

Na Europa, alguns paises caracterizados por pequenos rebanhos e baixa
prevaléncia da infeccao obtiveram a condigdo de livres com a implantacdo de programas de
erradicacio (ACKERMANN et al, 2006). Paises como a Bé¢lgica, Holanda e Italia
caracterizados pela alta freqiiéncia de BoHV-1 estabeleceram medidas de controle baseadas
na utilizagdo de vacinas (ACKERMANN et al., 20006).

Na América do Sul, estudos envolvendo a epidemiologia do BoHV-1, tém
demonstrado que a freqiiéncia de animais sororreagentes varia de 13 a 68% (ROEHE et al.
1998). No Brasil, a doenga foi primeiramente detectada em 1963 em um levantamento
sorologico no Estado da Bahia e, posteriormente, estudos soroldgicos e etiologicos revelaram
a presenca ¢ alta freqiiéncia da enfermidade em rebanhos de grande parte do pais. A situagao
epidemioldgica ¢ variavel nos estados, com freqiiéncias de animais sororreagentes ao BoHV-1
variando entre 18,8% e 96,01% (Quadro 1). A interpretagdo desses resultados deve considerar
a populacdo avaliada, caracteristicas dos testes de diagnostico e a presenca de delineamento
experimental no estudo. Fatores como a posicdo geografica e caracteristicas de manejo
também devem ser considerados nas diferencas regionais de incidéncia e prevaléncia do
BoHV-1 (MUYLKENS et al. 2007). O resumo das freqiiéncias de BoHV-1 encontradas em

estudos e diagndsticos de rotina realizados no Brasil esta apresentado no Quadro 1.



Fropriedade: pos'n {(%0)~

MT 3551/ 2668 (75,2) ==

Lacal Ang Procedéncia Tecmica Auter
Amnimais pes/m {%8)7F
Sd0 Paulo 1981 Bovines 5M 162 /384 (42,18)*" Muller et al. (1981)
Fio Grande do Sul 1986 Bovinos provenientes de 19 nmmmicipios SM 430 /526 (B81.75)* Puavazzalo etal (1988)
MG 210/ 317 (66,24)**
Varios estados 1980 Bovinos de oito zonas fisiograficas HAP GO 48 / 56 (85, T)** Anmmcisgio et al (1989)
BRI 22/27 (B15)**
SP 1206 / 2967 (43.6) =+
PR 96 /439 (19.7)%*
1988 MG 113 /210 (53 ,8)*
i Bovinos —
Vanos estados - SM RGS 66 /84 (70, 2)** Pituco etal. (1993}
Amostra de demanda
1902 M5 3B /71 (53.5)*
BI31/49 (63.2)*
BA 17/20 (85)*
Amosiras de 90 mumicipios distribuidos 371/ 685 (54.5)*
Rio Grande do Sul | 1995 5M Lovato etal (1985)
am @ bacias leiteiras 1496/ 7956 (18,8)*+
Febanhos da Regido Sul com histérico 8D/ 112 {713)*
Rio Grande do Sul | 1995 5M WVidor etal. (1995)
de problemas reprodutivos T4T /2341 (31.9)*
Bovinos provenientes de 18 rebanhos e
Pemambuco 1205 & mumnicipios da regiio agresta 5M 194 /282 (69 5)** Silva etal. (1993)
meridional
) Bovinos provenientes de propriedades 16 /24 (66,7)*
Parana 1207 . 5M Barros Filhe et al. {1997)
do municipio de Palotina 65 / 240 27,1)=
SeIgipe 1207 Bovinos de matadouro SM 98 /102 (B6,01)" Melo et al. (1997)
1988 i
X Bovinos com historico de problemas
Varios estados - M 11.162 /30151 (37)** Del fava & Pituco (1998)
mprodotives
1897
i Touros de centrais de inseminagio
Virios estados 1908 5M 95 /131 (72,5)%= Pimco (1998)
arificial - SP-MG-RGS
DR (6742)*
ME (B6,08)*
i Bovines provenisntes de 56 Eliza MG (57 43)%
Varios Estados 1200 Richizenhzin et al. (1999)
propriedades de corte & leite (Herdcheck) | SP (68,65)**
BT (76,54)%=
BAGE (45,91
Corte 1818 (10:0) *
Rebanhos de corte e leite com histonico 131 /258 (50,8) **
Parana 1205 | de problemas reprodutivos provenisntes 5M Medici et al (2000)
de 30 municipios Leite 57743 (90.5)*
400 /07T (41,90
PR 6519/ 12430 (52 4) ++
1905 X
Bovinos com historico de problemas GO 3563 (4821 (73,9) *+
i - 5M Takiuchi et al. (2001}
Vanos estados 2001 reprodutivos NS 2006 /4188 (60.4) **

Quadro 1 — Resumo dos estudos sorologicos regionais para o diagnostico do BoHV-1 realizados no

Brasil.
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O conhecimento das propriedades do BoHV-1, manifestagdes clinicas,
formas de transmissao e hospedeiros susceptiveis, ¢ essencial para identificagdo de variaveis
que possam estar envolvidas com a introdug@o e manutengdo do virus no rebanho. Com base
em levantamentos soroldgicos, estudos tém sido realizados com o objetivo de identificar os
fatores de risco associados a soropositividade ao BoHV-1.

Embora bovinos de todas as idades e ragas sejam susceptiveis ao BoHV-1, a
infeccdo ¢ mais freqiiente em animais acima de 6 meses de acordo com resultados descritos
por Silva et al. (1995), McDermott et al. (1997), Hage et al. (1998), Melo et al. (2002), Solis-
Calderon et al. (2003) e Barbosa et al. (2005). Van Donkersgoed et al. (1991) e McDermott et
al. (1997) reportaram que associagdo entre idade e infec¢do pelo BoHV-1 provavelmente
ocorra devido ao maior tempo de exposi¢cdo ao virus em animais mais velhos.

Caracteristicas do rebanho, como tamanho e densidade populacional, sao
descritos como fatores de risco para o BoHV-1 (McDERMOTT et al., 1997; MILLER et al.,
2001; SOLIS-CALDERON et al., 2003). A associagdao entre o tamanho do rebanho ¢ a
soropositividade para o BoHV-1 pode ser atribuida a outras variaveis, fortemente relacionadas
com o tamanho de rebanho, como a freqliéncia de compra de animais, participacdo em
eventos agropecudrios, visitas profissionais e presenga de trabalhadores regulares e
temporarios nas propriedades (Van SCHAIK et al., 1998; Van SHAIK et al., 2002).

Varios autores citam a compra de animais em periodo de incubagdo ou nas
fases aguda ou latente da infec¢do pelo virus como principal fator de introdu¢do do BoHV-1
no rebanho (MSOLLA et al., 1981; PASTORET et al., 1982). Van Schaik et al. (1998)
estudando os fatores de risco para introdu¢ao do BoHV-1 em rebanhos leiteiros da Holanda,
demonstraram que propriedades que compravam animais teriam 3,5 vezes maior
probabilidade de serem positivas que propriedades fechadas, considerando uma média de
compra de 4,5 animais por ano. Boelaert et al. (2005) identificaram que a interagdo dos
fatores tamanho do rebanho e compra de animais foi associada a soropositividade ao BoHV-1
em rebanhos da Bélgica.

A distancia entre propriedades foi considerada fator de risco no estudo
realizado por Van Shaik et al (1998), que relataram que o risco relacionado a esse fator pode
ser atribuido a varidaveis como: correntes de ar, visitas de vizinhos e criangas, contato com
outros animais (cdes, gatos, ratos etc.) e entre bovinos de propriedades vizinhas. Embora a
transmissdo interespécie ndo seja considerada importante na disseminag¢do do virus, outras
espécies animais podem atuar como possiveis reservatorios. Estudos experimentais

demonstram que o BoHV-1 ¢ capaz de infectar ovinos e caprinos e estabelecer infecgao
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latente em ganglios trig€meos, e a reativacdo viral pode ocorrer quando os animais sao
submetidos a tratamentos com corticéides (WAFULA et al., 1995; ENGELS et al., 1992; SIX
et al., 2001). Cervideos inoculados experimentalmente com o BoHV-1 apresentaram quadros
respiratdrios e eliminacdo intermitente do virus em animais imunodeprimidos (THORSEN et

al., 1977).

1.5 CONTROLE E PROFILAXIA

Os objetivos do controle da infec¢do pelo BoHV-1 envolvem a redugdo do
impacto clinico e a prevengao da transmissao viral (MUYLKENS et al., 2007).

Membros da subfamilia Alphaherpesvirinae caracterizam-se pela habilidade
em estabelecer laténcia e a reativagdo da replicacdao litica apresenta grande importancia
epidemioldgica, sendo responsavel pela manutencdo do BoHV-1 na populagdo bovina. A
infeccdo de novas geragdes de bovinos a partir de portadores latentes ocorre quando estes sao
submetidos a determinadas condi¢des como parto, transporte ou introdugdo de novilhas dentro
de um grupo de vacas adultas.

Considerando a situacdo epidemioldgica do virus, as medidas de controle
podem se basear no controle da manifestacao clinica ou eliminagdo da infec¢do no rebanho.
Medidas sanitarias associadas a imunoprofilaxia sdo elementos importantes para o controle da
infeccdo, em regides de alta prevaléncia. Estratégias de controle sao definidas com o objetivo
de restringir a introdu¢do da doenca no rebanho e envolvem a realizagdo de testes sorologicos
e quarentena dos animais introduzidos. O contato direto e indireto com bovinos originados de
rebanhos que possuem histdrico sanitario desconhecido deve ser evitado (BOELAERT et al.,
2005).

O controle das partidas de sémen de touros reprodutores em centrais de
inseminagdo apresenta grande importancia, devido ao potencial de distribuicdo de partidas em
propriedades que utilizam a Inseminagdo Artificial e também pelas condigdes de
armazenamento do s€émen que favorece a conservagao do virus (ROCHA et al. 1999). Deve
ser considerado que a eliminacdo do BoHV-1 pelo sémen pode ser intermitente e que o virus

pode ser isolado de bovinos soronegativos (HUCK, 1971; XIA et al., 1995; GEE et al., 1996).
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1.5.1 Vacinas

Diferentes tipos de vacinas contra o BoHV-1 estdo licenciadas para uso
veterindrio: vivas modificadas ou atenuadas, inativadas, de subunidade, DNA e vacinas por
vetores virais.

Vacinas vivas contém estirpes atenuadas do virus que sdo capazes de se
replicar no hospedeiro (Van OIRSCHOT et al., 1996), induzindo resposta imunologica tanto
humoral quanto celular. Sdo descritos dois métodos de atenuacdo: o tradicional (por
passagens em cultivos celulares) e por indu¢ao quimica (mutantes termossensiveis), cujos
efeitos diferem principalmente na seguranca em relagdo a fase reprodutiva do animal a ser
imunizado (ZYGRAID et al, 1974). As vacinas mutantes termossensiveis apresentam
capacidade de replicagdo em temperaturas inferiores a temperatura corporal. Por isso a
particula vacinal apresenta somente um a dois ciclos de replicagdo no local da aplicagao.

As estirpes virais utilizadas em vacinas inativadas sdo cultivadas em células
em altos titulos e posteriormente sdo inativadas por processos quimicos (Van OIRSCHOT et
al., 1996). Na dependéncia do tipo de adjuvante imunologico utilizado as vacinas inativadas
podem determinar bons titulos de anticorpos. Alguns fatores sdo criticos para a qualidade da
vacina como: a selecdo do adjuvante, a substancia quimica utilizada na inativagao e o titulo do
antigeno (DUQUE et al., 1989). Vacinas inativadas ndo induzem ou induzem pouco a
imunidade celular considerando protocolos de administracio de duas doses na
primovacinagao, € os anticorpos produzidos interferem no resultado das provas soroldgicas.
Silva et al. (2007), avaliando a imunogenicidade de vacinas disponiveis no mercado
brasileiro, conforme o protocolo recomendado, verificaram que apenas duas de seis vacinas
utilizadas apresentaram titulos de anticorpos compativeis com protecdo (> 1: 16). Na
Republica Tcheca, os efeitos imunogénicos e protetores de uma vacina inativada produzida
nacionalmente foram testados e apresentaram bons indices de prote¢do quando utilizada em
programa de controle de IBR (POSPISIL et al., 1996).

O uso de vacinas deletadas (gene gE deletado) associado a realizacdo de
testes sorologicos que detectam anticorpos gE especificos, permitem diferenciar animais
vacinados de infectados. Varios estudos demonstram a eficacia de vacinas deletadas
inativadas ou atenuadas, com reducdo da incidéncia de animais gE positivos e da prevaléncia

da infec¢do no rebanho (MARS et al., 2001). Entretanto, essa ferramenta ¢ dependente da



23

performance do teste diagnostico em detectar anticorpos gE especificos. O teste de ELISA
disponivel para esse fim apresenta apenas sensibilidade de 70% (KRAMPS et al., 2004).
Virios estudos estdo sendo realizados para se obter uma nova geragdo de
vacinas contra o BoHV-1 em que incluem vacinas de subunidade e DNA. Vacinas de
subunidade estdo sendo testadas e as pesquisas envolvem principalmente a utilizagdo de
glicoproteinas B, C e D expressas em diferentes sistemas de transferéncia em culturas de
células (Van DRUNEN LITTEL; Van den HURK et al. 1994). Vacinas de subunidade
baseadas em gD tém demonstrado melhores resultados na redugdo dos sinais clinicos e

excrecgdo viral quando s3o desenvolvidas com adjuvantes efetivos (MUYLKENS et al. 2007).

1.5.2 Situacdo dos Programas de Controle e/ou Erradicacdo de BoHV-1

Os primeiros focos de IBR observados na Europa ocorreram em 1970.
Desde entdo, paises europeus reagiram com programas de controle considerando a estrutura
econOmica ¢ interesses de cada pais. A partir da década de 90, esfor¢os foram concentrados
para erradicagio do BoHV-1 em paises europeus. Paises como a Dinamarca, Austria,
Finlandia, Noruega e Suécia, caracterizados por baixa prevaléncia, iniciaram programas de
erradicacdo nas décadas de 80 e 90 e, atualmente, apresentam a condicao de livres de IBR.

Considerando experiéncias dos programas de erradicagdo realizados na
Europa, as estratégias mais eficientes foram o descarte de animais soropositivos e auséncia de
vacinagdo. As campanhas de erradicagdo do BoHV-1 foram mais eficazes em paises que
apresentavam baixa prevaléncia do virus e diretrizes governamentais para o controle.
(ACKERMANN et al., 2006)

Paises europeus que apresentavam altas freqliéncias de BoHV-I,
demonstram a viabilidade da utilizacdo de vacinas com marcadores genéticos, estratégia que
permite a diferenciacdo de animais infectados e vacinados. Na Alemanha, em que a
prevaléncia € variavel, estratégias distintas sdo adotadas considerando a freqiiéncia da doenga.
Em areas de baixa prevaléncia ¢ realizado o descarte de animais soropositivos € auséncia de
vacinagdo, e em areas de alta prevaléncia sdo utilizadas vacinas marcadas e eliminagdo dos
animais gE positivos (ACKERMANN et al., 2006).

Paises como Estados Unidos e Canada, caracterizados pela alta prevaléncia

de IBR, estabeleceram programas de controle baseados na utilizagdo de vacinas vivas e
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inativadas. Esta estratégia atua na diminuicao das perdas econdmicas devido a doenga clinica,
entretanto contribui para a alta prevaléncia do virus (Van DRUNEN LITTEL; Van den
HURK et al., 1997).

No Brasil, assim como em outros paises da América do Sul a prevaléncia do
BoHV-1 ¢ alta ¢ medidas de controle sdo baseadas na vacinagdo de animais susceptiveis.
Atualmente, vacinas com marcadores genéticos ainda nao foram registradas pelo Ministério
da Agricultura e as medidas de controle da infeccdo adotadas sdo de iniciativa voluntaria,
baseadas na utilizacdo ou ndo de vacinas, tendo por objetivo o controle e/ou a erradicagdo da
IBR. Nao ha diretrizes propostas pelo servico oficial de sanidade animal do pais referentes ao

controle do BoHV-1.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a epidemiologia do herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) em rebanhos

bovinos do estado do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estimar a prevaléncia de propriedades e animais positivos para o BoHV-
1 nos circuitos produtores e estado do Parana.

» Identificar os fatores de risco associados a infec¢do pelo BoHV-1 no
estado do Parana.

* Identificar os fatores de risco associados a infec¢do pelo BoHV-1 na

regido oeste do estado do Parana.



Fatores de risco associados ao herpesvirus bovino 1 em rebanhos bovinos

da regifo oeste do estado do Parana.
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3. ARTIGO I

FATORES DE RISCO ASSOCIADOS AO HERPESVIRUS BOVINO 1
EM REBANHOS BOVINOS DA REGIAO OESTE DO ESTADO DO

PARANA!

Juliana A. Dias?, Amauri A. Alfieri’, Kerlei C. Médici®, Julio C. Freitas®, José S. Ferreira Neto® e

Ernst E. Miiller’.

ABSTRACT.- Dias J.A., Alfieri, A.A., Medici, K.C., Freitas, J.C., Ferreira-Neto J.S. &
Miiller E.E. Risk factors for bovine herpesvirus 1 infection in cattle herds in the West
region of Parana State. Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, Universidade
Estadual de Londrina. Rodovia Celso Garcia Cid 380, Londrina, PR 86051-990. Caixa postal
6001. E-mail:muller@uel.br.

The aim of this study was to determine the prevalence of positive herds and to identify the
risk factors for BoHV-1 infection in breeding cattle herds in the Western region of Parana
State. The statistic delineation, the serum samples and information regarding the selected
farms, were the same employed in the study of bovine brucellosis for Parana State in the
context of National Program for Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis. The
sampling was performed in two stages. Blood samples were collected from 1930 females aged
> 24 months from 295 nonvaccinated herds. Serum samples were tested for antibodies against
BoHV-1 using an indirect ELISA. The epidemiological questionnaire was applied on all the

selected farms and aimed to obtain epidemiological data. Hundred ninety of the 295 herds

were positive for BoHV-1, presenting prevalence of positive herds of 64.41% [58.65-

1

* Aluna do Programa de Pos-graduagio em Ciéncia Animal, Universidade Estadual de Londrina.

3 Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Estadual de Londrina. Rodovia Celso Garcia
Cid 380, Londrina, PR 86051-990. Caixa postal 6001. E-mail:muller@uel.br.

4 Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal, Universidade de Sdo Paulo (VPS-USP).
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69.87%]. The number (> 23) of females aged 24 months (OR=2.22; IC: 1.09-4.51), purchased
cattle (OR=2.68; IC: 1.48-4.82), use of common grass (OR=5.93; IC: 1.31-26.82), history of
abortion in the last 12 months (OR=2.37; IC: 1.09-5.16) and presence of wildlife animals
(OR=8.86; IC: 1.11-70.73) were identified as risk factors for BoHV-1 infection in the
multivariate logistic regression. These results indicate that BoHV-1 infection is widespread in
the studied region and that factors related to the herd characteristic and management are
associated with the infection.

Index terms: Prevalence, epidemiology, risk factors, bovine herpesvirus 1, indirect ELISA.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi determinar a prevaléncia de rebanhos positivos (focos) e
identificar os fatores de risco que possam estar associados com a infec¢do pelo herpesvirus
bovino 1 (BoHV-1) em rebanhos bovinos com atividade reprodutiva, na regido oeste do
estado do Parana. O delincamento estatistico, amostras de soro e informacoes referentes as
propriedades foram as empregadas para o estudo da brucelose bovina no estado do Parana
dentro do contexto do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose. Foram avaliadas 1930 fémeas com idade igual ou superior a 24 meses,
provenientes de 295 rebanhos ndo vacinados contra 0 BoHV-1. Para o diagnostico soroldgico
da infecgdo pelo BoHV-1, foi utilizado um ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. Em
cada propriedade foi aplicado um questionario epidemioldgico, afim de obter informagdes
epidemioldgicas e praticas de manejo empregadas. Dos 295 rebanhos analisados, 190 foram
considerados positivos para o BoHV-1, com a prevaléncia de rebanhos de 64,41% (I.C.95% =
58,65-69,87%). As variaveis consideradas fatores de risco para a infec¢do pelo BoHV-1 na
analise de regressao logistica multivariada foram: i) nimero (> 23) fémeas com idade > 24

meses (OR=2,22; IC: 1,09-4,51); ii) compra de reprodutores (OR=2,68; IC: 1,48-4,82); iii)
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uso de pastagens comuns (OR=5,93; IC: 1,31-26,82); iv) histérico de abortamento nos
ultimos 12 meses (OR=2,37; IC: 1,09-5,16); v) presenga de animais silvestres (OR=8,86; IC:
1,11-70,73). Estes resultados indicam que a infeccdo pelo BoHV-1 estd amplamente
distribuida na regido estudada e que fatores relacionados as caracteristicas das propriedades e
ao manejo estdo associados a infeccao.

Termos de indexacdo: Prevaléncia, epidemiologia, fator de risco, herpesvirus bovino 1,

ELISA indireto.

INTRODUCAO

O herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) ¢ considerado um dos principais patoégenos de
bovinos sendo responsavel por grandes prejuizos econdmicos a exploragdo pecuaria
(Kirkbride 1985). O BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae e ¢ subdividido nos subtipos BoHV-1.1, isolados de problemas
respiratorios, reprodutivos e conjuntivites, € BoHV-1.2, mais freqiientemente isolados em
infeccOes genitais (vulvovaginite/balanopostite pustular infecciosa-IPV/BPV) (Metzler et al.
1985, Magyar et al. 1993).

As infec¢des pelo BoHV-1 podem contribuir com redugdes consideraveis nos
indices de reproducdo dos rebanhos infectados. Na dependéncia do periodo gestacional e das
estruturas envolvidas, a infec¢do pode determinar, mortalidade embriondria precoce e/ou
tardia, com repeticdo de cio a intervalo regular ou irregular, abortamento, natimortalidade e o
nascimento de bezerros fracos. O aparelho reprodutivo também ¢ bastante susceptivel aos
efeitos da infeccdo pelo BoHV-1, podendo ocorrer quadros de vulvovaginite, endometrite,
salpingite e ooforite, que apresentam a infertilidade temporaria como principal conseqiiéncia

(Bowen et al. 1985, Kirkbride 1985, Miller 1991, Takiuchi et al. 2005).
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O BoHV-1, assim como outros membros da subfamilia Alphaherpesvirinae,
estabelece infeccdo latente em ganglios sensoriais, podendo ser periodicamente reativado sob
condigoes de estresse ou tratamentos com corticoides (Ackermann 1982). O virus em laténcia
ndo ¢ detectado por procedimentos viroldgicos convencionais e o animal pode apresentar
subseqiientes e intermitentes episodios de excrecdo viral, ndo acompanhados de sinais
clinicos, resultando na disseminacdo e perpetuacdo da infec¢do nos rebanhos (Pastoret et al.
1982).

O BoHV-1 estd amplamente distribuido e com alta freqiiéncia em rebanhos
bovinos de todo o mundo (Mickelsen & Evermann 1994). Evidéncias sorologicas demonstram
a presenca, bem como a alta freqiiéncia, das infecgdes pelo BoHV-1 também nos rebanhos
brasileiros. Dados regionais, obtidos a partir de inquéritos sorolégicos, revelam a expressiva
disseminagdo do virus em rebanhos de corte e leite. Mueller et al. (1981) detectaram 42,2% de
animais reagentes no Estado de Sdo Paulo. No Rio Grande do Sul foram descritas freqiiéncias
de soropositividade de 81,7% (Ravazzolo et al. 1989), 31,9% (Vidor et al. 1995) e 18,8%
(Lovato et al. 1995). Takiuchi et al. (2001) verificaram uma freqiiéncia de animais
soropositivos para o BoHV-1 variando entre 52,4 a 81,7%, em rebanhos ndo vacinados,
provenientes dos estados de Sao Paulo, Parana, Rondonia, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso
e Goias.

No estado do Parand, em um estudo considerando propriedades com historico de
problemas reprodutivos, 41,9% dos animais ¢ 90,5% dos rebanhos com aptidao leiteira foram
positivos para o BoHV-1. Em rebanhos de corte, a freqiiéncia de animais sororreagentes foi
50,8%, com 100% de rebanhos positivos (Médici et al. 2000).

Os estudos realizados no Parand, envolvendo a epidemiologia do BoHV-1 se
restringiram a propriedades com historico de problemas reprodutivos, e se caracterizaram pela

auséncia de delineamento amostral, ndo sendo possivel estabelecer o real impacto e a
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freqiiéncia dessa infec¢do. Com o propdsito de elucidar a situagdo epidemiologica da infec¢ao
pelo BoHV-1 na regido oeste do estado do Parand, este trabalho teve o objetivo de
caracterizar as propriedades com rebanhos bovinos com atividade reprodutiva, determinar a
prevaléncia de focos e identificar os fatores de risco potencialmente associados com a

infeccao.

MATERIAL E METODOS

Populacio estudada

Este estudo transversal foi realizado na regido oeste do estado do Parana (Fig.1),
de acordo com o delineamento amostral desenvolvido no estudo da soroepidemiologia da
brucelose bovina no estado, no contexto do Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da
Brucelose e Tuberculose Bovina (PNCEBT). Esta regido inclui os ntcleos regionais de
administracdo da Secretaria da Agricultura e Abastecimento (SEAB-PR) de Cascavel e
Toledo, e envolve 48 municipios com 33.451 propriedades com exploragdo de bovideos,

1.057.930 bovideos e 616.012 fémeas com idade superior a 2 anos (Parana 2001).

Delineamento amostral.

A amostragem foi realizada em duas etapas. Primeiro, a seleg¢do aleatoria de um
numero pré-estabelecido de propriedades, que representam as unidades primarias de
amostragem. Dentro das unidades primarias, foi amostrado de forma aleatéria um nimero
pré-estabelecido de animais (unidades secundarias), com a finalidade de determinar o estado

sanitario do rebanho.
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Figura 1 — Mapa do estado do Parana demonstrando a regido oeste, alvo do presente estudo.

O célculo do niimero de rebanhos foi determinado pelo grau de confianca do
resultado, pelo nivel de precisdo desejado e pelo valor da prevaléncia esperado (Noordhuizen
et al. 1997), sendo condizente com a capacidade operacional e financeira do Servigo Oficial
do estado do Parand e utilizando-se a féormula para amostras simples aleatorias, segundo

Thrusfied (1995) e Noordhuizen et al. (1997):

Z>.\JP(1-P)

n= pE
Onde:

n =numero de propriedades amostradas por circuito produtor;

Z, = valor da distribuicao normal para o grau de confianca de 95%;

P = prevaléncia esperada de 50%;

d = precisdo, fixada em 5%.
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A selecdo aleatoria dos rebanhos, para cada circuito produtor, foi realizada a partir
do cadastro de propriedades existentes junto a base da Unidade Veterinaria Local
correspondente. Para cada municipio, as propriedades existentes foram numeradas e os dados
armazenados em planilhas do programa Microsoft Excel 2000%. As propriedades a serem
amostradas foram selecionadas aleatoriamente, considerando o nimero de propriedades do
municipio e o numero de propriedades amostradas no circuito produtor.

O planejamento amostral para as unidades secundarias visou estimar o numero
minimo de animais a serem examinados, dentro de cada propriedade, de forma a permitir a
sua classificacdo como foco ou ndo do BoHV-1.

O numero de animais selecionados de cada rebanho foi determinado utilizando o
programa Herdacc®, version 3 (University of Guelph), considerando os valores de
sensibilidade e especificidade agregada dos procedimentos de diagnoéstico, prevaléncia intra-
rebanho e erro padrao (Parana 2001).

Em rebanhos constituidos por até 99 fémeas, com idade igual ou superior a 24
meses, foram amostrados 10 animais ou todas as fémeas nesta faixa etaria nos rebanhos com
menos de 10 animais. Em rebanhos constituidos por mais de 99 fémeas, foram amostradas 15
fémeas (Parana 2001). A selecdo dos animais dentro da propriedade foi aleatoria utilizando-se
dois métodos, a amostragem aleatoria simples ou a aleatdria sistematica.

Foram analisadas um total de 1930 fémeas com idade > 24 meses, provenientes de

295 rebanhos ndo vacinados contra o BoHV-1.

Colheita da amostras de sangue e dados epidemiologicos.
Os trabalhos a campo consistiram na colheita de sangue e preenchimento de um
questionario epidemioldgico. A colheita de sangue foi realizada por médicos veterinarios e

técnicos da SEAB-PR, no periodo de dezembro de 2001 a julho de 2002, por meio de pungao
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da veia jugular utilizando agulha descartavel estéril e tubo com vacuo, previamente
identificado. As amostras de soro obtidas foram armazenadas em microtubos de plastico e
congeladas a -20°C. O questionario epidemioldgico foi aplicado em todas as propriedades

selecionadas e teve por objetivo obter informagdes de sistemas de producdo e de manejo.

Teste sorologico

Para o diagnoéstico sorologico da infec¢do pelo BoHV-1 foi utilizado um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) indireto.

Células MDBK (Madin-Darby bovine kidney) foram utilizadas para a produgao
do antigeno (BoHV-1) e para a elaboragdo das técnicas de soroneutralizacdo e¢ ELISA
indireto. As células foram cultivadas em meio Dulbecco modificado (DMEM, Invitrogen,
EUA), suplementado com 7% de soro fetal bovino (SFB —Invitrogen, EUA) livre de
micoplasmas e virus, 55 mg/mL de gentamicina (Sigma® Co., EUA), 2,5 mg/mL de
anfotericina B (Sigma® Co., EUA) e monitoradas pela técnica da RT-PCR quanto a auséncia
do virus da diarréia viral bovina, de acordo com Pilz et al. (2007).

Para a producdo do BoHV-1 foi utilizada a estirpe Los Angeles (LA; Madin et al.
1956) amplificada em cultivo celular em meio DMEM suplementado com 1% SFB. O titulo
viral da suspensao foi calculado em dose infecciosa 50% para cultura de tecidos (50% tissue
culture infective doses —TCIDsp). O BoHV-1 foi utilizado tanto para a produgao de antigeno
para a técnica de ELISA indireto quanto para a realizagdo da técnica de SN. O método
utilizado para a produgdo de antigeno-BoHV-1 foi o descrito por Ferreira et al. (2005). A
microtécnica de SN (Bitsch 1978) foi realizada para verificar a presenga ou auséncia de
anticorpos para o BoHV-1 nos soros sangiliineos de referéncia, positivos e negativos,
utilizados para determinacdo do ponto de corte e na validacdo do ELISA indireto para a

partida de antigeno produzida.
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A técnica de ELISA indireto foi realizada de acordo com o método descrito por
Ferreira et al. (2005).

Para minimizar as variagdes dos resultados da densidade optica (DO) obtidos em
cada microplaca, a DO de cada soro foi expressa como valor de R (Relag@o). A determinacdo
do valor de R foi calculada com base nas DOs de 10 soros controles positivos e 10 soros
controles negativos, segundo Biondi et al. (1996). Foi obtido nos soros negativos o maior
valor de R de 0,102. O ponto de corte foi definido em 0,230, considerando o maior valor de R
acrescido de 3 desvios padrio.

A determinagdo da sensibilidade e especificidade do ELISA indireto foi realizada
de acordo com a metodologia descrita por Coggon et al. (1983). Foram utilizados 50 soros
positivos e 50 soros negativos na SN, obtendo-se a sensibilidade de 98% e especificidade de

93%. O valor de kappa calculado foi 0,954.

Analise de dados.

As informagdes dos questionarios, assim como o resultado da sorologia ¢ a
condi¢cdo da propriedade, foram armazenados num banco de dados utilizando o programa
Microsoft Access®. A propriedade foi considerada positiva (foco) para a presenca do BoHV-
1 se apresentasse pelo menos um animal positivo em propriedades com até sete fémeas; dois
animais em rebanhos de 8 a 99 fémeas ¢ trés animais em propriedades com mais de 99
fémeas. Estes critérios foram estabelecidos utilizando o programa Herdacc®, version 3
(University of Guelph) considerando o tamanho da populacdo, prevaléncia intra-rebanho de
50%, sensibilidade e especificidade do teste de diagnoéstico utilizado (ELISA indireto), de
forma a obter sensibilidade e especificidade de rebanho superiores a 90%.

Considerando-se que a amostra de unidades primarias no circuito produtor foi

aleatoria sistematica (Cochran 1977), a prevaléncia aparente de focos do BoHV-1 foi
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calculada utilizando-se como parametros o nimero de focos e o numero de propriedades
amostradas (Dean et al. 1994). Os calculos das prevaléncias de focos e os respectivos
intervalos de confianca foram realizados com o auxilio do programa Epilnfo 6.04d (Dean et
al. 1994).

As variaveis relacionadas no questionario epidemioldgico permitiram o estudo dos
fatores de risco. Dentre elas, foram analisadas como possiveis fatores de risco: tipo de
criacdo; uso de inseminacdo artificial; raga predominante; numero total de fémeas existentes;
niamero de fémeas com idade > 24 meses; presenga de espécies silvestres de vida livre;
destino de fetos e placentas; compra ou venda de machos e/ou fémeas para reproducio;
pastagens em comum com outras propriedades; pratica de aluguel de pasto; piquete separado
para fémeas na fase de parto e/ou pos-parto; e assisténcia veterindria.

As categorias das variaveis foram organizadas de modo a apresentarem-se em
escala crescente de risco, segundo informacdes da literatura (Kahrs 1977, Wyler et al. 1989,
Wentink et al. 1993, Van Schaik et al. 1998, Van Schaik et al. 2002). Quando necessario,
realizou-se a recategorizacdo dessas varidveis. A categoria de menor risco foi considerada
como base para a comparacdo das demais categorias. As varidveis quantitativas foram
recategorizadas em quartis.

A analise univariada foi realizada para verificar a associagdo entre o status do
rebanho para o BoHV-1 (auséncia de animais positivos =0; presenga de um, dois ou trés
animais soropositivos, de acordo com os critérios descritos anteriormente =1) e varidveis de
risco, utilizando o teste de X2 ou teste exato de Fisher. As variaveis com valor de p<0,2 na
analise univariada foram incluidas na andlise de regressdo logistica multivariada (Hosmer &
Lemeshow 1989). As andlises foram realizadas utilizando o programa SPSS version 9.0

(SPSS INC. 1999a).
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RESULTADOS

Caracterizacao da amostra

O numero de animais nas propriedades selecionadas variou entre 1 e 3077,
apresentando mediana de 15 animais. A dispersdo do nimero de bovinos, segundo o sistema
de exploragdo zootécnica das propriedades selecionadas esta apresentada na Fig. 2.

Na amostra estudada, 76,9% das propriedades de corte eram de criacdo extensiva,
com predominio (50%) de racas zebuinas. A aquisi¢do de animais para a reprodugdo era
realizada em 71% das propriedades, sendo 65,4% proveniente diretamente de outras fazendas.

Dos rebanhos leiteiros amostrados, as criagdes intensivas predominaram em 60%,
com 48,5% dos rebanhos constituidos por ragas européias especializadas na produgao de leite.
A compra de reprodutores era realizada por 35,6% das propriedades, sendo 24,5%
diretamente de outras propriedades. A média de produgdo na regido ¢ de 61,09L/leite/dia.

As propriedades mistas caracterizaram-se por criagdes extensivas (63,1%), com
predominio (73,9%) de animais de composi¢dao racial mista. A inseminacdo artificial era
utilizada em 15,3% das propriedades ¢ 11,7% apresentavam mecanizagdo de ordenha. A

compra de reprodutores era realizada em 37,8%, predominantemente de outras propriedades.
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Figura 2 — Diagrama de blocos mostrando a dispersao do tamanho dos rebanhos de acordo com o

sistema de explorag@o na regido oeste do estado do Parana.

Prevaléncia de propriedades positivas

Dos 295 rebanhos analisados, 190 foram positivos para o BoHV-1, representando
uma prevaléncia de 64,41% (I1.C.95% = 58,65-69,87%).

No Quadro 1 estdo apresentados os dados de prevaléncia de focos de BoHV-1

segundo o sistema de explora¢do zootécnica na regido oeste do estado do Parana

Analise dos fatores de risco

No Quadro 2 estdo demonstradas as variaveis relacionadas as caracteristicas de
propriedades e de manejo mais associadas a presenga ou auséncia da infec¢ao pelo BoHV-1

nos rebanhos da regido oeste do estado. Destas variaveis selecionadas, foram considerados
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fatores de risco na andlise de regressdo logistica multivariada: i) nimero (> 23) fémeas com
idade > 24 meses (p=0,027); ii) compra de reprodutores (p=0,001); iii) pasto comum
(p=0,021); iv) historico de aborto nos ultimos 12 meses (p= 0,030) e v) presenca de animais

silvestres (p=0,040) (Quadro 3).

Quadro 1 —Prevaléncia aparente de focos do BoHV-1 estratificada por tipo de exploracdo na

regido oeste do estado do Parana.

Sistemas de Propriedades Propriedades Prevaléncia

exploracio* amostradas positivas % IC 95%**
Corte 25 22 88,00 [68,78-97,45]
Leite 160 100 62,50 [54,51-70,02]
Misto 109 67 61,47 [51,66-70,63]

*Uma propriedade ndo informou o tipo de exploragao.
**Intervalo de confianga de 95%

Quadro 2 - Distribuicdo das variaveis analisadas como possiveis fatores de risco para o

BoHV-1 em rebanhos bovinos da regido oeste do estado do Parana.

Rebanhos avaliados

Variaveis * Negativo Positivo P
(n=105) (n=190)

Relacionadas a populacio e propriedades
Tipo de criagdo 0,344
(1) extensivo b 58 91
(2) semi-confinado / confinado 47 93
Tipo de exploracio © 0,035
(1) leite® 60 100
(2) corte 3 22
(3 ) mista 42 67
Raca predominante 0,483
(1) puras 43 69
(2) outras 59 113
Numero de fémeas bovinas © 0,004
(0)<23 fémeas ® 101 162

(1)>=23 fémeas 4 28



Numero de fémeas acima de 24 meses

(0)< 13 fémeas ° 99 158
(1) 2= 13 fémeas 6 32
Relacionadas a fatores de manejo

Presenc¢a de animais silvestres ¢

(0)nido® 104 174
(1)sim 1 16

Uso da inseminacio artificial ©

( 0) s6 inseminagao artificial b 21 32

( 1) inseminagdo artificial / monta natural 24 22

(2)ndousa 58 131
Compra animais para reprodugio ¢

(0)nio® 79 98

(1)sim 24 90

Vende animais para reproducio °

(0)ndo® 95 157
(1)sim 7 30

Destino do aborto

(0) enterra/joga/queima ° 37 60

( 1) deixa produtos de abortos na pastagem 23 44
Aluguel pasto ¢

(0)ndo® 101 170
(1) sim 4 20
Pasto comum ¢

(0)ndo® 103 169
(1) sim 2 21

Piquetes de pari¢io ¢

(0)ndo® 89 146
(1)sim 13 39

Assisténcia veterinaria

(0)sim”® 56 90
(1)ndo 41 87

Relacionadas a fatores bioldgicos

Presenca de aborto ¢

(0)ndo® 92 144
(1)sim 10 45

0,006

0,008

0,020

0,000

0,026

0,618

0,043

0,005

0,079

0,275

0,004

* Algumas perguntas nio foram respondidas pelos proprietarios
b Categoria baseline
¢ p<0,20 na andlise univariada e incluidas no modelo de regressio logistica multivariada

47



48

Quadro 3 — Modelo final de regressao logistica multivariada dos fatores de risco associados ao

BoHV-1 em rebanhos com atividade reprodutiva da regido oeste do estado do Parana.

Variaveis P OR IC 95%
Namero > 13 fémeas acima de 24 meses 0,027 2,222 [1,095;4,510]
Compra de reprodutores 0,001 2,679 [1,488;4,824]
Pasto comum com outras propriedades 0,021 5,931 [1,312;26,816]
Historico de aborto nos ultimos 12 meses 0,030 2,370 [1,088:5,164]
Presenga de animais silvestres 0,040 8,858 [1,109;70,733]

R2=21,0%

Nas propriedades especializadas na pecuaria de corte, ndo houve associacdo das
variaveis estudadas com a presenga do BoHV-1 na anélise de regressao logistica multivariada.
Nos rebanhos leiteiros, o fator de risco identificado na andlise de regressdo logistica
multivariada foi compra de reprodutores (OR=2,110; IC: 1,037-4,293), ¢ nas propriedades de
exploracdo mista o numero > 12 fémeas (= 24 meses) na propriedade (OR=7,738; IC: 2,164-

27,676).

DISCUSSAO

No periodo e regido estudados, foi verificada uma prevaléncia de focos do BoHV-
1 de 64,41% (I1.C.95% = 58,65-69,87%). No estado do Parana, os trabalhos realizados
anteriormente para o estudo epidemiologico do BoHV-1 ndo foram caracterizados por
delineamento amostral. Um estudo envolvendo propriedades com problemas reprodutivos
demonstrou a freqiiéncia de 92,6% de rebanhos positivos (Médici et al. 2000).

Barbosa et al. (2005) estudaram trés estratos no Estado de Goias, caracterizados

pelos tipos de exploracdo corte, leite e misto, utilizando como base para o calculo das
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amostras, o delineamento do PNCETB. Foi verificada prevaléncia de focos do BoHV-1 de
98,5% (1.C.95% = 97,5-99,2%), estimativa que se assemelha a estudos em propriedades com
problemas reprodutivos. Considerando que a amostragem de propriedades e animais foi
aleatoria, a prevaléncia estimada de focos ¢ consideravelmente mais alta que a determinada no
presente trabalho. Esta diferenca pode ser explicada, parcialmente, pelo delineamento
utilizado, em que foi realizada a amostragem eqiiitativa de propriedades nos diferentes tipos
de exploracdo. Propriedades de corte se caracterizam por grandes rebanhos e geralmente
apresentam maior prevaléncia do BoHV-1 em relagdo aos outros sistemas de exploragdo
(Médici et al. 2000, Melo et al. 2002, Faria et al. 2003). No presente estudo, as propriedades
de corte corresponderam a apenas 8,5% do total de propriedades amostradas e desta forma a
prevaléncia determinada foi menor considerando a menor propor¢ao desse tipo de exploragao.

A freqliéncia de rebanhos positivos para o BoHV-1, estratificada por tipo de
exploragdo na regido oeste do estado do Paran4, demonstrou uma maior prevaléncia (88%) em
rebanhos especializados na pecudria de corte. Estudos realizados em rebanhos de corte com
problemas reprodutivos nos Estados do Rio Grande do Sul (Vidor et al. 1995) e Parana
(Médici et al. 2000), encontraram freqiiéncias de 71,3% e 100%, respectivamente. Uma
caracteristica no manejo deste tipo de exploracdo pode estar relacionada a menor taxa de
reposicdo das matrizes em relacdo as propriedades leiteiras. Com isso, a freqiiéncia da
infeccdo nos rebanhos de corte pode ser influenciada, principalmente, pela permanéncia de
animais soropositivos no plantel por maior periodo de tempo.

As propriedades de corte selecionadas neste trabalho apresentaram os maiores
(mediana=51) rebanhos da amostra e 71% informaram a compra de reprodutores. Varios
autores citam a compra de animais em periodo de incubag@o ou nas fases aguda ou latente da

infecg¢do pelo virus como principal fator de introdu¢do do BoHV-1 no rebanho (Msolla et al.
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1981, Pastoret et al. 1984). Desta forma, as propriedades abertas apresentariam um maior
risco de infec¢do pelo BoHV-1.

A prevaléncia de focos do BoHV-1 em rebanhos de leite e misto foi de 62,50%
(I.C.95% = 54,51-70,02%) e 61,47% (1.C.95% = 51,66-70,63%), respectivamente. Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Lovato et al. (1995) em nove bacias leiteiras do
Estado do Rio Grande do Sul, em que verificaram a prevaléncia de propriedades positivas de
54,5%. Médici et al. (2000) analisando rebanhos leiteiros com problemas reprodutivos no
Estado do Paran4, verificaram a freqiiéncia de 90,5%.

A diferenga entre as prevaléncias encontradas em propriedades de corte e leite
poderia ser também explicada pelo manejo reprodutivo empregado nos dois sistemas de
produgdo. O sémen é uma das principais vias de eliminac¢do do virus, e a utilizacdo da monta
natural como método de reprodug@o envolveria maior probabilidade de infec¢do comparada a
inseminacao artificial. Nas centrais de inseminacao artificial, normas de controle sanitario sdo
exigidas com o objetivo de garantir a auséncia de microrganismos patogénicos no sémen. Das
propriedades de corte amostradas nesta regido, 92% utilizavam apenas a monta natural como
método de reproducdo, e nos rebanhos de leite este manejo era utilizado em 54,6% das
propriedades selecionadas.

A analise multivariada dos fatores de risco para a infeccdo pelo BoHV-1 em
rebanhos bovinos da regidao oeste do estado do Parana demonstrou que propriedades com
numero > 13 de fémeas (= 24 meses) (p=0,027) possui maiores chances de serem positivas
para o BoHV-1 que propriedades com rebanhos menores. Essa varidvel se manteve no modelo
na analise das propriedades de exploragdo mista. Miller (1991) e Mc Dermott et al. (1997)
reportaram que rebanhos maiores, ou com alta densidade de animais, estdo associados a alta
probabilidade de infeccdo pelo BoHV-1. A associa¢do entre o tamanho do rebanho e a

soropositividade para o BoHV-1 pode ser atribuida a outras variaveis, fortemente relacionadas
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com o tamanho de rebanho, como a freqiiéncia de compra de animais, participagdo em
eventos agropecuarios, visitas profissionais e presenca de trabalhadores regulares e
temporarios nas propriedades (Van Schaik et al. 1998).

A compra de reprodutores (p=0,001) foi identificada neste estudo como fator de
risco para a doenga. Van Schaik et al. (1998) demonstraram que propriedades que compram
animais teriam 3,5 vezes mais chances de serem positivas que propriedades fechadas,
considerando uma média de compra de 4,5 animais por ano. Esses dados evidenciam a
importancia dessa variavel, quando a aquisi¢do ¢ realizada sem controle sanitario, como fator
de introducdo da doenca em propriedades livres.

O intercambio de animais entre propriedades pode favorecer o contato entre
susceptiveis e infectados. A transmissdo pode ocorrer por contato com secre¢des nasais de
animais infectados ¢ inalagdo de aerossdis contaminados, por transmissdo venérea ou
indiretamente através de agua e alimentos contaminados (Engels & Ackermann 1996). Neste
estudo, propriedades que utilizavam pastagens em comum com outras propriedades
apresentaram 5,9 vezes mais chances de serem positivas do que rebanhos que ndo praticavam
esse manejo.

Embora a transmissdo interespécie ndo seja considerada importante na
disseminagdo do virus, outras espécies animais podem atuar como possiveis reservatorios.
Cervideos inoculados experimentalmente com o BoHV-1 apresentaram quadros respiratorios
e eliminagdo intermitente do virus em animais imunodeprimidos (Thorsen et al., 1977). A
presenca de animais silvestres (p=0,019) identificada como fator de risco, evidencia a
possibilidade de contato desses animais com bovinos da regido oeste do estado. Na regido
estudada esta localizado o Parque Nacional do Iguacu, e quatorze municipios avaliados estdo
localizados no entorno do parque. Aguirre et al. (1995) realizaram um estudo soroldgico em

cervideos silvestres em parques nacionais nos EUA e detectaram soropositividade para o
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BoHV-1 de 32% para a espécie mule deer e 46% para a espécie wapiti. No Brasil, um estudo
sorolégico para o BoHV-1 foi realizado em cervos do pantanal da regido do Pontal do
Paranapanema. Foram avaliados 121 soros pela técnica de SN, obtendo 2,5% de animais
sororreagentes com titulos de até 128 (Alfieri 2007- comunicag@o pessoal).

O abortamento é a manifestacdo clinica de diversas enfermidades, inclusive da
Rinotraqueite Infecciosa Bovina. Neste estudo, o historico de aborto foi associado a
positividade de rebanhos ao BoHV-1, demonstrando que na regido estudada esse virus pode
ser o agente etiologico e deve ser incluido no diagnodstico diferencial de problemas
reprodutivos.

A alta prevaléncia de focos do BoHV-1 nos rebanhos, no periodo e regido
geografica avaliados, indica que o virus estd amplamente distribuido, principalmente nos
rebanhos de corte. A andlise de fatores de risco associados a infec¢do pelo BoHV-1 na regido
oeste do estado indica que as medidas de controle devem focar nos cuidados referentes a
compra de animais ¢ desestimular o contato indireto entre propriedades. A introducdo de
animais em propriedades livres deve ser precedida da realizagdo de testes soroldgicos e
medidas rigidas de quarentena. Rebanhos livres devem evitar contato direto e indireto com
bovinos originados de rebanhos que possuem historico sanitario desconhecido, a fim de
reduzir de forma consideravel o risco de introducao do virus.

Os dados epidemioldgicos obtidos neste estudo poderao auxiliar a planificacao de
estratégias de controle fundamentada nos resultados da analise dos fatores de risco associados

a infec¢ao pelo BoHV-1 na regido oeste do estado do Parana.
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4. ARTIGO 1T

PREVALENCIA, DISTRIBUICAO GEOGRAFICA E FATORES DE
RISCO ASSOCIADOS AO HERPESVIRUS BOVINO 1 (BOHV-1) EM

REBANHOS BOVINOS DO ESTADO DO PARANA, BRASIL.

ABSTRACT. Prevalence, geographical distribution and risk factors for bovine
herpesvirus 1 (BoHV-1) in cattle herds in Parana State, Brazil. Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva, Universidade Estadual de Londrina. Rodovia Celso Garcia

Cid 380, Londrina, PR 86051-990. Caixa postal 6001. E-mail: muller@uel.br

The prevalence and regional distribution of bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) in the state of
Parana are not well characterized. The aim of this study was to determine the prevalence of
BoHV-1 in animals and herds and to identify the risk factors for the infection in breeding
cattle herds in the Parana State. In this study, the state was divided into seven regions. The
statistic delineation, the serum samples and information regarding the selected farms, were the
same employed in the study of bovine brucellosis for Parana State in the context of National
Program for Control and Eradication of Brucellosis and Tuberculosis. The sampling was
performed in two stages. Blood samples were collected from 14,803 females aged > 24
months from 2018 nonvaccinated herds. Serum samples were tested for antibodies against
BoHV-1 using an indirect ELISA. In all the selected farms was applied the epidemiological
questionnaire regarding to herd features and also husbandry practices that could be associated
with risk of infection. The prevalence of infected herds and animal in Parand State were
71.30% [69.29-73.32%] and 59.02% [56.19-61.85%], respectively. In the regions, herds and
animal seroprevalence were, respectively: region 1: 94.06% [90.65-96.50%] and 71.13%

[66.43-75.83%]; region 2: 91.90% [88.10-94.80%] and 66.17% [59.71-72.63%]; region 3:
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83.22% [78.43-87.32%] and 60.16% [55.37-64.95%]; region 4: 50.51% [44.65-56.35%] e
45.85% [37.47-54.23%]; region 5: 64.41% [58.65-69.87%] and 49.96 [40.22-59.71%]; region
6: 57.24% [51.32-63.01%] and 54.64% [47.02-62.27%]; region 7: 73.55% [67.93-78.66%]
and 54.91% [46.95-62.86]. The risk factors associated with the presence of the infection were:
herds of beef cattle (OR=1.58 [1.12-2.23]), natural service (OR=1.48 [1.02-2.14]), purchase
animals (OR=1.90 [1.52-2.37]), pasture rental practice (OR=2.24 [1.51-3.33]), existence of
calving pens (OR=1.56 [1.20-2.03]) and history of abortion in the last 12 months (OR=1,45
[1.08-1.95]). These results indicate that BoHV-1 infection is widespread in the Parana State
and that factors related to the herd characteristic and management are associated with the
infection.

Index terms: Prevalence, epidemiology, risk factors, bovine herpesvirus 1, indirect ELISA

RESUMO

A prevaléncia e distribuicao regional da infec¢@o pelo herpesvirus bovino 1 (BoHV-1)
no estado do Parand ndo estdo bem caracterizadas. Este trabalho teve o objetivo de determinar
a prevaléncia de animais e propriedades ¢ os fatores de risco associados a infec¢do pelo
BoHV-1 no estado do Paranid. Neste estudo o estado foi estratificado em sete circuitos
produtores. O delineamento estatistico, amostras de soro e as informacdes referentes as
propriedades foram as empregadas para o estudo da brucelose bovina no Estado do Parana
dentro do contexto do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose. Foram avaliadas 14.083 fémeas, provenientes de 2018 rebanhos ndo vacinados
contra 0 BoHV-1. Para o diagndstico soroldgico da infeccdo pelo BoHV-1, foi utilizado um
ensaio imunoenzimatico (ELISA) indireto. Em cada propriedade foi aplicado um questionario
epidemiolodgico, a fim de obter informagdes sobre tipologia e praticas de manejo empregadas.

A prevaléncia de propriedades e animais no estado foi de 71,30% [69,29-73,32%] e 59,02%
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[56,19-61,85%], respectivamente. Nos circuitos produtores, a prevaléncia de focos e animais
foram respectivamente: circuito 1: 94,06% [90,65-96,50%] ¢ 71,13% [66,43-75,83%];
circuito 2: 91,90% [88,10-94,80%] e 66,17% [59,71-72,63%]; circuito 3: 83,22% [78,43-
87,32%] e 60,16% [55,37-64,95%]; circuito 4: 50,51% [44,65-56,35%] e 45,85% [37,47-
54,23%]; circuito 5: 64,41% [58,65-69,87%] e 49,96 [40,22-59,71%]; circuito 6: 57,24%
[51,32-63,01%)] e 54,64% [47,02-62,27%]; circuito 7: 73,55% [67,93-78,66%] e 54,91%
[46,95-62,86%]. Os fatores de risco associados a infeccdo pelo BoHV-1 foram: i) exploragdo
de corte (OR=1,58 [1,12-2,23]); ii) compra de reprodutores (OR=1,90 [1,52-2,37]); iii) monta
natural (OR=1,48 [1,02-2,14]); iv) aluguel de pasto (OR=2,24 [1,51-3,33]); v) presenca de
piquete de paricdo (OR=1,56 [1,20-2,03]); vi) historico de aborto nos ultimos 12 meses
(OR=1,45 [1,08-1,95]). Estes resultados indicam que a infec¢do pelo BoHV-1 esta
amplamente distribuida no estado do Parana e que fatores relacionados as caracteristicas das

propriedades e ao manejo estdo associados a infeccao.

Palavras-chave: Prevaléncia, epidemiologia, fator de risco, herpesvirus bovino 1, ELISA

indireto.
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INTRODUCAO

O Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), agente etiologico da Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR), ¢ um dos principais patégenos de bovinos e responsavel por
consideraveis perdas econdmicas em rebanhos de corte e de leite em todo o mundo (Smith et
al. 1995, Van Oirschot 1998).

O BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e ¢é
subdividido nos subtipos BoHV-1.1, isolados de problemas respiratorios, reprodutivos e
conjuntivites, e BoHV-1.2, mais freqiientemente isolados em infeccOes genitais
(vulvovaginite/balanopostite pustular infecciosa-IPV/BPV) (Metzler et al. 1985, Magyar et al.
1993). A doenga em bovinos se caracteriza por uma variedade de sinais clinicos incluindo
problemas respiratorios superiores (rinotraqueite), febre, conjuntivite, redugdo na produgdo
leiteira, abortamento e lesdes da mucosa do trato genital.

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae estabelecem infecg¢do latente em
ganglios sensoriais, podendo ser periodicamente reativado sob condi¢cdes de estresse ou
tratamentos com corticoides (Ackermann 1982). O virus em laténcia nao ¢ detectado por
procedimentos virologicos convencionais € o animal pode apresentar subseqiientes e
intermitentes episodios de excregdo viral, ndo acompanhados de sinais clinicos, resultando na
disseminagdo e perpetuagdo da infeccao nos rebanhos (Pastoret et al. 1982).

O BoHV-1 apresenta ampla distribui¢do (Kahrs 1977, Gustafson 1981, Porterfield
1989, Weiblen et al. 1992) e alta freqiiéncia em rebanhos bovinos de todo o mundo
(Mickelsen & Evermann 1994). Na Europa, alguns paises caracterizados por pequenos
rebanhos e baixa prevaléncia da infecgdo obtiveram a condicdo de livres com a implantagdo

de programas de erradicagdo. Na América do Sul, estudos envolvendo a epidemiologia do
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BoHV-1 tém demonstrado freqiiéncia de animais sororreagentes variando entre 13 a 68%
(Roehe et al. 1998).

No Brasil, a doenga foi primeiramente detectada em 1963 em um levantamento
sorologico no estado da Bahia e, posteriormente, estudos soroldgicos e etioldgicos revelaram
a presenga e alta freqiiéncia da enfermidade em rebanhos de grande parte do pais. Mueller et
al. (1981) detectaram 42,2% de animais reagentes no estado de Sdo Paulo. No Rio Grande do
Sul foram descritas freqiiéncias de soropositividade de 81,7% (Ravazzolo et al. 1989), 31,9%
(Vidor et al. 1995) e 18,8% (Lovato et al. 1995). Takiuchi et al. (2001) verificaram freqiiéncia
de animais soropositivos para o0 BoHV-1 variando entre 52,4 a 81,7%, em rebanhos ndo
vacinados, provenientes dos estados de Sdo Paulo, Parana, Rondoénia, Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso e Goias.

No estado do Parand, estudos envolvendo a epidemiologia do BoHV-1 foram
realizados em propriedades com histérico de problemas reprodutivos e demonstraram
freqliéncias de animais sororreagentes entre 19,7 ¢ 52,4% (Médici et al. 2000, Takiuchi et al.
2001).

Programas de controle do BoHV-1 preconizam a utilizagdo de estratégias que
incluem ou ndo a vacina¢do dos animais, tendo como objetivos o controle e/ou erradicagdo da
enfermidade. Na Europa, alguns paises conseguiram obter stafus de livre da doenca, ou sob
rigido controle, por meio da implementacdo de programas de erradica¢ao que incluiam vacinas
com marcadores genéticos, associados a realizacdo de testes sorologicos e descarte de animais
portadores do virus (Ackermann et al. 2006). Paises como Estados Unidos e Canada,
caracterizam-se pela alta prevaléncia da infec¢do pelo BoHV-1 ¢ estratégias de vacinagdo com
estirpes vivas ou inativadas foram adotadas para o controle dos sinais clinicos da doenca.

Estudos envolvendo a soroepidemiologia do BoHV-1 no Brasil tém sido

realizados e verifica-se alta freqiiéncia de rebanhos e de animais sororreagentes. Medidas de
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controle tém sido adotadas por iniciativa voluntaria dos pecuaristas e fundamentam-se,
principalmente, na utilizacdo de vacinas disponiveis no mercado nacional. Entretanto faltam
diretrizes propostas pelo servigo oficial de sanidade animal a fim de contribuir para o efetivo
controle da infec¢do.

Os estudos envolvendo a soroepidemiologia do BoHV-1 realizados no estado do
Parana restringiram-se a propriedades com historico de problemas reprodutivos e se
caracterizaram pela auséncia de delineamento amostral, ndo sendo possivel estabelecer o real
impacto e freqii€ncia da infecgdo. Para elucidar a situa¢do epidemiologica da infeccdo pelo
BoHV-1 nas diferentes regides geograficas do estado do Parana ¢ necessario o delineamento
de estudos mais abrangentes. Os resultados poderdo contribuir com a sele¢do das melhores
estratégias de controle e profilaxia, uma vez que as alternativas disponiveis poderdo diferir na
dependéncia da freqiiéncia e do padrio de distribuicdo da infec¢do nas subpopulacdes
estudadas.

Este estudo teve o objetivo de determinar a prevaléncia de focos e de animais
sororreagentes a0 BoHV-1 no estado do Paranda e identificar os fatores de risco

potencialmente associados com a infecgao.

MATERIAL E METODOS

Populacio estudada

O estudo transversal foi realizado no estado do Parana, localizado no Sul do
Brasil, com uma 4rea geografica de 199.282 Km?, com 10.153.375 bovinos (IBGE 2007)
distribuidos em 215.392 propriedades (Comunicagdo pessoal 2007*). O delineamento

amostral utilizado neste trabalho foi o empregado para o estudo da brucelose bovina no estado
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do Parand dentro do contexto do Programa Nacional de Controle e Erradicagdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT).

Para o estabelecimento das diferencas regionais nos parametros epidemiologicos,
o estado foi dividido em sete circuitos produtores de bovinos. Foram considerados os
diferentes sistemas de producdo, praticas de manejo, finalidades de exploragdo, tamanho
médio de rebanhos e sistemas de comercializacdo. Cada circuito estava integrado a diferentes
nucleos regionais de administragdo da Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Parana
(SEAB-PR) (Fig. 1). Os dados censitarios tomados como base para os calculos da amostra e
das prevaléncias foram os mais atualizados disponiveis a época do trabalho de campo (Parana,
2001). O Quadro 1 apresenta o resumo dos dados censitarios e também a amostra estudada em

cada um dos circuitos produtores.

Figura 1—Mapa do Estado do Parand demonstrando a divisdo em circuitos produtores.

Detalhe destacando a localizagdo do Estado do Parana no Brasil

KOLODA “comunicacao pessoal”, 2007, SEAB-PR. BRASIL.
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Quadro 1 —Dados censitarios da populacdo bovina do estado do Parana em 2001, segundo os

circuitos produtores (Parana, 2001).

Circuitos produtores prgséfdizes Propriedades Ig::'igzdfﬁ':‘;f Fémeas

N° Regido Nucleos regionais °f§',‘,f.:f,v.fﬂi‘:“ analisadas meses analisadas
1 Noroeste Umuarama e Paranavai 23.104 286 1.140.410 2630
2 Centro-Oeste/Norte Campo Mourdo, Maringa e Londrina 20.835 284 750.002 2467
3 Norte Pioneiro Comélio Procépio, Ivaipora e Jacarezinho 27.403 292 972.554 2219
4  Centro-Sul Laranjeiras do Sul, Guarapuava e Ponta Grossa 42.738 295 878.916 1924
5  Oeste Cascavel e Toledo 33.451 295 616.012 1930
6  Leste/Sul Curitiba, Unido da Vitoria, Paranagua e Irati 18.616 290 173.396 1266
7  Sudoeste Francisco Beltrdo e Pato Branco 44.126 276 517.315 1647

Total 210.273 2.018* 5.048.605 14.083*

* Foram incluidas no estudo apenas as propriedades que ndo vacinavam contra o BoHV-1.

Delineamento amostral

O delineamento amostral foi elaborado pelo Departamento de Defesa Animal —
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), em colaboragdo com o Setor de
Epidemiologia da SEAB-PR. Para estimar a prevaléncia de focos foi realizado um estudo
amostral em dois estagios. Primeiro uma sele¢do aleatoria de um numero pré-estabelecido de
propriedades, que representam as unidades primdrias de amostragem. Dentro das unidades
primarias, foi amostrado de forma aleatdria um numero pré-estabelecido de fémeas bovinas
com idade > 24 meses (unidades secundarias), com a finalidade de determinar o estado
sanitario do rebanho.

O numero de propriedades selecionadas por circuito foi estimado pela formula
para amostras simples aleatorias proposta por Thrusfield (1995). Os parametros adotados para
o calculo foram: nivel de confianga de 0,95, prevaléncia estimada em 50% e erro padrao de
0,06. A capacidade operacional e financeira do servigo veterinario do Estado também foi

considerada para a determinag@o do tamanho da amostra no circuito.
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O planejamento amostral para as unidades secundérias visou estimar o nimero
minimo de animais a serem examinados, dentro de cada propriedade, de forma a permitir a
sua classificagdo como foco ou nao foco de BoHV-1. Foram amostradas apenas fémeas com
idade igual ou superior a 24 meses.

Para efeito dos calculos foram adotados os valores de 98% e 93%,
repectivamente, para a sensibilidade e especificidade do teste diagnostico utilizado (Dias et al.
2008) e 50% para a prevaléncia intra-rebanho. Nesse processo foi utilizado o programa
Herdacc®, version 3 (University of Guelph) e o tamanho da amostra escolhido foi aquele que
permitiu valores de sensibilidade e especificidade superiores a 90%. Assim, em rebanhos
constituidos por até 99 fémeas, com idade igual ou superior a 24 meses, foram amostrados 10
animais e naqueles constituidos por mais de 99 fémeas, foram amostradas 15 fémeas (Parana
2001). A selecdo dos animais dentro da propriedade foi casual simples ou sistematica.

Foram testadas um total de 14.083 fémeas com idade > 24 meses, provenientes de
2018 rebanhos ndo vacinados contra 0 BoHV-1.

Colheita da amostras de sangue e dados epidemioldégicos.

Os trabalhos a campo consistiram na colheita de sangue e preenchimento de um
questionario epidemioldgico. A colheita de sangue foi realizada por médicos veterinarios e
técnicos da SEAB-PR, no periodo de dezembro de 2001 a julho de 2002, por meio de pungao
da veia jugular utilizando agulha descartavel estéril e tubo com vacuo, previamente
identificado. As amostras de soro obtidas foram armazenadas em microtubos de plastico e
congeladas a -20°C. O questionario epidemiologico foi aplicado em todas as propriedades

selecionadas e teve por objetivo obter informagdes de sistemas de produgdo e de manejo.
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Teste sorologico para o BoHV-1.

Para o diagnoéstico sorologico da infec¢do pelo BoHV-1 foi utilizado um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) indireto.

Células MDBK (Madin-Darby bovine kidney) foram utilizadas para a produgéo
do antigeno (BoHV-1). As células foram cultivadas em meio Dulbecco modificado (DMEM,
Invitrogen, EUA), suplementado com 7% de soro fetal bovino (SFB —Invitrogen, EUA) livre
de micoplasmas e virus, 55 mg/mL de gentamicina (Sigma® Co., EUA), 2,5 mg/mL de
anfotericina B (Sigma® Co., EUA) e monitoradas pela técnica da RT-PCR quanto a auséncia
do virus da diarréia viral bovina, de acordo com Pilz et al. (2007).

Para a producdo do BoHV-1 foi utilizada a estirpe Los Angeles (LA; Madin et al.
1956) amplificada em cultivo celular em meio DMEM suplementado com 1% SFB. O titulo
viral da suspensao foi calculado em dose infecciosa 50% para cultura de tecidos (50% tissue
culture infective doses —TCIDs). Para a producdo do antigeno do BoHV-1 foi utilizada a
metodologia descrita por Ferreira et al. (2005).

O método de ELISA indireto foi realizado segundo Ferreira et al. (2005) com
modificac¢des descritas por Dias et al. (2008).

Para minimizar as variagdes dos resultados obtidos em cada microplaca, a
densidade optica (DO) de cada soro foi expressa como valor de R (Relagao). A determinagao
do valor de R foi calculada com base nas DOs de 10 soros controles positivos e 10 soros
controle negativos, segundo Biondi et al. (1996). Foi obtido nos soros negativos o maior valor
de R de 0,102. O ponto de corte foi definido em 0,230, considerando o maior valor de R
acrescido de trés desvios-padrao.

A sensibilidade e especificidade determinada para o ELISA indireto foi

respectivamente, 98% e 93% (Dias et al. 2008) e valor de kappa de 0,954.
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Analise de dados.

As informagdes dos questionarios, assim como o resultado da sorologia ¢ a
condicdo da propriedade, foram armazenados num banco de dados utilizando o programa
Microsoft Access®. A propriedade foi considerada positiva (foco) para a presenca do BoHV-
1 se apresentasse pelo menos um animal positivo em propriedades com até sete fémeas; dois
animais em rebanhos de 8 a 99 fémeas ¢ trés animais em propriedades com mais de 99
fémeas. Estes critérios foram estabelecidos utilizando o programa Herdacc®, version 3
(University of Guelph) considerando o tamanho da populacdo, prevaléncia intra-rebanho de
50%, sensibilidade e especificidade do teste de diagnostico utilizado (ELISA indireto), de

forma a obter sensibilidade e especificidade de rebanho superiores a 90%.

Calculo das prevaléncias

O planejamento amostral permitiu determinar as prevaléncias de focos e de
fémeas adultas (> 24 meses) soropositivas para 0 BoOHV-1 no estado do Paran4 e também em
cada um dos circuitos produtores. Os calculos das prevaléncias aparentes ponderadas e os
respectivos intervalos de confianca foram realizados com o auxilio do programa Epilnfo
6.04d (Dean et al. 1994).

Considerando-se que a amostra de unidades primarias, em cada circuito produtor,
foi aleatoria sistematica (Cochran 1977), a prevaléncia aparente de focos do BoHV-1 foi
calculada utilizando-se como parametros o nimero de focos e o niumero de propriedades
amostradas (Dean et al. 1994). Para o total do estado, devido a divisdo em circuitos
produtores, considerou-se que a amostra de unidades primarias foi estratificada sistematica
aleatoria (Cochran 1977). Os parametros utilizados no célculo da prevaléncia aparente de
focos foram o status da propriedade (foco ou livre do BoHV-1), o circuito a que pertence cada

propriedade e o peso ponderado de cada propriedade amostrada no circuito, calculado pela
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razdo entre o numero de propriedades com atividade reprodutiva e o nimero de propriedades
amostradas em cada circuito produtor (Dean et al. 1994).

A prevaléncia aparente de fémeas maiores que 24 meses soropositivas também foi
calculada para cada um dos circuitos produtores e para o estado. Neste caso, a escolha de
unidades secundarias foi feita por meio de uma amostra de agrupamentos estratificada por
circuito produtor (Cochran 1977). Os parametros utilizados neste calculo foram o status do
animal (positivo ou negativo); o circuito ao qual pertence a propriedade da qual foi retirada
cada amostra; a identificacdo da propriedade no estudo; e o peso ponderado de cada animal
amostrado, calculado pela formula (Dean et al. 1994):

fémeas > 24 meses no circuito produtor . fémeas > 24 meses na propr.
peso =

fémeas > 24 meses nas propr.amostradas  fémeas > 24 meses amostradas na propr.

O primeiro fator desta formula representa quanto cada animal selecionado

representa no circuito, e o segundo quanto cada animal representa na propriedade.

Estudo dos fatores de risco

Para os dados consolidados para o estado foi realizado um estudo de fatores de
risco do tipo transversal. Foram formados dois grupos de propriedades (focos e ndo focos)
que, quando comparados entre si quanto as varidveis pesquisadas no questiondrio
epidemiologico, permitiu medir a forca da associagdo dessas varidveis com a presenca do
BoHV-1. As variaveis analisadas foram: tipo de exploragdo (ou sistema de produgdo: carne,
leite ¢ misto); tipo de criagcdo (confinado, semiconfinado, extensivo); uso de inseminagao
artificial; racas predominantes; numero de vacas com idade superior a 24 meses; numero de
bovinos na propriedade; presenca de animais silvestres; destino da placenta e de fetos
abortados; compra ¢ venda de animais; historico de abortamento nos tltimos 12 meses; abate
de animais na propriedade; aluguel de pastos; pastagens em comum com outras propriedades;

piquete de pari¢do e assisténcia veterinaria.
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As categorias das varidveis foram organizadas de modo a apresentarem-se em
escala crescente de risco, segundo informagdes da literatura (Kahrs 1977, Wyler et al. 1989,
Wentink et al. 1993, Van Schaik et al. 1998, Van Schaik et al. 2002). Quando necessario,
realizou-se a recategorizacdo dessas variaveis. A categoria de menor risco foi considerada
como base para a comparacdo das demais categorias. As varidveis quantitativas foram
recategorizadas em quartis.

A andlise univariada foi realizada para verificar a associacdo entre o status do
rebanho para o BoHV-1 (auséncia de animais positivos = 0; presenca de um, dois ou trés
animais soropositivos, de acordo com os critérios descritos anteriormente = 1) e variaveis de
risco, utilizando o teste de x” ou teste exato de Fisher. As varidveis com valor de p<0,2 na
analise univariada foram incluidas na andlise de regressdo logistica multivariada (Hosmer &
Lemeshow 1989). As andlises foram realizadas utilizando o programa SPSS version 9.0

(SPSS INC. 1999a).

RESULTADOS

Caracterizacio da populacio amostrada

No estado do Parana, o nimero de bovinos nas propriedades variou entre 1 ¢
3527, apresentando mediana de 19,0 animais (primeiro quartil = 9,0; terceiro quartil = 51,0).
Os valores correspondentes aos circuitos produtores de acordo com o sistema de exploracao

zootécnica estdo apresentados no diagrama de blocos da Figura 2.
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Figura 2 —Diagrama de blocos mostrando a dispersdo do tamanho dos rebanhos bovinos de

acordo com o sistema de exploragdo zootécnica nos circuitos produtores do estado do Parana.

Prevaléncia

Dos 2018 rebanhos analisados, 1481 (71,30%:1C:69,29-73,32) foram
considerados positivos. No Quadro 2 esta demonstrado o resultado da prevaléncia de focos do
BoHV-1 nos circuitos produtores e no estado do Parana. A prevaléncia de focos estratificada

por tipo de exploragdo esta apresentada no Quadro 3.
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Quadro 2 —Prevaléncia de focos do herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) nos circuitos produtores e

estado do Parana.

- Propriedades
Ifi‘l(l)‘;ll:g:; Avaliadas Positivas Prevaléncia (%) 1C95%

1 286 269 94,06 [90,65-96,50]
2 284 261 91,90 [88,10-94,80]
3 202 243 83,22 [78,43-87,32]
4 295 149 50,51 [44,65-56,35]
5 295 190 64,41 [58,65-69,87]
6 290 166 57,24 [51,32-63,01]
7 276 203 73,55 [67,93-78,66]

Total 2.018 1.481 71,30 [69,29-73,32]

Efeito do desenho amostral = 1,04

Quadro 3 —Prevaléncia de focos do herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) estratificada por tipo de

exploracao (corte, leite e misto), nos circuitos produtores e estado do Parana.

Prevaléncia de focos do BoHV-1

Circuito Corte Leite Misto
produtor —, IC (95%) % IC (95%) % IC (95%)
(%) (%) (%)
1 93,67 [85,84-97,91] 98,96 [94,33-99,97] 90,09 [82,96-94,95]
2 98,46 [91,72-99,96] 89,73 [83,62-94,13] 91,67 [82,74-96,88]
3 83,93 [71,67-92,38] 74,00 [64,27-82,26] 89,71 [83,33-94,26]
4 58,82 [46,23-70,63] 47,22 [37,54-57,06] 47,86 [38,54-57,29]
5 88,00 [68,78-97,45] 62,50 [54,51-70,02] 61,47 [51,66-70,63]
6 71,79 [55,13-85,00] 50,98 [40,89-61,01] 58,90 [50,47-66,97]
7 93,75 [69,77-99,84] 77,36 [68,21-84,92] 68,83 [60,88-76,04]
Total 83,33 [78,99-87,09] 71,52 [68,29-74,59] 71,36 [68,18-74,39]

A prevaléncia de animais que apresentaram anticorpos contra o BoHV-1 esta

demonstrada no Quadro 4. Dos 14.083 animais avaliados no estado, 7.125 foram

sororreagentes, apresentando prevaléncia de 59,02% [IC: 56,19-61,85%].
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Quadro 4 —Prevaléncia de animais sororreagentes ao herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) nos

circuitos produtores e estado do Parana.

I?r‘;;:ﬁ)"r Animais - Prevaléncia (%)  IC 95%
Testados Positivos
1 2630 1686 71,13 [66,43-75,83]
2 2467 1564 66,17 [59,71-72,63]
3 2219 1223 60,16 [55,37-64,95]
4 1924 633 45,85 [37,47-54,23]
5 1930 727 49,96 [40,22-59,71]
6 1266 545 54,64 [47,02-62,27]
7 1647 747 54,91 [46,95-62,86]
Total 14.083 7.125 59,02 [56,19-61,85]

No Quadro 5 apresenta o resultado da analise univariada dos possiveis fatores de
risco para 0 BoHV-1 no estado do Parand. As variaveis com valor de p<(0,2 foram incluidas
na andlise de regressdo logistica multivariada. O modelo final de regressdo logistica

multivariada esta apresentado no Quadro 6.
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Quadro 5 - Distribuicdo das variaveis analisadas como possiveis fatores de risco para o

herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) em rebanhos bovinos do estado do Parana.

Variavel Categorias Casos/Expostos Fre?:jf )nda
Tipo de criacio 1: extensivo ° 1159/1591 72,8
2: semi-confinado / confinado 312/414 75,4
Tipo de exploragio 1: leite ® 585/818 71,5
2: corte 290/348 83,3
3: mista 603/845 71,4
Raca predominante 1: puras 496/664 74,7
2: outras 940/1290 72,9
N° de fémeas bovinas * 0: <23 fémeas ® 1032/1534 67,3
1: > 23 fémeas 449/484 92,8
N°de fémeas > 24 meses ° 0: < 13 fémeas ° 1002/1500 66,8
1: > 13 fémeas 479/518 92,5
Presenca de animais silvestres 0: ndo ° 1075/1455 73,4
1: sim 406/563 72,1
Uso da inseminacio artificial (IA)* 1:s6 LA.° 105/163 64,4
2: I.A. / monta natural 153/221 69,2
3: s6 monta natural 1189/1584 75,1
Compra animais para reproduc¢io ©  0: ndo b 708/1064 66,5
1: sim 763/936 81,5
Vende animais para reprodugio 0: ndo ® 1095/1553 70,5
1: sim 372/439 84,7
Destino do aborto 0: enterra/joga/queima ” 564/723 78,0
1: deixa abortos na pastagem 515/661 77,9
Aluguel pasto ¢ 0: ndo ° 1239/1739 71,2
1: sim 232/266 87,2
Pasto comum 0: ndo® 1269/1742 72,8
1: sim 204/263 77,6
Piquetes de paricdo © 0: ndo " 1027/1450 70,8
1: sim 427/529 80,7
Assisténcia veterinaria 0: sim " 433/571 75,8
1: ndo 1017/1400 72,6
Histérico de aborto © 0: ndo ° 1156/1605 72,0
1: sim 299/370 80,8

* Algumas perguntas nio foram respondidas pelos proprietarios
® Categoria baseline
¢ p<0,20 na analise univariada e incluidas no modelo de regressdo logistica multivariada
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Quadro 6 — Modelo final de regressao logistica multivariada dos fatores de risco associados ao

herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) em rebanhos com atividade reprodutiva do estado do Parana.

Variaveis Casos Expostos p Odds Ratio IC 95%
Exploragdo- Corte 290 348 0,009 1,58 [1,12-2,23]
Compra reprodutores 763 936 0,000 1,90 [1,52-2,37]
Monta natural 1189 1584 0,038 1,48 [1,02-2,14]
Aluguel de pasto 232 266 0,000 2,24 [1,51-3,33]
Presenga de piquete de pari¢do 427 529 0,001 1,56 [1,20-2,03]
Histoérico de aborto 299 370 0,014 1,45 [1,08-1,95]
R*=8,7%
DISCUSSAO

No estado do Parand, o nimero de bovinos nas propriedades variou entre 1 e
3527, apresentando mediana de 19,0 animais. Os circuitos produtores 1 (regido noroeste) e 2
(regido centro-oeste/norte) representam 40,8% do total de bovinos do estado e apresentaram
os maiores rebanhos na amostra.

O circuito produtor 1 (regido noroeste) apresentou os maiores rebanhos do estado
¢ as propriedades de corte apresentaram mediana do nimero de bovinos de 148,50 ¢
representaram 59,55% do total de animais amostrados no circuito. Esta regido se caracteriza
pela bovinocultura de corte mais tecnificada do estado, com areas de pastagens artificiais
destinadas ao confinamento e terminag@o de animais precoces.

O circuito 6 (regido leste/sul) apresentou os menores rebanhos da amostra
(mediana de 8), caracterizando-se por pequenas propriedades de exploracdo
predominantemente mista.

Considerando o periodo e as propriedades estudadas, a produtividade de leite foi

maior no circuito 6 (regido centro-oeste/norte) com uma média de produgdo diaria de leite de
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12,24 L/vaca. Entretanto, dados do IBGE referente a produgdo leiteira no estado em 2006,
demonstram uma maior produgdo nos circuitos produtores 5 (regido oeste) e 7 (regido
sudoeste), que somados representam 49% da produgdo leiteira do estado. Nessas regides
predomina a agricultura familiar em que a venda de leite ¢ a fonte principal da renda mensal.
A regido centro sul (circuito produtor 4), se caracteriza por um sistema extensivo de ciclo
completo entretanto existe na regido de Ponta Grossa uma bacia leiteira altamente tecnificada
com a maior produtividade por animal do Estado. Nesta regido se encontra o municipio de
Castro, que mais produziu leite no pais em 2006 e que se caracteriza por alta tecnologia de
producdo, genética apurada e produtividade semelhante a obtida em rebanhos europeus.

Para o estado do Parand, verificou-se a prevaléncia de focos do BoHV-1 de
71,30% [69,29-73,32%] (Quadro 2). Estudos anteriores realizados no estado, envolvendo a
soroepidemiologia do BoHV-1, ndo foram caracterizados por delineamento amostral e
apresentaram freqiiéncias superiores (Richtzenhain et al. 1999, Médici et al. 2000). Médici et
al. (2000) encontraram 92% de rebanhos positivos para 0 BoHV-1, em um estudo envolvendo
propriedades com historico de problemas reprodutivos provenientes de 30 municipios do
estado. Os rebanhos selecionados no presente trabalho ndo apresentavam histérico de
vacinagdo contra IBR, de forma que o resultado de prevaléncia de focos (71,30%) representa
infeccao natural.

O circuito produtor 1, que inclui os nucleos regionais de Umuarama ¢ Paranavai e
circuito produtor 2, nucleos de Campo Mourao, Maringé e Londrina, apresentaram as maiores
prevaléncias pontuais, 94,06% ¢ 91,90% respectivamente. No periodo estudado, essas regioes
concentravam 40% do total de bovinos do estado e apresentaram as maiores medianas do
nimero de bovinos nas propriedades (Figura 2).

O circuito produtor 4, representado pelos nucleos regionais de Laranjeiras do Sul,

Guarapuava e Ponta Grossa, apresentou a menor prevaléncia de focos (50,51%) do estado. As
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propriedades leiteiras do circuito 4 se caracterizam por rebanhos menores com mediana do
namero de bovinos igual a 11 (Figura 2). Essa regido envolve uma bacia leiteira altamente
tecnificada com a maior produtividade por animal do Estado.

Em propriedades tecnificadas a taxa de renovacdo dos animais ¢ maior, pois
devido ao alto custo da produgdo, fatores que interferem na reducdo da produgdo e aumento
dos custos sdo rapidamente diagnosticados. Desta forma, animais que apresentam baixa
producdo leiteira, problemas reprodutivos, mastite, problemas de casco, entre outros fatores,
sdo sistematicamente descartados.

Praticas de manejo como a utilizagdo de inseminacdo artificial e presenca do
piquete de pari¢do sdo mais freqiientes em propriedades tecnificadas. A utilizacdo de
inseminacao artificial favorece o controle da disseminagdo do BoHV-1, considerando o uso de
sémen livre do virus. A presenca do piquete de paricdo indica grau de tecnificacdo e
possibilita o controle mais efetivo do rebanho, pois ¢ possivel a identificagdao e descarte de
animais que ndo pariram na estagdo de monta, ou que apresentaram problemas. Entretanto
com 0 manejo mais intensivo pode ocorrer concentragdo de partos e com a ocorréncia de
abortos tardios hd maior probabilidade de contaminagao do ambiente.

Mc Dermott et al. (1997) estudando a variabilidade da prevaléncia de BoHV-1 em
tr€s distritos no Kenya concluiram que as varia¢des de prevaléncia entre regides podem ser
parcialmente explicadas pela atuagdo de fatores como tamanho do rebanho, medidas de
controle de doengas, tipo de criagdo ¢ idade dos animais.

A prevaléncia de focos de BoHV-1 no Estado, estratificada por tipo de
exploracdo, foi maior em rebanhos especializados na pecuaria de corte 83,33 [78,99-87,09]
(Quadro 3). Nos circuitos produtores, a prevaléncia pontual de BoHV-1 também foi maior nas
propriedades de corte, exceto nos circuitos 1 e 3 (Tabela 3). Estudos realizados em rebanhos

de corte com problemas reprodutivos nos Estados do Rio Grande do Sul (Vidor et al. 1995) e
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Parana (Médici et al. 2000), encontraram freqiiéncias de rebanhos positivos de 71,3% e 100%
respectivamente. Uma caracteristica no manejo deste tipo de exploracdo pode estar
relacionada a menor taxa de reposicdo das matrizes e menor controle sanitario de doengas da
reproducdo em relacdo as propriedades leiteiras.

A prevaléncia de focos de BoHV-1 em propriedades leiteiras e mistas foi 71,52%
[68,29-74,59%] e 71,36% [68,18-74,39%] respectivamente. Médici et al. (2000) analisando
rebanhos leiteiros com histérico de problemas reprodutivos do estado do Parana encontraram
freqiiéncia de 90,05%. No Rio Grande do Sul, um estudo envolvendo rebanhos provenientes
de 9 bacias leiteiras demonstrou uma prevaléncia de BoHV-1 de 54,5% (Lovato et al. 1995).

A prevaléncia de animais sororreagentes ao BoHV-1 no Estado foi 59,02%
[56,19-61,85]. Estudos realizados no estado do Parana em bovinos com historico de
problemas reprodutivos apresentaram 43,7% (Médici et al. 2000) e 52,4% (Takiuchi et al.
2001) de animais sororreagentes ao BoHV-1. Considerando que no presente trabalho a
amostragem dos animais e propriedades foi aleatoria, o aumento da freqiiéncia da infecc¢do
pelo BoHV-1 no estado pode ser devido a disseminagao da infec¢do nos rebanhos paranaenses
por falhas de manejo que podem favorecer o contato de animais susceptiveis com infectados.

As regides noroeste e centro-oeste/norte apresentaram as maiores prevaléncias de
animais sororreagentes ao BoHV-1, 71,13% e 67,17% respectivamente. Essas regides
concentram a maior populagao de bovinos do estado ¢ sdo especializadas na pecuaria de corte.
Essas regioes fazem divisa com os estados do Mato Grosso do Sul (MS) e Sao Paulo (SP),
possibilitando uma intensa movimentacao de animais entre esses estados, principalmente de
animais especializados na pecuaria de corte, ¢ permitindo uma situagdo epidemioldgica do
BoHV-1 nestas regides, semelhante as encontradas nos estados do MS e SP.

Nos estados do MS e SP foram descritas freqiiéncias de 86,08% (371/431) e

68,65% (300/437), respectivamente, de bovinos positivos para o BoHV-1 provenientes de
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propriedades localizadas em regides de maior desenvolvimento pecuario (Richtzhenhain et al.
1999). Takiuchi et al. (2001) estudaram propriedades com histérico de problemas
reprodutivos desses dois estados e encontraram freqiiéncias de 69,4% (2.906/4188) de animais
sororreagentes ao BoHV-1 para o MS e 53,9% (348/646) para SP.

A andlise multivariada dos fatores de risco para a infeccdo pelo BoHV-1 em
rebanhos bovinos do estado do Parand, demonstrou que propriedades especializadas na
pecuaria de corte possuem maior probabilidade de serem positivas do que rebanhos leiteiros e
mistos (Quadro 6). Os rebanhos de corte amostrados neste trabalho apresentaram as maiores
medianas do nimero de bovinos em relagdo aos outros tipos de exploracdo em todas as
regides estudadas (Figura 2). A associagdo entre o tamanho do rebanho e a soropositividade
para o BoHV-1 pode ser atribuida a outras varidveis, fortemente relacionadas com o tamanho
do rebanho, como a freqii€ncia de compra de animais, participagdo em eventos agropecuarios,
visitas profissionais e presenca de trabalhadores regulares e temporarios nas propriedades
(Van Schaik et al. 1998).

A aquisi¢do de animais em periodo de incubacdo ou nas fases aguda ou latente da
infec¢do pelo virus ¢ descrita como principal fator de introdu¢do do BoHV-1 no rebanho
(Msolla et al. 1981, Pastoret et al. 1982). No presente trabalho, a compra de animais
destinados a reproducdo foi considerada fator de risco para o BoHV-1 na analise multivariada
(Tabela 6). Van Schaik et al. (1998) estudando os fatores de risco para introdu¢ao do BoHV-1
em rebanhos leiteiros da Holanda, demonstraram que propriedades que compravam animais
teriam 3,5 vezes mais chances de serem positivas que propriedades fechadas, considerando
uma média de compra de 4,5 animais por ano.

Varios autores citam o sémen como via de eliminagdo do virus (Straub 1990,
Wentink et al. 1993, Oirschot 1995, Rocha et al. 1999) . No presente trabalho, propriedades

que utilizavam a monta natural como método de reprodugdo apresentaram maior
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probabilidade de serem positivas do que as que utilizavam a Inseminagdo artificial (IA)
(Quadro 6). Estudos demonstraram que a eliminacdo do BoHV-1 pelo s€émen pode ser
intermitente e que o virus pode ser isolado de bovinos soronegativos, dificultando a
identificacdo desses animais no rebanho (Huck et al. 1971, Xia et al. 1995, Gee et al. 1996).
Nas centrais de IA, embora as condi¢des de armazenamento do sémen favorecam a
conservagdo do virus, normas rigorosas de controle t€m sido estabelecidas com o objetivo de
garantir a auséncia do BoHV-1.

As propriedades que utilizavam piquete de pari¢cdo apresentaram 1,56 vezes mais
chances de serem positivas para o BoHV-1 do que as que ndo utilizavam (Quadro 6). O
piquete de paricdo ¢ uma excelente pratica para facilitar o manejo, assisténcia ao parto e ao
bezerro. Porém, essa pratica de manejo zootécnico pode facilitar a transmissdo de
microrganismos eliminados no peri-parto quando o manejo das instalagdes ¢ realizado de
forma inadequada. Considerando a imunodepressdo fisioldgica que ocorre nesta fase, animais
com infecgdo latente podem reativar e excretar o virus e, devido ao maior agrupamento de
animais no piquete de paricdo associado a falhas de manejo, pode predispor a maior
probabilidade de infec¢do.

A utilizacdo de pastagens de outras propriedades pode favorecer introdugdo de
doengas, inclusive da infec¢do pelo BoHV-1, quando as caracteristicas de manejo ndo sdo
adequadas e o status sanitario da propriedade a ser utilizada ¢ desconhecido. Neste estudo,
propriedades que alugavam pastagens apresentaram 2,24 vezes mais chances de serem
positivas do que rebanhos que nio praticavam esse manejo.

O abortamento é a manifestacao clinica da IBR e de diversas enfermidades. Neste
estudo, o histérico de aborto foi associado a positividade de rebanhos ao BoHV-1,
demonstrando que o virus pode ser o agente etiologico e deve ser incluido no diagnéstico

diferencial de problemas reprodutivos ocorridos no estado.
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A alta prevaléncia de animais e¢ focos do BoHV-1, no periodo estudado,
demonstra que o virus estd amplamente distribuido em todas as regides do estado,
principalmente nos rebanhos de corte. O resultado da andlise dos fatores de risco indica que a
caracteristica das propriedades e fatores relacionados ao manejo estdo associados a
soropositividade para o BoHV-1 e devem ser considerados em programas de prevencgdo da
doenca.

Experiéncias de programas de controle em paises europeus que apresentavam
baixas freqiiéncias de BoHV-1, demonstram a viabilidade da utilizagdo de vacinas com
marcador genético, estratégia que permite a diferenciagcdo de animais infectados e vacinados,
e descarte de animais positivos. Paises como Estados Unidos e Canada, caracterizados pela
alta prevaléncia do BoHV-1, estabeleceram programas de controle baseados na utilizagao
tanto de vacinas vivas quanto inativadas, que se caracterizam por impedir a manifestacao
clinica, porém podem ndo contribuir para a redugao da prevaléncia do virus (Ackermann et al.
2000).

Atualmente no Brasil, vacinas com marcadores genéticos nao estao disponiveis no
mercado e as medidas de controle da infec¢cdo adotadas sdo de iniciativa voluntaria baseada na
utilizagdo ou ndo de vacinas, tendo por objetivo controle e/ou erradicagao da IBR.

As vacinas contra o BoHV-1 apresentam boa eficicia na prevencdo de sinais
clinicos e da re-excre¢ao viral, entretanto ndo sao capazes de impedir a infec¢ao. Desta forma,
praticas de manejo adequadas associadas a imunoprofilaxia sdo elementos importantes no
controle da introdugdo ¢ manutencao do virus no rebanho. Dentre as medidas a serem
adotadas destacam-se a realizacao de testes sorologicos antes da introducdo de animais na
propriedade e medidas rigidas de quarentena. O contato indireto entre propriedades deve ser
evitado e a utilizagdo de piquetes de paricdo deve envolver praticas de manejo adequadas de

forma que nao atuem como disseminadores de doengas.
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Considerando a alta prevaléncia do BoHV-1 no estado do Parana e nos circuitos
produtores, se torna invidvel no momento uma politica oficial de controle e erradica¢do da
doenca. A importancia da IBR para a economia pecudria, e as exigéncias referentes ao
comercio internacional de animais e produtos de biotecnologia com relagio ao BoHV-1,
podera levar a um programa de controle direcionado a rebanhos que exportem material
genético, animais de centrais de [A e matrizes doadoras de embrides.

Os resultados obtidos neste trabalho poderdo orientar os profissionais quanto as
medidas de controle adotadas, fundamentada na analise dos fatores de risco associados a
infeccdo no estado. A selegdo da melhor estratégia de controle envolvera a situacdo
epidemioldgica da area em questdo. A utilizacdo de praticas de manejo com o objetivo de
restringir a introdu¢do do BoHV-1 s3o fundamentais e podem ser aplicadas nas diferentes
situacdes. A vacinacdo em areas de alta prevaléncia é recomendada na prevencdo dos sinais
clinicos, sendo utilizada com sucesso em programas de controle. Em 4reas de baixa
prevaléncia deve se considerar economicamente a erradicagdo do virus da propriedade, com

descarte de animais positivos.
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5 CONCLUSOES

m O BoHV-1 estd amplamente distribuido nos rebanhos paranaenses
apresentando altas prevaléncias de propriedades e animais em todos os circuitos produtores.

m O circuito produtor 1 (ntcleos regionais de Umuarama e Paranavai) e
circuito produtor 2 (ntcleos de Campo Mourdo, Maringd e Londrina) apresentaram as
maiores prevaléncias pontuais e também os maiores rebanhos da amostra.

m O circuito produtor 4 (nucleos regionais de Laranjeiras do Sul,
Guarapuava e Ponta Grossa), caracterizado por pequenas propriedades, apresentou a menor
prevaléncia de focos (50,51%) do estado.

m Propriedades de corte apresentaram maior prevaléncia pontual em todos
os circuitos produtores, exceto no circuito produtor 1.

m As variaveis associadas a soropositividade ao BoHV-1 nas propriedades
com atividade reprodutiva no Estado do Parana sdo: propriedades com explora¢do de corte
(OR=1,58), a compra de reprodutores (OR=1,90), a utilizagdo da monta natural como método
de reprodugdo (OR= 1,48), a pratica de aluguel de pasto (OR= 2,24), utilizagdo de piquete de
paricdo (OR= 1,56) ¢ historico de abortamento (OR= 1,45).

m Considerando o circuito produtor 5, as varidveis associadas ao BoHV-1
nas propriedades com atividade reprodutiva sdo: manter 13 ou mais fémeas acima de 24
meses na propriedade (OR= 2,22), a compra de reprodutores (OR= 2,68), utilizar pasto
comum com outras propriedades (OR= 5,93), apresentar historico de abortamento e a

presenca de animais silvestres (OR= 8,86).
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1. Lista de reagentes

1.1. Técnica de Elisa indireto

Acido citrico (H3C6H507) PM 192,13 (Reagen®)

Acido cloridrico (HC1) PM 36,46 (Reagen®)

Bicarbonato de s6dio (NaHCO3) PM 84,01 (Biotec®)

Carbonato de s6dio (Na2CO3) PM 105,99 (Reagen®)

Cloreto de s6dio (NaCl) PM 58,45 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Gibco BRL")

Fosfato de s6dio monobasico (NaH2PO4.2H20) PM 155,99 (Reagen®)
Fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4) PM 141,96 (Synth®)

Hidroximetil amino metano - TRIS 99% PM 121,14 (Invitrogen®)

Imunoglobulina de coelho anti-IgG bovina conjugada com peroxidase (Sigma®

Co., EUA)

Leite em p6 desnatado (Molico-Nestl¢)
Orthophenylene diamine (OPD, Sigma® Co, EUA)
Peroxido de hidrogénio (H,0,) PM 34,01 (Merck®)
Polietilenoglicol 6000 (PEG) (Sigma® Co., EUA)
Soro albumina bovina (SAB) (InLab™)

Tween 20 (Sigma®Co. EUA)

1.2. Cultivo celular

Anfotericina B (Sigma® CO, EUA)

DMEM - Dulbecco's modified Eagle Medium (Gibco BRL®)
Fungizone™ Antimycotic, liquid (Gibco BRL")

Gentamicin Reagent Solution (10 mg/mL), liquid (Sigma® CO, EUA)

Soro fetal bovino (SFB) (Gibco, BRL®)
Trypsin, 2,5% (1X), liquid (Gibco, BRL®)
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2. Solucdes e Tampdes

m Tampao de adsorcao (Carbonato / Bicarbonato de Sédio)
- 2,93 g de bicarbonato de sodio (35 mM)

- 1,59 g de carbonato de sodio (15 mM)

-H20 bd gsp 1000 mL

-pH 9,6

m Tampao fosfato salina (PBS)

-21,25 g de cloreto de sodio (150 mM)

- 0,39 g de fosfato de s6dio monobasico (1 mM)

- 3,3 g de fosfato de sodio dibasico anidro (9,3 mM)
-H20 bd gsp 1000 mL

-pH 7,6

m Tampaio fosfato salina Tween 20 a 0,05% (PBST 0,05%)
- 1000 mL de PBS

-0,5 mL de tween 20

-pH 7,6

m Solucio de bloqueio
-0,5 g de leite em p6 desnatado
-PBST 0,05% qsp 10 mL

m Soluc¢io diluente do soro
-0,1 g de leite em p6 desnatado
- 1,0 mL de solugao de célula
-PBST 0,05% qsp.10 Ml

m Diluente do conjugado
-0,1 g de Soroalbumina bovina (SAB)
-PBST 0,05% qsp. 10 mL

m Soluc¢io do conjugado (1:20.000)
- 1 uL de imunoglobulina de coelho anti-IgG bovina conjugada com peroxidase

-20 mL do diluente do conjugado
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m Tampaio acido citrico/fosfato

- 19,21 g de acido citrico (0,1 M)

- 28,39 g de fosfato de sddio dibasico (0,2 M)
-H20 bd gsp 1000 mL

-pH 5,0

m Soluc¢io do substrato

- 10 mL de tampao acido citrico/fosfato
-4 ug de orthophenylene diamine (OPD)
- 6 uL de perdxido de hidrogénio (H,O;)

m Solucio de parada da reacao (STOP)
- 147,12 mL de acido cloridrico 3 N

-H20 bd gsp.1000 mL

3. Protocolo da técnica de Elisa indireto
m Adsorver microplacas de poliestireno com 96 cavidades (Nunc-Immuno Plate

Maxisorp®, Dinamarca) com 70 wug/cavidade de antigeno em tampdo

carbonato/bicarbonato de sddio, pH 9,6.

m Incubar por 18h a 4°C em camara umida

m Lavar a microplaca 6 X com PBST 0,05%

m Adicionar 150 uL de solugdo de bloqueio em cada cavidade

m Incubar por 60 min a 37°C em camara imida

m Lavar a microplaca 3 X com PBST 0,05%

m Adicionar 100 ulL/cavidade de cada soro a ser testado na dilui¢ao 1:100 em PBST 0,05%
acrescido de células MDBK (10%) e leite em p6 desnatado (1%)

m Incubar por 90 min a 37°C em cdmara imida



99

Lavar a microplaca 3 X com PBST 0,05%

Adicionar 100 uL/cavidade de imunoglobulina de coelho anti-IgG bovina conjugada com

peroxidase diluida a 1:20.000 em PBST 0,05% acrescido de 1% de soroalbumina bovina

Incubar por 30 min a 37°C em cdmara imida

Lavar a microplaca 3 X com PBST 0,05%

Adicionar 100 uL/cavidade de tampao acido citrico/fosfato acrescido de 0,01%

orthophenylene diamine e 0,03% de H,O,

Incubar por 15 min a temperatura ambiente em cdmara escura

Interromper a reacao pela adicao de 25 ul/cavidade de solugao STOP.

Incluir em cada microplaca controles positivo, negativo, do conjugado e do substrato.

Mensurar a Densidade Optica (DO) em espectofotdmetro para microplacas (Emax®,
IDEXX Laboratories, Inc., EUA) em filtro 490 nm.
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ANEXO

Normas para publicacio no periddico Pesquisa Veterinaria Brasileira

www.scielo.br/revistas/pvb/pinstruc.htm

Objetivo e politica editorial

O objetivo da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira ¢ contribuir, através da publica¢ao dos
resultados de pesquisa e sua disseminacdo, para a manutenc¢io da satide animal que depende,
em grande parte, de conhecimentos sobre as medidas de profilaxia e controle veterinarios.

Com periodicidade mensal, a revista publica trabalhos originais e artigos de revisao de
pesquisa no campo da patologia veterinaria no seu sentido amplo, principalmente sobre
doencas de importancia economica e de interesse para a satde publica.

Apesar de ndo serem aceitas comunicagdes ("Short comunications") sob forma de "Notas
Cientificas", ndo héd limite minimo do numero de paginas do trabalho enviado, que deve
porém conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a metodologia empregada no
estudo.

Os trabalhos, em 3 vias, escritos em portugués ou inglés, devem ser enviados, junto com
disquete de arquivos (de preferéncia em Word 7.0), ao editor da revista Pesquisa Veterinaria
Brasileira, no enderego abaixo. Devem constituir-se de resultados ainda nio publicados e nao
considerados para publicacao em outra revista.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos trabalhos,
os editores, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o direito de sugerir ou
solicitar modificacOes aconselhaveis ou necessarias.

Apresentacio de manuscritos

1. Os trabalhos devem ser oganizados, sempre que possivel, em Titulo, Abstract, Resumo,
Introdugdo, Material ¢ Métodos, Resultados, Discussao, Conclusdes (ou combinagdes destes
trés ultimos), Agradecimentos e Referéncias:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o conteudo do trabalho;

b) um Abstract, um resumo em inglés, devera ser apresentado com os elementos constituintes
observados nos artigos em portugués, publicados no ultimo nimero da revista, ficando em
branco apenas a paginacao, e, no final, tera indicagdo dos index terms;

¢) o Resumo deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e estudado, dando
os mais importantes resultados e conclusdes; serd seguida da indicacdo dos termos de
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indexagdo; nos trabalhos em inglés, Resumo e Abstract trocam de posi¢do ¢ de constituigdo
(veja-se como exemplo sempre o ultimo fasciculo da revista);

d)a Introdugdo deve ser breve, com cita¢do bibliografica especifica sem que a mesma assuma
importancia principal, e finalizar com a indicagdo do objetivo do trabalho;

e) em Material e Métodos devem ser reunidos os dados que permitam a repeti¢do do trabalho
por outros pesquisadores;

f) em Resultados deve ser feita a apresentagdo concisa dos dados obtidos; quadros devem ser
preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado, médias de vdrias

repeti¢des; ¢ conveniente, as vezes, expressar dados complexos por graficos, ao invés de
apresenta-los em quadros extensos;

g)na Discussdo os resultados devem ser discutidos diante da literatura; ndo convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma obrigacao
do autor e da revista de publica-los;

h)as Conclusdes devem basear-se somente nos resultados apresentados no trabalho;

1) os Agradecimentos devem ser sucintos € nao devem aparecer no texto ou em notas de
rodapé;

j) a lista de Referéncias, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e a que tenha servido
como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada alfabeticamente pelo sobrenome do
primeiro autor, registrando os nomes de todos os autores, o titulo de cada publicacdo e, por
extenso ou abreviado, 0 nome da revista ou obra, usando as normas da Associacao Brasileira
de Normas Técnicas - ABNT, Style Manual for Biological Journals (American Institute for
Biological Sciences) e/ou Bibliographic Guide for Editors and Authors (American Chemical
Society, Washington, D.C.).

2. Na elaboracao do texto deverao ser atendidas as normas abaixo:

a) os trabalhos devem ser apresentados em uma sé face do papel, em espago duplo e com
margens de, no minimo, 2,5 cm; o texto serd escrito corridamente; quadros serdo feitos em
folhas separadas, usando-se papel duplo oficio, se necessario, e anexados ao final do trabalho;
as folhas, ordenadas em texto, legendas, quadros e figuras, serdo numeradas seguidamente;

b)a redagdo dos trabalhos deve ser a mais concisa possivel, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de rodapé serdo
numeros arabicos colocados um pouco acima da linha de escrita, apos a palavra ou frase que
motivou a nota; essa numeragao sera continua; as notas serdo lancadas ao pé da pagina em
que estiver o respectivo sinal de chamada; todos os quadros e todas as figuras serdo
mencionados no texto; estas remissdes serdo feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que
possivel, na ordem crescente destes; Resumo e Abstract serdo escritos corridamente em um so
paragrafo e ndo deverdo conter citagdes bibliograficas;

¢) no rodapé da primeira pagina devera constar enderego profissional do(s) autor(es);

d)siglas e abreviagdes dos nomes de instituigdes, ao aparecerem pela primeira vez no
trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;
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e)citagdes bibliograficas serdao feitas pelo sistema "autor e ano"; trabalhos de dois autores
serdo citados pelos nomes de ambos, e de trés ou mais, pelo nome do primeiro, seguido de "et
al.", mais o ano; se dois trabalhos nao se distinguirem por esses elementos, a diferenciacao
sera feita pelo acréscimo de letras mintisculas ao ano, em ambos; todos os trabalhos citados
terdo suas referéncias completas incluidas na lista prépria (Referéncias), inclusive os que
tenham sido consultados indiretamente; no texto ndo se fard men¢do do trabalho que tenha
servido somente como fonte; este esclarecimento serd acrescentado apenas ao final das
respectivas referéncias, na forma: "(Citado por Fulano 19...)"; a referéncia do trabalho que
tenha servido de fonte sera incluida na lista uma sé vez; a men¢ao de comunicagdo pessoal e
de dados nao publicados ¢ feita, de preferéncia, no proprio texto, colocada em parénteses,
com citagdo de nome(s) ou autor(es); nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses,
ndo se usara virgula entre o nome do autor ¢ o ano, nem ponto-e-virgula ap6s cada ano; a
separagcdo entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por virgulas, exemplo: (Flores &
Houssay 1917, Roberts 1963a,b, Perreau et al. 1968, Hanson 1971);

f) a lista das referéncias devera ser apresentada com o minimo de pontuagao e isenta do uso de
caixa alta, sublinhando-se apenas os nomes cientificos, e sempre em conformidade com o
padrao adotado no ultimo fasciculo da revista, inclusive quanto a ordenacdo de seus varios
elementos.

3. As figuras (gréficos, desenhos, mapas ou fotografias) deverdo ser apresentadas em tamanho
maior (cerca de 150%) do que aquele em que devam ser impressas, com todas as letras ou
sinais bem proporcionados para assegurar a nitidez apos a redu¢do para o tamanho desejado;
parte alguma da figura sera datilografada; a chave das convengdes adotadas sera incluida
preferentemente, na area da figura; evitar-se-4 o uso de titulo ao alto da figura; desenhos
deverdo ser feitos com tinta preta em papel branco liso ou papel vegetal, vedado o uso de
papel milimetrado; cada figura sera identificada na margem ou no verso, a traco leve de lapis,
pelo respectivo nimero e o nome do autor; havendo possibilidade de divida, deve ser
indicada a parte superior da figura; fotografias deverdo ser apresentadas em branco e preto,
em papel brilhante, e sem montagem, ou em diapositivos (slides) coloridos; somente quando a
cor for elemento primordial a impressdo das figuras serd em cores; para evitar danos por
grampos, desenhos e fotografias deverdo ser colocados em envelope.

4. As legendas explicativas das figuras conterdo informagdes suficientes para que estas sejam
compreensiveis e serdo apresentadas em folha separada que se iniciard com o titulo do
trabalho.

5. Os quadros deverdo ser explicativos por si mesmos; cada um tera seu titulo completo e sera
caracterizado por dois tragos longos, um acima e outro abaixo do cabecalho das colunas; entre
esses dois tracos poderd haver outros mais curtos, para grupamento de colunas; ndo hé tragos
verticais; os sinais de chamada serdo alfabéticos, recomec¢ando de a em cada quadro, e as
notas serdo langadas logo abaixo do quadro respectivo, do qual serdo separadas por um traco
curto, a esquerda.





