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RESUMO

BEZERRA, D.C. Frequéncia de anticorpos contra o herpesvirus bovino
tipo 1 (BoHV-1) em bovinos leiteiros ndo vacinados no Estado do
Maranh&o. [Frequency of antibodies against the bovine herpesvirus type 1
(BoHV-1) in non vaccinated dairy catlle in the state of Maranh&o]. 2009. 102 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Estadual do
Maranh&o, Sao Luis, 2009.

O Herpesvirus Bovino Tipo 1(BoHV-1) apresenta distribuicdo mundial e é
descrito como um sério problema sanitario, gerando perdas produtivas e
reprodutivas para os rebanhos infectados. Deste modo, a pesquisa foi
realizada, com o objetivo de estabelecer a frequéncia de anticorpos contra o
BoHV-1 na bacia leiteira do Estado do Maranhao. Amostras de soro sanguineo
de 920 fémeas bovinas ndo vacinadas contra BoHV-1 foram analisadas por
meio da técnica de ELISA indireto. O estudo foi realizado em 92 propriedades
leiteiras, pertencentes a 23 municipios localizados nas regionais de Acailandia,
Bacabal, Ilha de S&o Luis, Imperatriz e Pedreiras. As amostras de soro foram
coletadas de fémeas com ou sem sinais clinicos da infeccdo pelo virus e
estratificadas segundo a faixa etaria (> 3 anos, entre 3 a 7 anos e > 7anos).
Durante a coleta das amostras, aplicou-se questionario epidemiologico para
investigar fatores que poderiam estar associados a infeccédo. Das 920 amostras
de soro analisadas, 71,30% (n=656) foram reagentes, 17,40% (n=160)
suspeitas e 11,30% (n=104) ndo reagentes. Nas regionais obtiveram-se
frequéncias de 68,12% (n=109), 68,21% (n=191), 71,67% (n=86), 78,75%
(n=126) e 72% (n=144), para Ilha de Sao Luis, Imperatriz, Acailandia, Pedreiras
e Bacabal, respectivamente. Nos 23 municipios amostrados foram encontrados
animais reagentes, com deteccdo de bovinos sorologicamente positivos em
100% das propriedades. As frequéncias de reagentes por faixa etaria foram
45,57% (3 a 7 anos), 9,57% (< 3 anos) e 4,79% (> 7 anos). Estes resultados
indicam que estatisticamente a idade esteve associada a infeccdo (P< 0,05).
Das variaveis consideradas fatores de risco, nenhuma apresentou significancia
estatistica (P>0,05) associada a soropositividade para o BoHV-1. Os resultados
obtidos demonstram percentuais elevados de frequéncia do virus no rebanho
bovino de aptidao leiteira do Estado do Maranhdo. Esses achados indicam a
necessidade da realizacdo de diagndstico sistematico e monitoramento dos
rebanhos, além da implantacdo de medidas de controle e profilaxia, como
remoc¢ao gradual de animais infectados, realizacdo de quarentena ao ingresso
de novos animais nas propriedades, realizacdo de exames sorolégicos e
vacinacoes.

Palavras - chave: Frequéncia, anticorpos, BoHV-1, ELISA, bovinos leiteiros.



ABSTRACT

BEZERRA, D.C. Frequency of antibodies against the bovine herpesvirus
type 1 (BoHV-1) in not vaccinated dairy bovine in the State of Maranh&o.
[Frequéncia de anticorpos contra o virus da diarréia viral bovina (BVDV) em
bovinos leiteiros ndo vacinados no Estado do Maranhéao]. 2009. 102 f.
Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias) — Universidade Estadual do
Maranh&o, Sao Luis, 2009.

The bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) has a worldwide distribution and it is
described as a serious health problem producing productive and reproductive
losses in infected herds. In this way, the research was realized with the
objective to establish the frequency of antibodies against the BoHV-1 in the
dairy farms of the state of Maranhdo. Serum sanguine samples of 920 bovine
females not vaccined against the BoHV-1 were analysed through the indirect
ELISA technique. The study was realized in 92 dairy properties, belonging to 23
districts located in the regions of Acailandia, Bacabal, S&o Luiz Island,
Imperatriz and Pedreiras. The serum samples were collected from females with
or without clinical signals of the viral infection and stratified according to the age
group (> 3 years, between 3 and 7 years and > 7 years). It was applied an
epidemiological questionnaire during the sample collect to research the factors
that could be associated to infection. From the 920 serum analysed samples,
71.30% (n=656) were positive, 17.40% (n=160) suspected and 11.30% (n=104)
negatives. In the regional samples, they obtained frequency of 68.12% (n=109),
68.21% (n=191), 71.67% (n=86), 78.75% (n=126) e 72% (n=144), for S&o Luiz
Island, Imperatriz, Acailandia, Pedreiras and Bacabal, respectively. In the 23
studied districts were found reagent animals, with detection of positive
serological bovines in 100% of the properties. The frequencies of reagents by
age group were 45.57% (3 to 7 years) 9.57% (<3 years) and 4.79% (> 7 years),
the results indicate that age was statistically associated with infection (P <0.05).
From the considered variables as risk factors, no one presented statistic
significance (P<0.05) associated to BoHV-1 seropositivity. The obtained results
demonstrated high percentage of virus frequency in the state of Maranhao’s
dairy aptitude bovine flock. These findings indicate the need of systematic
diagnosis accomplishment and the flock monitoring, beyond the implementation
of control and prophylaxis measures, as a gradual removal of infected animals,
setting on quarantine the new animals added in the proprieties, practicing
serological exams and the use of vaccination.

Key-words: Frequency, antibodies, BoHV-1, ELISA, dairy bovines.
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1 INTRODUCAO

A atividade leiteira tem um importante papel na sustentabilidade das
propriedades agricolas, tanto no autoconsumo, como na geracao de renda. O
Estado do Maranh&o apresenta grande potencial para o desenvolvimento da
pecuaria leiteira moderna. Dos estados que compde a Regido Nordeste, o
Maranhdo, estd menos exposto a fatores como, instabilidades climéaticas
periddicas existentes 0 que permite uma programacdo em meédio prazo, capaz
de definir um efetivo de rebanho, compativel com as potencialidades de
producéo da regiao.

A bovinocultura leiteira no estado do Maranhdo vem passando por
significativas mudancas nos ultimos anos. O agronegocio vem sofrendo um
processo de modernizacdo com a adocdo de um modelo mais eficiente de
gestdo tornando-o mais competitivo a cada ano. Como consequéncia, a
eficiéncia em todo o processo de producéo, tem sido fundamental para o
sucesso da exploracdo em todos os setores que compde a cadeia da pecuaria
leiteira. Entretanto, sistemas intensificados favorecem a ocorréncia de
microrganismos patogénicos nas propriedades. Algumas doencas infecciosas
sdo potencialmente capazes de comprometer a viabilidade de uma producao
economicamente. Dentre estas enfermidades destaca-se a infeccdo pelo
BoHV-1, clinicamente denominada de Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR).

O BoHV-1 é considerado um dos principais patdgenos de bovinos
sendo responsavel por perdas significativas para a exploracdo pecuaria. O
BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alfaherpesvirinae, género
Varicellovirus (ICTV, 2000) e é subdividido nos subtipos BoHV-1.1 e BoHV-1.2
(D’ARCE et al., 2002).

A infeccao pelo BoHV-1 pode resultar em uma grande variabilidade de
sinais clinicos, associados a enfermidade respiratoria, conhecida como
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), além de conjuntivite, vulvovaginite
pustular infecciosa (IPV), balanopostite pustular infecciosa (IPB), reabsorcéo
embrionéria, abortamento, infertilidade temporaria, nascimento de animais
fracos e infeccdo multissistémica fatal dos neonatos (CERQUEIRA et al.,
2000; KAHRS, 2001; VIEIRA et al., 2003).
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Uma caracteristica importante do BoHV-1 é a capacidade de estabelecer
laténcia em ganglios de nervos sensoriais, principalmente os ganglios trigémeo
e sacral. Os herpesvirus podem ser reativados quando os animais séo
submetidos a fatores estressantes, que diminuem a resisténcia imunoldgica
(ROCK, 1994; ENGELS & ACKERMANN, 1996; COLODEL et al., 2002). A
reativacdo leva a reexcrecdo de particulas virais, sendo responsavel pela
perpetuacdo do virus na populagédo bovina (CERQUEIRA et al., 2000; VIEIRA
et al., 2003). Uma vez tendo sofrido infec¢do primaria, o animal sera portador
do BoHV-1 por toda vida, potencialmente atuando como fonte de infec¢do para
animais susceptiveis, assegurando a permanéncia da infeccdo no rebanho
(LEMAIRE et al.,1994).

O BoHV-1 pode ser transmitido pelas secre¢des respiratoria, ocular e
genital, a partir de animais infectados (CALDERON et al., 2003). Pode também
ser transmitido pelo sémen (WENTINK et al., 1993; CALDERON et al., 2003).

A via mais importante de transmissdo do BoHV-1 é a horizontal, pelo
contato direto entre os animais infectados e susceptiveis e também pela
copula; porém o embrido e feto podem infectar-se pela via vertical
(transplacentaria). A transmissao indireta ocorre principalmente por aerossais,
fémites, tendo a inseminacéo artificial importante papel na entrada da doenca
em rebanhos que néo tiveram contato com o virus (LEMAIRE et al., 1994).

O BoHV-1 tem distribuicdo mundial e € descrito como um sério problema
sanitario gerando perdas produtivas e reprodutivas para o0s rebanhos
infectados (REINHARDT et al., 2001; COLODEL et al., 2002; BRACKENBURY
et al., 2003; KUNRATH et al., 2004).

No Brasil, foram realizados isolamentos do BoHV-1 nas regifes Sudeste,
Sul, Centro-Oeste e Nordeste (VIDOR, 1974; MULLER et al., 1979; GALVAO,
1985; NOGUEIRA et al., 1986; LOVATO, 1998; WEIBLEN et al., 1991;
HUBNER et al., 1994; WEIBLEN et al., 1996b; FLORES et al., 2000a; PINTO et
al., 2001). Foram realizados também, inquéritos sorolégicos nos estados de
Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Goias, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul, Distrito Federal, Ceara, Bahia e

Sergipe, que comprovam que o virus esta disseminado na populacédo bovina do
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pais (ROCHA et al.,, 1994; LOVATO et al.,, 1995a; VIDOR et al.,, 1995;
BARROS FILHO et al., 1997; PITUCO et al.,, 1997, ROEHE et al., 1998;
ROCHA et al., 2001).

O diagnéstico do BoHV-1 é realizado através da deteccao do virus (ou
componentes virais) e da demonstracdo de anticorpos especificos. O
isolamento deste virus em cultivo celular confirma a presenca do agente nos
animais infectados (RIET-CORREA et al.,, 1996; ROEHE et al., 1997b;
REINHARDT et al.,, 2001; VIEIRA et al.,, 2003; KUNRATH et al.,, 2004). A
identificacdo final do virus pode ser feita por diferentes métodos, como as
técnicas de soroneutralizagdo, imunofluorescéncia, imunoperoxidase, ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e reacao de polimerase em cadeia (PCR) (TAKIUCHI
et al., 2001).

Deste modo, considerando a importancia que o Herpesvirus Bovino
Tipo-1 (BoHV-1) possui nos rebanhos bovinos, principalmente aqueles voltados
a exploracao leiteira, juntamente a auséncia de dados soro-epidemiolégicos da
ocorréncia desta infec¢cdo nos rebanhos do Maranh&o, o que torna o trabalho
pioneiro no estado, aliado ainda a praticas deficientes de sanidade nas
propriedades, o0 presente estudo objetivou estabelecer a frequéncia de
anticorpos contra o BoHV-1, em bovinos ndo vacinados, na bacia leiteira do
Maranhdo, identificar a faixa etaria de fémeas bovinas em que mais ocorre a
doenca, avaliar possiveis fatores de risco associados a enfermidade e sugerir

medidas sanitarias e de controle para a infeccao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) pertence a familia Herpesviridae,
subfamilia Alfaherpesvirinae e género Varicellovirus (ICTV, 2000). Estao
também classificados nesta subfamilia o virus herpes simples humano, o virus
da doenca de Aujeszky, da rinopneumonite equina e da laringotraqueite aviaria.

Os virus dessa subfamilia apresentam um espectro amplo de
hospedeiros, ciclo replicativo curto e se disseminam rapidamente em células de
cultivo, resultando em lise celular. Outra caracteristica importante desta
subfamilia é a capacidade de estabelecer infeccbes latentes, que podem ser
reativadas periodicamente com liberacdo de particulas virais. O sitio principal
de laténcia é o nucleo dos neurdnios dos ganglios sensoriais e autonémicos,
sendo esta caracteristica importante para a perpetuacdo desses virus na
natureza (ROIZMAN et al., 1992; ROCK, 1994).

Com base em analise de restricdo gendmica (REA) e na reatividade com
anticorpos monoclonais (AcMs), amostras de campo do BoHV-1 foram
caracterizadas, e os virus isolados de doenca respiratoria foram classificados
como BoHV-1.1 e os isolados de infec¢cdo genital como BoHV-1.2 (METZLER
et al., 1985; D’ARCE et al., 2002). A base molecular do tropismo dos subtipos
BoHV-1.1 e do BoHV-1.2 pelo trato respiratério e genital, respectivamente,
ainda néo estéa esclarecida. Dessa forma, a associacdo desses virus com cada
sindrome clinica parece ndo ser mutuamente exclusiva. Assim, bovinos
inoculados pela via intranasal com um isolado de BoHV-1.2 desenvolveram
doenca respiratoria leve (SPILKI et al.,, 2004) e bezerras inoculadas pela via
vaginal com um isolado de BoHV-1.1 desenvolveram vulvovaginite (MILLER &
VAN DER MAATEN, 1984). O contato de bezerros soronegativos com vacas
infectadas com um isolado genital de BoHV-1.2 resultou em doenca respiratoria
e disseminacdo do virus entre os bezerros (SMITH et al., 1980). Da mesma
forma, manifestacBes respiratorias e genitais concomitantes tém sido descritas
em surtos de infec¢éo pelo BoHV-1.1 (PRITCHARD et al., 1997).
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Os isolados de doenca genital podem ser adicionalmente classificados
em BoHV-1.2a e 1.2b, com base em reatividade com AcMs e REA. No entanto,
a correlacado desta classificacdo com parametros epidemioldgicos e clinico-
patolégicos ainda nédo estd bem definida (VAN OIRSCHOT, 1995). Os isolados
de BoHV-1 associados com abortos pertencem principalmente ao subtipo
respiratério (BoHV-1.1) e menos frequentemente ao subtipo BoHV-1.2a
(EDWARDS et al., 1991; MILLER et al., 1991). Por outro lado, os isolados de
BoHV-1.2b aparentemente sdo menos virulentos e pouco abortigénicos
(WHETSTONE et al., 1989).

2.1.1 Propriedades
2.1.1.1 Morfologia e Estrutura

A particula viral do BoHV-1 tem entre 70 e 110 nm de diametro e é
constituida por um capsideo icosaédrico (100nm), contendo DNA linear de
fita dupla, rodeada pelo tegumento, que, por sua vez, €& revestido por
envelope lipoprotéico (120-200nm), no qual se localizam as glicoproteinas
(BUTEL, 1992; FENNER et al., 1993).

2.1.1.2 Composicao Quimica

Segundo Gustafson (1981), a andlise quimica da composicdo dos
herpesvirus requer um exame critico do procedimento de preparacdo e da
origem das amostras. O genoma do virion dos herpesvirus é constituido de
70% de acido nucléico (DULBECCO & GINSBERG, 1980) do tipo DNA de
dupla cadeia (ANDREWES et al., 1978; DULBECCO & GINSBERG, 1980),
sendo o conteudo de guanina e citosina, variavel entre o0s herpesvirus
(GUSTAFSON, 1981). Os virions dos herpesvirus sdo compostos, ainda, de
22% de lipideos, principalmente de fosfolipidios, 2% de carboidratos e
pequenas quantidades de poliaminas (DULBECCO & GINSBERG, 1980). O
restante do virion (capsideo e envelope) é composto de glicoproteinas e
lipoproteinas (DULBECCO & GINSBERG, 1980; GUSTAFSON, 1981).
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2.1.1.3 Caracteristicas Fisico-Quimicas

Os herpesvirus sé@o sensiveis aos solventes lipidicos (ANDREWES et
al., 1978; DULBECCO & GINSBERG, 1980, PORTERFIELD, 1989) como éter,
acetona, deoxicolato de sdodio e cloroférmio, que os tornam néo infecciosos.
S&o também sensiveis ao alcool etilico, éter etilico e algumas enzimas
proteoliticas (GUSTAFSON, 1981). Andrewes et al. (1978), relataram que 0s
herpesvirus séo relativamente termoldbeis e sensiveis a extremos de pH. O
BoHV-1 é estavel a uma faixa de pH entre 6.0-9.0, mas labil a pH 4.5-5.0, sé@o
inativados por raios gama ou radiagbes ultravioletas (UV) (GUSTAFSON,
1981). Além disso, os virions sdo sensiveis a choques osmoticos devido a
agquecimento ou congelamento (PORTERFIELD, 1989).

2.1.1.4 Proteinas

Varios autores tém analisado as proteinas do BoHV-1. O numero de
proteinas encontradas variou de 21 a 38 (MISRA et al., 1981; METZLER et al.,
1985; WYLER et al., 1989), sendo 6 delas presentes no nucleocapsideo e duas
associadas ao DNA (FENNER et al., 1993a). Atualmente, acredita-se que o
namero de proteinas, entre estruturais e nao estruturais, fique ao redor de 70
(FENNER et al., 1993a). Destas, 12 séo glicoproteinas e estao localizadas no
envelope (MISRA et al., 1981; WYLER et al., 1989). Um destes pepldomeros
glicoprotéicos possui atividade de receptor para Fc e se liga a IgGs normais
(FENNER et al., 1993a).

As glicoproteinas desempenham funcdes vitais no processo de infeccéo
viral, mediando os processos de reconhecimento e adsorcédo as células alvo,
penetracdo do virion, fusdo e disseminacédo do virus célula a célula em cultivos
celulares (ROIZMAN, 1996).

2.1.1.5 Multiplicacéao Viral

O processo de infeccao viral inicia quando glicoproteinas do envelope
viral, as principais sdo a gC e a gB, reconhecem e ligam-se a receptores
celulares especificos de sulfato de heparina da membrana celular (ROIZMAN,
1996; BABIUK et al., 1996; MEYER et al.,, 1998). A adsorcdo do virus a
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superficie celular ativa um processo mediado por glicoproteinas virais, onde
pelo menos 5 glicoproteinas (gB, gD, gH, gL e gK) estdo envolvidas no
processo de fusdo e penetragdo viral, que culmina com a penetragdo do virus
na célula. A fusdo resulta numa insercéo parcial do envelope viral & membrana
plasmatica com formagdo de “dobras” na membrana. Acredita-se que o
transporte do nucleocapsideo seja feito através da glicoproteina VP22,
responsavel pela reorganizacdo do sistema de microtubulos celulares até o
centrébmero, perto do ndcleo (WILD et al., 1998).

Os processos de transcricdo e replicagdo do DNA viral ocorrem no
nucleo das células infectadas, enquanto que a sintese protéica viral da-se no
citoplasma (ROIZMAN, 1996). A transcricdo dos genes virais é regulada
temporalmente, havendo trés classes de RNA mensageiro (MmRNA)
denominadas: genes a ou “‘imediatamente precoces”, B ou “precoces” e y ou
“tardios”, que sao transcritos pela RNA polimerase Il celular (FENNER et al.,
1993 a; ROIZMAN, 1996). Genes a e B codificam enzimas ou proteinas que
complexam-se ao DNA viral, enquanto que a maioria dos genes y codificam
proteinas estruturais (FENNER et al., 1993a).

Os genes a sao os primeiros a serem transcritos. Participam deste
processo proteinas do tegumento em interagcdo com fatores de transcricdo
celular. As a-proteinas iniciam o processo de transcricdo dos genes 3
(ROIZMAN, 1996). Funcionalmente, as [-proteinas estdo envolvidas na
regulagdo da transcricdo das a-proteinas (suprimindo-as) e das y-proteinas
(promovendo-as); estando envolvidas, assim (juntamente com as a-proteinas),
no processo de replicacdo do genoma viral (FENNER et al.,, 1993a). Nesta
fase, o DNA viral pode ser encontrado na forma de circulos ou linear. O DNA
viral sintetizado é processado e “empacotado” em capsideos imaturos recém-
formados (ROIZMAN, 1996).

O processo de maturacdo do virion envolve as etapas de formacdo do
nucleocapsideo e a associacdo do nucleocapsideo com areas da camada
interna da membrana nuclear adquirindo assim, o envelope viral (FENNER et
al., 1993 a). No citoplasma, virions maduros acumulam-se dentro de vesiculas,

utilizando-se do Complexo de Golgi para serem exportados para 0 meio
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extracelular, ou ocorre a dispersdo das particulas virais célula a célula
(ROIZMAN, 1996).

2.2 Epidemiologia

O BoHV-1 tem distribuicdo mundial e sua prevaléncia em rebanhos
bovinos atinge coeficientes variados em diferentes regides (STRAUB, 2001).
No Brasil, véarios trabalhos regionalizados sugerem uma ampla distribuicdo do
BoHV-1 nos plantéis bovinos, desde a década de 1960. Os coeficientes de
soropositividade variam de 10,6% a 96% (LOVATTO et al., 1995; VIDOR et al.,
1995; LAGE et al., 1996; TONIN et al., 1996; MELO et al., 1997; VIEIRA et al.,
2003).

O principal reservatorio do BoHV-1 sdo os bovinos. A relevancia do
papel dos ovinos como reservatoério do virus é discutida, pois, sabe-se que esta
espécie € susceptivel a infeccdo por este virus, podendo desenvolver
anticorpos contra 0 mesmo e liberar particulas virais. Um trabalho recente
(HAGE et al., 1997) demonstrou que a transmissdo do ovino para o0 bovino
€ muito mais dificil que de bovino para bovino, embora ndo seja impossivel.
Além dessas duas espécies, também podem se infectar caprinos, suinos,
leporinos e os bufalos indianos, todos aparentemente sem importancia
epidemiologica significativa. O coelho, por seu baixo custo e facilidade de
manejo, € hoje o animal de laboratério de eleicdo para estudos com
herpesvirus, seguido pelo ovino (KAHRS, 1977).

Em relacdo ao sexo, raca e idade dos bovinos envolvidos, pode-se
afirmar que todas as racas e idades, independentes do sexo, sdo susceptiveis
a infeccdo. Entretanto, o trabalho de Melo (1998), desenvolvido em Minas
Gerais, demonstrou uma alta prevaléncia de animais sororeagentes em duas
faixas etarias distintas: zero a seis meses e acima de 18 meses. Esse resultado
demonstra a transferéncia de imunidade passiva que ocorre na faixa etaria
mais jovem (o0 que € relevante quando se considera questdes de interferéncia
no diagndstico sorolégico) e, em relacdo ao crescente nimero de animais
reagentes a partir do 18° més de vida, demonstra 0 maior grau de exposi¢cao ao

BoHV-1, provavelmente pela introducéo de bovinos soronegativos nos lotes
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de producdo, onde o animal portador estd eliminando o virus em suas
secrecoes.

Segundo Kahrs (1977), o periodo de incubagéo do virus varia de 2 a 6
dias, enquanto relatos de Gustafson (1981) salientam o aparecimento da
doenca de 10 dias a varias semanas ap0s animais de diferentes origens
haverem sido transportados juntos.

A transmissdo do BoHV-1 pode ocorrer de forma direta e indireta. A
forma direta, envolvendo o contato entre bovinos infectados e susceptiveis,
destacando-se o contato de mucosas e de secrecbes, € a principal via de
transmissdo. Esta forma ocorre facilmente, pois grandes quantidades de virus
sdo liberadas nas secrecOes respiratorias, oculares e reprodutivas pelos
animais infectados, especialmente durante as fases iniciais da evolugao clinica.
O virus se perpetua entre as populacdes bovinas mediante o contato dos
animais susceptiveis com estas secrecdes (monta natural, inalacdo de
particulas de aerossois, lambedura das secrecdes) provenientes dos bovinos
doentes ou portadores assintomaticos do virus que desenvolveram infecces
latentes e que estdo eliminando o virus, devido a fatores imunodepressores
(MARS et al., 1999).

Certas condicbes de manejo podem favorecer esta transmissao,
especialmente aglomeracdes e reunifes de animais de diversas procedéncias
(leildes, exposicles, torneios) e a mistura de faixas etarias. Para as formas
genitais do BoHV-1 (IPV/IBP), a monta natural € a principal forma de
contagio, para ambos o0s sexos. Embora o contato entre a secrecao
contaminada pelo BoHV-1 e a mucosa do bovino susceptivel seja a forma
mais segura de se transmitir esse virus, a transmissao indireta, através do ar,
ja foi demonstrada, ao menos em condi¢cdes experimentais, podendo
assumir papel importante na disseminacdo do virus nas condi¢des acima
citadas (MARS et al., 1999).

Outra via de transmisséo direta do virus que se observa é a transmissao
vertical (transplacentaria), ou seja, a transmissao entre a vaca gestante e o
feto. Nesta forma, a transmisséao intra-uterina podera ocorrer a qualquer tempo,

porém, os abortos sdo mais frequentes na segunda metade da gestacdo. A
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probabilidade de o feto infectar-se depende do estado imunoldgico materno,
tanto no que se refere a imunidade geral como em relacdo a imunidade
especifica contra o virus, com énfase para a imunidade celular. Uma vez
infectado, sdo muito grandes as chances de ocorrer morte fetal e aborto. Em
propriedades onde os animais n&o sdo imunizados e o BoHV-1 ingressa, sao
observados surtos de abortos que podem passar de 50% das vacas
gestantes. JA em fazendas onde a virose € endémica sdo observados indices
de abortos variaveis com tendéncia a um indice médio ao redor de 10%.
Discute-se, ainda, a possibilidade de a placenta materna ser o ponto de
liberacdo do virus para o feto, porém, esses mecanismos ainda ndo estdo bem
claros (HIRSCH & FIGUEIREDO, 2000).

A transmissao iatrogénica (propiciada pelos procedimentos medicos nos
animais), outra forma de transmissao indireta, também ja foi observada, por
meio de exames ginecoldégicos em vacas utilizando-se instrumental
contaminado por secrec¢des de vacas infectadas, além de infecgbes genitais em
touros decorrentes do uso de esponjas e outros materiais na limpeza do
prepucio. Também pode ser considerada como transmissdo iatrogénica a
infeccdo de bovinos pelo uso indiscriminado de vacinas atenuadas (contendo
como antigeno o virus vivo, porém modificado de modo a abrandar sua
viruléncia). O bovino que recebe este tipo de vacina ndo so se infecta, como
também desenvolve infeccdo latente, aborto (no caso de vacinacdo de vacas
prenhes) e liberacdo de particulas virais infectantes e potencialmente
patogénicas no meio ambiente. Excecdo a este tipo de vacina é a produzida
com amostras de virus mutantes termossensiveis, que ndo conseguem
estabelecer infeccdo persistente nos animais vacinados, ndo causam aborto e
nem liberacéo viral no meio ambiente (HIRSCH & FIGUEIREDO, 2000).

Uma forma especialmente importante de transmissao é a inseminacao
artificial. O sémen de touros pode ser contaminado pelas secre¢des prepuciais
e uretrais durante a colheita e, ao ser depositado na mucosa uterina ou cervical
durante o ato de inseminacao, certamente infectara a vaca. Além disso, touros
portadores do BoHV-1 (em laténcia) podem elimina-lo no sémen, de forma

intermitente, ao sofrer baixa de imunidade. Ao ser depositado no Utero da
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vaca, 0 virus acarretara endometrite temporaria que resultara na perda do
embrido recém gerado, reduzindo sobremaneira o indice de concepcao no lote
gue utilizou este sémen (HIRSCH & FIGUEIREDO, 2000).

O congelamento do sémen no nitrogénio liquido ndo destrdi o virus e o
mantera estavel por muitos anos. Por outro lado, como € comum a diluigdo do
sémen para aumentar o nimero de doses por colheita, uma partida inteira pode
estar contaminada. Outro fator importante € que o touro infectado pode nao
estar manifestando nenhum sintoma, mas estar liberando o virus nas
secre¢des. Por outro lado, a transferéncia de embrides € considerada uma
técnica de baixo risco de transmissdo do BoHV-1, pois estudos tém
demonstrado que os procedimentos de lavagem do embrido reduzem
drasticamente as chances de manutencao do virus neste material biologico. No
entanto, deve-se ter cuidado com os materiais ginecoldgicos, obstétricos ou
cirargicos utilizados neste processo, a fim de se evitar a contaminacao por
secrecdes genitais (HIRSCH & FIGUEIREDO, 2000).

A transmissao indireta por meio da agua, alimentos, cochos, instalacdes
e outros materiais também ocorrem, embora provavelmente tenha importancia
secundaria, quando comparada com a transmissdo direta. No entanto, é
importante que se leve em consideracéo esta forma de disseminacao viral no
momento de montar-se um programa de controle ou prevencdo. A
probabilidade de que esta forma de contagio venha a ocorrer esta relacionada
com a contaminacdo ambiental, ou seja, dependem muito do nivel de higiene
observado na propriedade no que tange ao manejo de dejetos, qualidade do ar,
alimentos e da agua (HIRSCH & FIGUEIREDO, 2000).

A ocorréncia de novos casos da enfermidade nas popula¢cdes sensiveis
expostas é gradual, ocorrendo novos casos durante varios dias ou semanas
ap6s o inicio do processo. Este comportamento se observara até que
praticamente todos o0s animais ja tenham tido contato com o virus e
desenvolvam imunidade contra o mesmo. Este intervalo pode ser notavelmente
prolongado em rebanhos maiores, nas propriedades em que sao introduzidos

animais sensiveis de forma continua ou quando o contato entre os lotes de
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bovinos é menor, como, por exemplo, em criacbes de corte extensivas
(HIRSCH & FIGUEIREDO, 2000).

Existem fatores de risco associados a disseminacdo da doenca. Mas,
segundo diversos autores (VAN SCHAIK et al., 1998; VAN SCHAIK et al.,
2002; BARBOSA et al., 2005; SOLIS-CALDERON et al., 2005), o mais
importante € a introducdo no rebanho de animais em periodo de incubacéo,
em fase aguda ou latentemente infectados pelo virus. Animais mais velhos
sdo mais frequentemente infectados, por terem maior probabilidade e tempo de
contato com o virus; machos sdo mais frequentemente positivos que as
fémeas; quanto mais denso o rebanho maior a disseminagdo na propriedade;
e a participacdo do gado em leildes e feiras agropecuarias aumenta a
probabilidade de contato com animais infectados (VAN SCHAIK et al., 2002;
VONK NOORDEGRAAF et al., 2004; BARBOSA et al.,, 2005; BOELAERT et
al., 2005; SOLIS-CALDERON et al., 2005).

2.3 Patogenia

A principal fonte de infeccdo do BoHV-1 é a espécie bovina (KAHRS,
1997). As principais portas de entrada do virus sdo a mucosa respiratéria ou
genital e o epitélio conjuntival (TAKIUCHI et al., 2001; MUYLKENS et al.,
2007). A replicacéo primaria do virus ocorre nas ceélulas epiteliais, bem como
em células da submucosa e tecido conjuntivo (PASTORET et al., 1982),
podendo permanecer nas secrecfes nasais e linfonodos do trato respiratorio
por mais de 9 dias (MCKERCHER, 1963). ApoOs a infeccdo primaria, ocorre
viremia transitéria, raramente detectada (GIBBS & RWEYEMAMU, 1977), que
precede o aparecimento de anticorpos especificos no animal (PASTORET et
al., 1982). A partir das mucosas, 0 virus € transportado por mondcitos por via
hematdgena, a érgéos alvo incluindo sistema nervoso, trato digestivo ou feto
(WYLER et al., 1989). Paralelamente, as células de Langerhans mobilizam os
antigenos virais da epiderme para os linfonodos periféricos, dando inicio a
resposta do sistema imune frente a infeccdo (SPRECHER & BECKER, 1993).

Os herpesvirus séo epiteliotropicos, multiplicando-se inicialmente nas

mucosas da regido naso-oro-faringeana. A subsequente disseminacdo do
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BoHV-1 para as terminagbes nervosas dos ramos maxilar e mandibular do
nervo trigémeo é a rota mais provavel para a infeccdo do sistema nervoso
central (BAGUST & CLARK, 1972), onde provocam o desenvolvimento de
meningoencefalite (BAGUST & CLARCK, 1972; FLORES et al., 1998 ).

O crescimento dos herpesvirus causa distlrbios na arquitetura celular,
com o aparecimento de inclusdes intranucleares, marginacdo da cromatina e
destruicdo dos nucléolos. Uma massa basofilica desenvolve-se centralmente
no nucleo, e corresponde ao acumulo de DNA recentemente sintetizado. Com
0 movimento das particulas virais do nucleo para o citoplasma, o corpusculo
originalmente basofilico torna-se eosinofilico. Assim, o corpusculo de inclusdo
eosinofilico encontrado em células infectadas, ndo contém particulas virais
especificas, mas &, na realidade, o remanescente de um sitio de produgéo viral
extinto. Os virus adquirem o envelope quando brotam através da membrana

nuclear, causando a morte celular (FENNER et al.,1993).

2.3.1 Laténcia

O herpesvirus é capaz de estabelecer infeccbes latentes em ganglios
nervosos, onde o DNA viral pode persistir na forma epissomal, isto €, nao
integrada ao genoma celular, nos nudcleos das ceélulas nervosas. Assim,
animais latentemente infectados servem de reservatorio natural para o virus
durante toda a vida (DEVIREDDY & JONES, 1998). O DNA epissomal pode ser
detectado em aproximadamente 1% dos neurbénios ganglionares, com 20 a 100
copias por célula (OSORIO, 1998). Este estado pode durar anos, mantendo-se
viavel a replicacdo viral apés o processo de reativacdo do virus (SALVADOR,
1997). O virus pode ser reativado por uma ampla variedade de estimulos
imunodepressivos, tais como estresse, parto, variagcbes bruscas de
temperatura, transporte, vacinacdo, ou ainda tratamento sistematico com
corticoesteréides, fatores responsaveis pela perpetuacdo e transmissdo do
virus no rebanho (ROIZMAN, 1996).

Os mecanismos de laténcia e reativacdo sdo caracteristicos dos
Alphaherpesvirus (FENNER et al., 1993). Ap6s a multiplicacdo no local da

infeccdo, o virus penetra pelos neurbnios que enervam a regido onde ocorreu a
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infeccdo primaria, sendo provavelmente transportado pelo fluxo retrégrado do
axbnio, movendo-se ao longo dos nervos sensoriais em direcdo aos ganglios
trigémeo ou sacral (NARITA et al., 1981).

Nos corpos neuronais, o virus replica-se rapidamente causando a morte
celular e em alguns neurbnios a expressdao dos genes a € suprimida.
Posteriormente, a sequéncia da expressdo génica € interrompida e o virus
estabelece infeccdo latente (FLORES, 1996). Aproximadamente 50% dos
ganglios da regido afetada abrigam o DNA viral (ACKERMANN & WYLER,
1984).

Durante a laténcia, sdo produzidos 2 ou 3 transcritos associados a
laténcia (LAT), porém nado sao produzidos antigenos virais. A producao desses
transcritos parece nao ser essencial para o estabelecimento ou manutencao da
infeccdo latente (FENNER et al., 1993). Entretanto, os LATs sao importantes
para melhorar a eficiéncia do ciclo laténcia-reativagédo (OSORIO, 1998).

Todas as amostras de herpesvirus, inclusive amostras vacinais
atenuadas, podem induzir laténcia (WYLER et al., 1989). Nenhuma vacina €&
capaz de prevenir o estabelecimento de laténcia ap0s desafio com o virus
infeccioso. No entanto, algumas vacinas podem auxiliar na reducao tanto na
incidéncia como na quantidade de virus reexcretado na reativacdo (ROSSI et
al., 1982).

E possivel que uma forma sub-viral, provavelmente somente o DNA
viral, seja replicada e passe intimamente do ax6nio para juncbes neuro-
epidermais, produzindo entéo virus infeccioso. Periodicamente, a producéo de
virions infecciosos seria reativada, sendo que estes se moveriam via nervo
sensorial até as membranas da mucosa ou pele, onde ocorreria replicacdo nas
células epiteliais e posterior excrecdo do virus. E discutivel se a reativacio do
virus latente esta associada com o desenvolvimento de lesdes ou doenca
clinica, porém a reativacao e reexcrecao do virus constituem o mecanismo pelo
gual o virus se mantém na populacéo bovina. Para a manutencéo do estado de
laténcia, apds a reativacdo, genomas virais retornam via axonio e se instalam

novamente nos neurénios sensoriais (FENNER et al., 1993).
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2.4 Sinais Clinicos e Lesdes
2.4.1 Forma Respiratdria e Conjuntivite

O herpesvirus bovino tipo 1.1 (BoHV-1.1) causa uma enfermidade
denominada rinotraqueite infecciosa bovina (IBR). A IBR é usualmente restrita
ao trato respiratério superior, podendo ocasionalmente se estender aos
brénquios e pulmdes (KARHS, 1977).

A IBR pode apresentar-se de forma subclinica, leve ou severa, com
cerca de 100% de morbidade podendo chegar, embora raramente, a cerca de
10% de mortalidade. Os sinais clinicos iniciais incluem depressao, inapeténcia,
febre, descarga nasal, inicialmente serosa e posteriormente mucopurulenta
devido a infeccdo secundaria por bactérias. A mucosa nasal se torna
hiperémica e as lesbes podem ser de dificil visualizacdo, progredindo de
pustulas locais a grandes areas superficiais, hemorragicas, que sdo cobertas
por uma membrana diftérica. Pode haver dispnéia, respiracdo pela boca,
salivacdo e um profundo ruido bronquico. Casos agudos podem durar de 5 a
10 dias (FENNER et al., 1993).

A conjuntivite, causada pelo BoHV-1.1, geralmente acompanhada da
forma respiratoria, caracteriza-se por secrecdo ocular profusa, inicialmente
serosa e posteriormente mucopurulenta, além de opacidade da cérnea na
regido proxima a conjuntiva. Ocasionalmente observam-se na conjuntiva
pustulas e placas de material necroético. A evolucédo é de 5 a 10 dias (RIET-
CORREA et al., 1996).

A conjuntivite por BoHV-1 pode ser confundida com queratoconjuntivite
de origem bacteriana. No diagndstico de conjuntivite associada a IBR, as
opacidades sdo pequenas, manifestando-se geralmente na juncédo
corneoescleral, em contraste com o observado na queratoconjuntivite causada
por Moraxella bovis, onde a opacidade de cérnea se origina do centro para a
periferia (KAHRS, 1977). Lesbes erosivas do epitélio do trato respiratorio
superior de animais infectados com o virus, histologicamente mostram necrose
focal do epitélio, intensa infiltracdo de neutrofilos e ocasionais inclusées
intranucleares nas células epiteliais da periferia (HIGGINS & EDWARDS,
1986).
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2.4.2 Forma Reprodutiva

A forma genital da infec¢@o pelo herpesvirus bovino tipo 1.2 (BoHV-1.2)
manifesta-se nas fémeas por vulvovaginite pustular infecciosa (IPV). A IPV
desenvolve-se de 1 a 3 dias apés a monta e é dolorida (GIBBS &
RWEYEMAMU, 1977). Os primeiros sinais sao miccdo frequente, com
elevacdo e movimentacdo da cauda (GIBBS & RWEYEMAMU, 1977,
MOHANTY & DUTTA, 1981), para evitar o contato com a vulva edematosa e
hiperémica e com pequenas pustulas distribuidas na superficie da mucosa
(FENNER et al., 1993). As pustulas possuem cerca de 1 a 2 mm de diametro, e
podem formar placas fibrinosas amareladas, que irdo se desprender e formar
escaras (WYLER et al., 1989). As lesdes cicatrizam-se em torno de 10 a 14
dias (GIBBS & RWEYEMAMU, 1977).

Segundo Miller (1991) e Lovato et al. (1995b), o sémen contaminado,
guando introduzido no utero, causa endometrite necrosante que pode produzir
infertilidade temporaria. O virus também causa severa lesdo necrosante nos
ovarios, principalmente se a infeccdo ocorre na época da ovulacdo. O
desenvolvimento do corpo luteo pode ser prejudicado, interrompendo os ciclos
estrais subsequentes, que voltam ao normal em torno de 2 meses apés a
infeccdo. Este processo tem uma evolucado de 4 a 7 dias (RIET-CORREA et al.,
1996).

Nos machos, a balanopostite pustular infecciosa (IPB) ocorre de forma
clinica ou subclinica (FENNER et al., 1993, VAN OIRSCHOT, 1995). Apés um
periodo de incubacédo de 1 a 3 dias, a mucosa do pénis e prepucio tornam-se
hiperémicas. Surgem pontos escuros-avermelhados que tendem a formar
nodulos, vesiculas e pustulas. Estas les6es podem coalescer formando placas,
Ulceras e infeccBes bacterianas secundarias, resultando em uma descarga
prepucial purulenta. A IPB pode ser acompanhada por febre, depressao e
perda de apetite (VAN OIRSCHOT, 1995).

Particulas virais presentes nas lesbées da IPB podem passar ao sémen, 0
gual se constitui um importante meio de transmissao, liberando grandes
guantidades do virus (WEIBLEN et al., 1992b). Sémen de animais com IPB
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possuem reducdo da mobilidade e anormalidades morfolégicas dos
espermatozoides (VAN OIRSCHOT, 1995). A infec¢cdo do pénis muitas vezes
leva & aderéncia peniana (WEIBLEN et al., 1991).

O aborto € uma possivel sequela de qualquer uma das formas da
enfermidade por BoHV-1, inclusive de infec¢cdes subclinicas (WEIBLEN,
1992a). Geralmente, a taxa de aborto ndo supera 25% (KAHRS, 1977;
WEIBLEN, 1992a). Apds a infeccdo, os abortos podem ocorrer em qualquer
periodo da gestacdo, variando de 8 dias a meses (KAHRS, 1977), embora
sejam mais frequentes no terco final da gestacdo (MILLER, 1991; WEIBLEN,
1992a).

Em rebanhos soronegativos, altos indices de abortos séo reportados. As
vacas prenhes podem apresentar sinais clinicos de conjuntivite, rinotraqueite
ou vulvovaginite, ou n&do manifestar sinais clinicos. Os fetos podem ser
expelidos durante a ocorréncia de surtos das outras formas da doenca ou até
100 dias depois do surto (KAHRS, 1977). O aborto frequentemente € seguido
por retencdo de placenta. Os animais podem nascer mortos ou morrerem
poucos dias ap0s 0 nascimento.

Dependendo do periodo de gestacéo, as infec¢cdes por BoHV-1 podem
determinar quadros de endometrite, ooforite, mortalidade embrionaria com
retorno ao cio, mortalidade fetal com aborto, mumificacdo (raro), natimorto,
nascimento de animais fracos e mortalidade neonatal (ALFIERI, 1999).
Endometrite, baixa taxa de concepcdo e estros curtos podem ocorrer apés
inseminacao artificial com sémen infectado (PARSONSON & SNOWDON,
1975).

Microscopicamente, observa-se necrose focal e ocasionalmente
corpusculos de inclusao intranucleares no figado, rins e glandulas adrenais. O
virus pode ser isolado da placenta, liquidos e 6rgéos fetais (RIET-CORREA et
al., 1996).

2.4.3 Forma Sistémica Neonatal
Esta forma da doenca manifesta-se em terneiros recém-nascidos,

infectados no uUtero no final da gestacdo, durante o parto ou em seguida ao
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nascimento, sendo invariavelmente fatal (KAHRS, 1977). Os animais infectados
desenvolvem lesdes necroticas no sistema digestivo, principalmente no figado
e também linfonodos. Frequentemente h& comprometimento do trato
respiratério, com sinais clinicos e lesdes tipicas da forma respiratoria (GIBBS &
RWEYEMAMU, 1977).

2.5 Imunologia

As discussdes sobre o papel da imunidade humoral e imunidade
mediada por células nas infec¢des por herpesvirus tém sido relatadas desde a
década de 70 (GIBBS & RWEYEMAMU, 1977). A imunidade mediada por
células é efetivamente de maior importancia para o desenvolvimento de uma
resposta protetora precoce ao BoHV-1 (FELDENS, 2000). Fenner et al.
(1993a), relataram que s&@o trés os principais mecanismos de resposta as
infeccdes virais: destruicdo de células infectadas, producdo de interferons e
neutralizacdo da infectividade da progénie de virus produzida durante o
processo infeccioso.

O principal mecanismo de imunidade especifica contra infecgbes virais
estabelecidas é desempenhado por linfocitos T citotoxicos (LTC) que
apresentam marcadores CD8+. Os LTC CD8+ reconhecem antigenos virais
processados no interior das células em associacdo com moléculas do
complexo de histocompatibilidade principal classe | (MHC-I), presentes em
todos os tipos de células nucleadas. Os LTC induzem a lise das células
infectadas pelo virus, estimulando enzimas intracelulares que degradam o
genoma viral, bem como a secrecdo de citocinas com atividade de interferon
(IFN) (ABBAS et al., 1994). O mecanismo citotoxico dos LTC é desencadeado
pelo contato do complexo receptor de células T (RCT) desta célula com o MHC
da célula alvo. Este reconhecimento leva a emissdo de sinais transmembrana
gue ativam uma variedade de funcdes da célula T. Ocorre a adesdo entre as
duas células, com a degranulacdo do LTC, sendo a perforina liberada no meio
extracelular. Na presenca de ions Ca ++, a perforina sofre polimerizacdo e se
insere na membrana plasmatica da célula alvo, causando um desequilibrio

hidroeletrolitico que leva a lise celular.
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Outro mecanismo de lise por LTC envolve a fragmentagdo do DNA,
mediada por endonucleases, levando a apoptose (SCROFERNEKER et al.,
1996).

O mais potente sinal natural para a producdo de IFN s&o as secrecoes
virais. A infeccao viral estimula diretamente a producédo de IFNa pelas células
infectadas, sendo o mais potente sinal para a sintese de citocinas. O IFNa
possui trés atividades principais: induzir as células adjacentes a um estado
antiviral pela resisténcia a infeccdo viral e inibicdo da replicacdo viral, ativar o
potencial litico das células “Natural Killer” (NK) e aumentar a expressdo de
moléculas da classe | do MHC nas células infectadas por virus (ABBAS et al.,
1994).

Na imunidade humoral, a resposta primaria é caracterizada pela
formacéo de anticorpos das classes IgM e IgG, que sao detectados aos 7 ou 8
dias apods a infeccdo. A subclasse de IgG predominante é a IgG1, sendo que
anticorpos 1gG2 sao também formados em baixa concentragcdo. Na resposta
secundaria, em animais com sinais clinicos de rinotraqueite, sédo identificados
somente anticorpos da classe IgG. Animais onde se induz aborto, apresentam
também uma elevacéo de IgM (FELDENS, 2000).

A producdo de anticorpos neutralizantes contra o BoHV-1 pode ser
detectada entre 8 a 12 dias p0s infeccdo, podendo persistir por até 5 anos
(GUY & POTGIETER, 1985). Kahrs (1977) relatou que os anticorpos adquiridos
pelo colostro podem ser medidos nos soros de terneiros de até 1 més de vida,
pois seus niveis diminuem rapidamente devido a rapida degradacao
metabdlica. Entretanto, a persisténcia desta imunidade varia de terneiro para
terneiro, e em alguns casos 0s anticorpos passivos foram detectados até os 4 a
6 meses de idade (GIBBS & RWEYEMAMU, 1977).

2.6 Situacao da Infeccéo pelo Herpesvirus Bovino Tipo-1
2.6.1 Situacdo no Mundo

O BoHV-1 apresenta distribuicdo mundial (KAHRS, 1977; GUSTAFSON,
1981; PORTERFIELD, 1989, WEIBLEN et al., 1992b) sendo reconhecido como
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responsavel por severas perdas econdmicas em rebanhos de corte e de leite
(SMITH et al., 1995, VAN OIRSCHOT, 1998).

Na América do Norte, as infec¢des pelo BoHV-1 sdo frequentes e muito
prevalentes. A forma predominante da doenca envolve o trato respiratorio e
infecgbes uterinas, enquanto que as formas genitais, comumente descritas na
Europa, sdo raras na Ameérica do Norte. As formas encefélicas, geralmente
vistas na América do Sul, sdo esporadicas na América do Norte e Europa
(OSORIO, 1998).

Em paises da Comunidade Européia, as infeccbes pelo BoHV-1
apresentam prevaléncia variada. Em alguns paises estd em processo de
erradicacdo, enquanto outros apresentam prevaléncias entre 20 e 90% (VAN
OIRSCHOT et al., 1996). Austria, Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suécia e
Suica séo paises considerados livres de BoHV-1 (VAN OIRSCHOT, 1998).

Na Holanda e Bélgica, 60-90% dos rebanhos parecem conter a0 menos
alguns bovinos infectados. Na Holanda aproximadamente 50% dos bovinos
adultos sao soropositivos ao BoHV-1 (VAN OIRSCHOT, 1998). Ja Van
Wouijckhuise et al. (1998), na Holanda, testou amostras de leite para a presenca
de anticorpos contra BoHV-1 pela técnica de ELISA, onde encontrou 84% dos
rebanhos positivos. O grau de infeccdo em muitos outros paises europeus é
baixo. Na Franca somente 20% dos rebanhos parecem estar infectados; na
Alemanha isto ja variou entre 30-50%, e na Inglaterra estima-se que 50% dos
rebanhos estejam infectados (VAN OIRSCHOT, 1998).

No periodo de 1979 a 1990 foram realizados testes sorologicos em 2
laboratoérios na Italia para evidenciar anticorpos contra 0 BoHV-1 nas amostras
de soro de 25.129 animais. Essas amostras foram coletadas de animais
pertencentes a 1.345 propriedades do pais que apresentavam a infertilidade
como um problema endémico. Foram detectados anticorpos em 65% das
propriedades e 49% dos animais em cada ano estudado, por meio da técnica
de soroneutralizacdo (CAVIRANI et al., 1992).

Em um estudo realizado por Stilwell et al. (2007) em rebanhos de corte
na Regido de Ribajeto — Portugal utilizando o ensaio imunoenzimatico em 136

amostras de vacas adultas e 73 amostras de vitelos, filhos destas vacas, foi
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demonstrado soroprevaléncia alta nas vacas (50%) e vitelos (41%), com maior
prevaléncia de anticorpos para os vitelos mais jovens.

Na América do Sul, estudos sobre prevaléncia de BoHV-1, tém revelado
uma distribuicdo variada do agente (13-68%) empregando-se diferentes
métodos sorologicos (ROEHE et al., 1998).

Na Argentina, em estudos soroepidemioldgicos realizados em varias
regibes do pais, determinou-se que 100% das propriedades possuam animais
soropositivos, com prevaléncia entre 32,3% e 56,7% (ODEON, 1998). Galarza
e Periolo (1983) realizaram na provincia de Formosa, inquérito soroldgico para
BoHV-1 em 2.140 amostras, revelando pela imunofluorescéncia indireta
prevaléncia de 48,13%. Fort et al. (1996), na provincia de La Pampa, utilizando
a técnica de ELISA estudaram a prevaléncia de BoHV-1 em animais menores
de 1 ano, de 1 a 2 anos e maiores de 2 anos, encontrando respectivamente em
1.930 amostras, 17%, 30% e 68% de amostras positivas.

No Chile, Hochstein-Mintzel et al. (1986), analisaram 21 rebanhos
bovinos pela técnica de soroneutralizacdo, encontrando 47,2% (714/1512) de
amostras positivas ao BoHV-1. Riedemann et al. (1996), examinaram 2.864
amostras pela mesma técnica, encontrando prevaléncia de 41%.

No Peru, Andrade et al. (1967), estudaram a prevaléncia de BoHV-1 em
varias regides, através da técnica de soroneutralizacdo, detectando 4,39% (35)
de amostras reagentes de um total de 797 amostras. Fondevila et al. (1981)
pesquisaram em 2.380 amostras de soro sanguineo provenientes de 119
rebanhos de diversas regides, anticorpos contra BoHV-1 através da técnica de
soroneutralizacdo. Foi observado que em todos os rebanhos haviam animais
infectados, com prevaléncia de 43,3% para animais com idade inferior a 2 anos
e de 54,3% para animais com idade superior a 2 anos.

Na Colémbia, os levantamentos sorolégicos do BoHV-1 em bovinos
revelam uma distribuicdo varidvel segundo a regido do pais, com valores de
13% a 16,6% (ZUNIGA et al., 1978) e 50% (GRIFFITH et al., 1982).

2.6.2 Situacao no Brasil
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O primeiro isolamento no Brasil do BoHV-1foi realizado por Alice (1978),
no Estado da Bahia, a partir de pustulas de vaginas de vacas. No mesmo ano,
Muller et al. (1978), no Estado de S&o Paulo, isolaram e identificaram o BoHV-1
a partir de rim de feto bovino colhido em matadouro. Em 1979, no mesmo
Estado, Muller et al. (1979), isolaram o virus a partir de swabes vaginais,
pustulas nasais e figado, de material proveniente de um surto da doenca.
Galvéo (1985) isolou 0 BoHV-1 de 51% das 162 amostras proveniente de 315
animais de Minas Gerais, utilizando muco cérvico vaginal, raspados vaginais e
prepuciais.

Estudos recentes tém demonstrado que a infeccdo pelo virus esta
amplamente difundida no rebanho bovino do Brasil. (LOVATTO et al., 1995a;
VIDOR et al.,1995; LAGE et al., 1996; TONIN et al., 1996; MELO et al., 1997,
VIEIRA et al., 2003). No Estado de S&o Paulo, Muller et al. (1981), avaliaram
384 amostras de soro sanguineo de bovinos, através das reacbes de
soroneutralizacdo em tubo, demonstrando prevaléncia de 42,18%. Apesar de
ndo haver uma distribuicdo uniforme e da pequena amostragem utilizada,
concluiu-se que o virus esta presente no rebanho paulista.

Alguns autores realizaram avaliacdo sorologica em touros de centrais de
inseminacao artificial no Brasil, demostrando elevada prevaléncia de
soropositivos ao BoHV-1. Pituco (1988), em centrais de inseminacdo de Sao
Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul, verificaram 72,5% (95) de animais
soropositivos de um total de 131 animais, pela técnica de soroneutralizacao.
Rocha et al. (1994), em uma central de inseminacao artificial, utilizando a
mesma técnica, encontraram 63,15% (36) de amostras positivas de um total de
57 amostras. A Secao de Febre Aftosa, do Instituto Biologico de Sdo Paulo
(1988) diagnosticou, no periodo de janeiro de 1997 a fevereiro de 1998, 517
soros de touros, sendo 59,9% (310) de amostras positivas (DEL FAVA &
PITUCO, 1998).

Dados da Secao de Febre Aftosa, do Instituto Biolégico de Séo Paulo,
referentes ao periodo de 1988 a 1997, demonstraram 37% (11.162) de
amostras soropositivas de um total de 30.151 amostras, provenientes de

rebanhos com problemas reprodutivos dos Estados de Santa Catarina, Parana,
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Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso,
Distrito Federal, Alagoas e Ceara (DEL FAVA & PITUCO, 1998).

Em um levantamento sorolégico realizado no periodo de 1988 a 1992,
Pituco et al. (1993) utilizando a técnica de soroneutralizacdo, evidenciaram
diferentes percentagens de positivos em varios Estados brasileiros. Os
resultados demonstram que, no periodo estudado, em S&o Paulo, 1.296 de
2.967 (43,6%) amostras apresentaram anticorpos contra BoHV-1; no Parana 96
de 489 (19,7%); em Minas Gerais 113 de 210 (53,8%); no Rio Grande do Sul
66 de 94 (70,2%); no Mato Grosso do Sul 38 de 71 (53,5%); no Rio de Janeiro
31 de 49 (63,2%); na Bahia 17 de 20 (85%) e em Santa Catarina 0 de 10 (0%).
Este levantamento permitiu conhecer-se a real ocorréncia desta enfermidade
nas diferentes regides do pais.

Moreira et al. (2001), em trabalho realizado em 01 propriedade do
municipio de Viradouro, estado de S&o Paulo, monitoraram ao longo de 8
meses, titulos de anticorpos neutralizantes para o BoHV-1, em soros
sanguineos de 34 bezerros nascidos de vacas que estavam ou néo infectadas
naturalmente pelo virus e que foram ou nao revacinadas contra IBR antes do
parto. Os resultados do estudo demonstraram que nos grupos de bezerros
nascidos de vacas reagentes e nao vacinadas o0s anticorpos de origem
colostral persistiram em média, até os 3 meses de idade. J& bezerros nascidos
de vacas vacinadas, independentemente de estarem infectadas ou n&o,
apresentaram médias de titulos de anticorpos maiores que as médias
demonstradas por bezerros provenientes de vacas nao vacinadas.

Nogueira et al. (1986) diagnosticaram um surto de IBR/IPV no Rio de
Janeiro, com isolamento do virus a partir de um surto de doenca respiratoria e
reprodutiva em 22 vacas leiteiras.

No Rio Grande do Sul, o virus foi isolado pela primeira vez em 1990 a
partir de swabe prepucial e do sémen de touros de uma central de inseminacao
artificial, os quais apresentavam hiperemia, pequenas erupcdes e exsudato
mucopurulento na mucosa peniana (WEIBLEN et al., 1991). Embora ndo haja
uma explicacao definitiva da forma como ocorreu a transmissao deste virus, 0s

sinais clinicos foram observados aproximadamente 30 dias ap0s a introducao
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de novos touros na estacédo (WEIBLEN et al., 1991). Tém sido diagnosticados
no Estado surtos de IBR (RIET-CORREA et al, 1989), balanopostite
(WEIBLEN et al., 1991; 1992b) e wvulvovaginite pustular infecciosa
(CANABARRO et al., 1993).

Em fevereiro de 1993, no municipio de Pinhal Grande, no Rio Grande do
Sul (RS), foi descrito um surto de uma enfermidade caracterizada por lesdes
vulvares, repeticdo de cio e infertilidade. Swabes vaginais de 20 animais
afetados foram coletados em 5 propriedades da regido e processados em
laboratério, sendo isolado o BoHV-1 de 4 amostras. A provavel causa da
introducdo do virus na propriedade foi a utilizacdo de um touro durante a
estacdo de monta, motivada pela auséncia do servico de inseminacao artificial
naquele periodo (LOVATO et al., 1995a).

No ano de 1996 o BoHV-1 foi novamente isolado de animais
apresentando sinais clinicos de IBR. Este caso ocorreu no municipio de Sao
Borja, onde 30 novilhas de um mesmo rebanho apresentaram descarga nasal e
dificuldade respiratoria. Foram coletados swabes de 8 animais e o virus foi
isolado de uma amostra (LOVATO, 1998).

A frequéncia de anticorpos contra o BoHV-1 no RS indica que o virus
estad bastante difundido (RAVAZZOLO et al.,, 1989; LOVATO et al.,, 1995a).
Wizigmann et al. (1972), analisando amostras de soro sanguineo de 229
bovinos de 11 municipios, encontraram frequéncia de 33% de animais
reagentes a soroneutralizacdo para o BoHV-1. Ravazzolo et al. (1989),
demonstraram a evidéncia do BoHV-1 em 19 municipios do Rio Grande do Sul,
através de um estudo onde foram examinadas 526 amostras de soro bovino
através da técnica de soroneutralizacdo em microplaca. No referido estudo,
foram detectados 81,75% de animais sorologicamente positivos, o que sugere
uma ampla distribuicdo da doenca no Estado.

Estima-se que cerca de 10% da populacéo bovina do Rio Grande do Sul,
ou seja, aproximadamente 1,2 milhdes de cabecas, ja teve contato com o
BoHV-1 (ROSA et al., 1992).

De Stefano et al. (1993) utilizando amostras de soro do municipio de

Ibiruba (RS), obteve 17,2% de amostras positivas de um total de 448 amostras
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testadas. As amostras foram coletadas em 16 propriedades da regido e para
determinacao dos titulos de anticorpos contra o BoHV-1 foi utilizada a prova de
soroneutralizagao.

Sorologia realizada em 7.956 animais do rebanho bovino leiteiro do
Estado do Rio Grande do Sul demonstrou uma prevaléncia de 18,8% de
amostras positivas ao BoHV-1, 54,5% (371) das 684 propriedades com animais
infectados e 91,9% (91) dos 99 municipios com pelo menos um animal positivo.
(LOVATO et al., 1995a). As amostras de soro utilizadas no inquérito soroldgico
citado acima foram coletadas em 99 municipios das 9 bacias leiteiras do
Estado do Rio Grande do Sul no periodo de 1990 a 1993. Esta prevaléncia foi
considerada baixa, quando comparada a outros trabalhos realizados no pais.

Vidor et al. (1995) relataram a presenca de anticorpos neutralizantes
para o BoHV-1 em 31,9% (747) de um total de 2.341 soros examinados,
provenientes de rebanhos de gado de corte com histéria de doenca
reprodutiva. Krahl et al. (1997), utilizando a técnica de soroneutralizacéo,
encontraram 29,3% (534) de animais positivos, de um total de 1.823 animais e
61,5% das 265 propriedades examinadas com, pelo menos, um animal positivo
ao virus. Entretanto, a concluséo final desses trabalhos € a mesma: de que o
BoHV-1 encontra-se disseminado no rebanho bovino de varios Estados
brasileiros.

Quincozes et al. (2003), fizeram um levantamento de 2.314 amostras de
soro bovino, no periodo de janeiro de 1987 a setembro de 2003, visando
detectar anticorpos contra o BoHV. Os rebanhos pertenciam a 132
propriedades de 17 municipios do sul do RS, e apresentavam disturbios
reprodutivos. Os anticorpos foram testados pelo teste de soroneutralizacdo, em
células Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), frente a 100 doses infectantes
(DI) 50% da amostra de virus padrdo Los Angeles. Foram detectadas 34,6%
(800) de amostras positivas ao virus, com 77,2% (102) propriedades
diagnosticadas positivas.

Quincozes et al. (2007), estimaram a prevaléncia e determinaram 0s
principais fatores associados a infeccdo pelo BoHV-1 e BoHV-2 no rebanho

bovino dos municipios de Santa Vitéria do Palmar e Chui, na regido sul do
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estado do Rio Grande do Sul. Amostras de soro foram submetidas a prova de
SN. Estas foram coletadas em 85 propriedades, cujos animais apresentavam
ou ndo sinais clinicos de infeccdo pelos BoHV. Das 1.734 amostras de soro
analisadas, 540 (31,14%) foram positivas com a deteccdo de bovinos
sorologicamente positivos em 72 (84,70%) propriedades. Dentre os fatores
avaliados, exploracdo mista, criacdo extensiva, realizacdo de ordenha
mecanica, uso de inseminacdo artificial ou de inseminagéo artificial associada a
monta natural, uso de piquete de paricao, auséncia de assisténcia veterinaria e
idade, apresentaram significancia estatistica (P<0,05) associada a
soropositividade. Os resultados obtidos demonstram a expressiva
disseminacéao do BVDV no rebanho bovino dessa regido do Rio Grande do Sul.

No Parana, municipio de Palotina, Barros Filho et al. (1997), avaliaram a
ocorréncia de bovinos soropositivos ao BoHV-1, encontrando 27,1% (65) de
animais reagentes a soroneutralizacdo de um total de 240 animais e 66,7%
(16) das 24 propriedades com animais infectados. Neste mesmo estado, Médici
et al. (2000), realizaram estudo para deteccdo de anticorpos anti-herpesvirus
bovino tipo 1, através da técnica de soroneutralizacdo, em 1.235 amostras de
soro de bovinos adultos ndo vacinados. As amostras analisadas foram colhidas
de 81 rebanhos, com historico de problemas reprodutivos, incluindo animais
com aptidao de leite e carne, provenientes de 30 municipios. Na amostragem
proveniente de rebanhos leiteiros, 41,9% (409/977) das amostras e 90,5%
(57/63) dos rebanhos foram considerados positivos. Ja nos bovinos de corte, 0
indice de positividade foi de 50,8% (131/258) e 100% (18/18) para soro e
rebanho, respectivamente.

Dias et al. (2008), estudaram os fatores de risco associados a infeccao
pelo BoHV-1 em rebanhos bovinos da regido Oeste do Parana através de
ensaio imunoenzimatico indireto, e encontraram 190 rebanhos positivos de um
total de 295 estudados com uma prevaléncia de 64,41% de animais reagentes.
Foram considerados fatores de risco para a infeccdo as variaveis, propriedades
com numero de fémeas acima de 24 meses igual ou superior a 13 animais,

compra recente de reprodutores, uso de pastagens em comum entre
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propriedades, intercambio de animais entre propriedades e presenca de
animais silvestres nas propriedades.

No estado de Minas Gerais, Rocha et al. (2001) pesquisaram anticorpos
anti-IBR em 5.511 amostras de soro sanguineo de bovinos provenientes de
335 municipios, pela técnica de micro soroneutralizacdo ou ELISA; 93,4%
(313/335) dos municipios apresentaram pelo menos um bovino com sorologia
positiva. Ja Melo et al. (2002), no mesmo estado, estudaram a distribuicdo de
anticorpos neutralizantes para o virus em quatro faixas etarias de bovinos de
21 rebanhos de leite e corte. Os resultados do estudo indicaram que nos
rebanhos leiteiros a soropositividade foi maior na faixa etaria de animais com
19 a 30 meses; maior transito de animais, menor uso de tecnologias como
inseminacdo artificial e transferéncia de embrides, criagdo de bezerras
separadas do rebanho adulto e utilizacdo de ordenha manual com bezerro ao
pé sao fatores que podem ter influenciado o resultado; ja, para os rebanhos de
aptidado corte cria/recria foram encontradas frequéncias menores em todas as
faixas etarias, exceto na faixa formada por animais de 7 a 10 meses, estes
resultados ocorreram provavelmente devido a criacdo extensiva e baixo
extresse, que dificultam a excrecdo/transmissdao do virus, além da nao
introducéo de animais no rebanho.

No estado de Goias, Vieira et al. (2003) pesquisaram a presenca de
anticorpos para o BoHV-1 em 790 soros de bovinos do estado de Goias,
através do ensaio imunoenzimatico (EIE). As amostras eram, em sua maioria
(75,3%) provenientes de animais e propriedades (n=90) com problemas
reprodutivos, incluindo rebanhos de leite, corte e misto, distribuidas em 40
municipios do estado. A frequéncia encontrada foi de 83%. Rebanhos de
exploracdo leiteira apresentaram um indice de soropositividade
estatisticamente maior que o de rebanhos de corte ou misto. Das 90
propriedades incluidas, 96,7% apresentaram animais positivos e 97,5% dos 40
municipios apresentaram pelo menos um animal soropositivo.

Barbosa et al. (2005), objetivaram estimar a soroprevaléncia de
anticorpos contra o BoHV-1 pela técnica de soroneutralizacdo em 6.932

animais nao vacinados pertencentes a 892 propriedades de 232 municipios e
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determinar os potenciais fatores de risco para a infeccdo em rebanhos bovinos
no Estado de Goias. A soroprevaléncia para o BoHV-1 nos animais foi de
51,9%. Das 892 propriedades amostradas, 98,5% apresentaram, pelo menos,
um animal soropositivo e todos o0s municipios pesquisados (100%)
apresentaram, pelo menos, uma propriedade positiva demonstrando que a
infecgdo pelo BoHV-1 encontra-se altamente disseminada entre rebanhos
bovinos dos municipios de Goias. Em relacdo aos fatores de risco, apenas a
idade mostrou-se associada a soropositividade.

Na Bahia, Galvdo et al. (1963), efetuaram o primeiro levantamento
sorolégico, detectando 34,49% de positividade de um total de 458 amostras
analisadas pela prova de soroneutralizacdo. Ribeiro et al. (1982), verificaram
pelo mesmo método, que 74% de 2.057 amostras de soro bovino foram

reagentes.

Cerqueira et al. (2000), pesquisaram a presenca de anticorpos contra
BoHV-1 em 558 amostras de soros de bovinos jovens de 1 a 4 anos néao
vacinados provenientes de quinze municipios diferentes do estado da Bahia,
pelas técnicas de microssoroneutralizacdo (MSN) em microplacas, utilizando-
se monocamadas de células MDBK e a cepa de BoHV-1 Los Angeles, e um
teste comercial de ELISA. Os resultados da amostragem feito pelo teste de
ELISA mostraram que 56% (314/558) dos soros foram positivos e 44%
(244/558) negativos. A técnica de MSN mostrou que 48% (269/558) dos soros
foram negativos e 52% (289/558) foram positivos. Os resultados sugerem que
o BoHV-1 esteja circulando ativamente na populacdo bovina jovem e a alta
difusdo do virus em animais jovens representaria uma fonte continua de

infeccao viral para o rebanho.

Apesar da grande variacdo de anticorpos relatada pela literatura, a
maioria dos estudos foi realizada ou com numero pequeno de amostras
englobando poucos municipios ou, muitas vezes, com populacdes especificas
ou ambas as situacdes. Existe, portanto, uma caréncia de levantamentos
epidemioldgicos, outra questdo a ressaltar é que, em nivel de Brasil, ha uma

deficiéncia de pesquisas que abordem fatores de risco para esta infecgéo.
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2.7 Diagnostico

A diversidade dos sinais clinicos, bem como a presenca dos mesmos
sinais em outras doencas infecciosas e parasitarias, ndo permite a elaboracéo
de um diagndstico clinico conclusivo da infeccdo ocasionada pelo BoHV-1. Até
mesmo nos casos de vulvovaginite, onde as lesbes sao caracteristicas, o
diagnéstico é apenas presuntivo. Nesta forma de apresentacdo clinica é
necessario, em particular, realizar o diagnéstico diferencial das infeccdes
ocasionadas por Micoplasma bovigenitalium e Ureaplasma diversum que séo
responsaveis por vulvo-vaginite granular (RUHNKE et al., 1984). Nos quadros
clinicos que envolvem o sistema respiratério € importante diferenciar a infeccao
pelo BoHV-1 daquelas ocasionadas por outros patégenos que estdo agrupados
no Complexo Respiratério Bovino, como o virus respiratério sincicial bovino
(BRSV), virus da diarréia viral bovina (BVDV), virus parainfluenza tipo 3 (PI-3)
e bactérias do género Pasteurella (OBANDO et al., 1999).

Nos distarbios reprodutivos ocasionados pelo BoHV-1 o diagndéstico
clinico é praticamente impossivel. O aborto, considerado a manifestacao clinica
mais evidente da infeccdo deve ainda ser diferenciado de outras causas
infecciosas como a brucelose, leptospirose, campilobacteriose, neosporose,
tricomonose e de infeccdes ocasionadas pelo virus da diarréia viral bovina e
por micoplasmas. Causas ndo infecciosas relacionadas ao manejo (estresse
térmico), endotoxinas, corticosterdides exogenos, desordens genéticas e/ou
nutricionais, teratogenia, plantas téxicas, micotoxinas (zearalenona), entre
outras causas, também devem ser incluidas no diagnéstico diferencial
(LARSON, 1996).

O historico sanitario do rebanho, relacionado com as taxas de
produtividade, programas de vacinagcdo e manejo alimentar, pode ter
fundamental importancia na elaboragcéao do diagnostico. Porém, somente com o
apoio de técnicas laboratoriais o diagnostico do BoHV-1 é conclusivo
(TAKIUCHI et al., 2001).

O diagnéstico do BoHV-1 é realizado através da deteccao do virus (ou
componentes virais) e da demonstracdo de anticorpos especificos. O

isolamento deste virus em cultivo celular confirma a presenca do agente nos
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animais infectados (RIET-CORREA et al.,, 1996; ROEHE et al., 1997b;
REINHARDT et al., 2001; VIEIRA et al., 2003; KUNRATH et al.,, 2004). A
identificacdo final do virus pode ser feita por diferentes métodos, como as
técnicas de soroneutralizagdo, imunofluorescéncia, imunoperoxidase, ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e reacdo de polimerase em cadeia (PCR) (TAKIUCHI
et al., 2001).

O isolamento do BoHV-1 em cultivo celular € considerado o método de
diagnéstico etiol6gico padrdo. Entretanto, € uma técnica laboriosa, de custo
elevado e dispendioso em relacdo ao tempo dedicado para a sua elaboracgéo.
Esta metodologia apresenta ainda como desvantagem a necessidade de
material clinico bem conservado, ja que a técnica exige a presenca de
particulas virais viaveis, ou seja, infectantes. Nos abortos comprovadamente
ocasionados pelo BoHV-1 em somente 40% dos casos foi possivel o
isolamento viral. Isto ocorre principalmente devido as oscilagbes de
temperatura, as quais o virus é 1abil, inviabilizando o isolamento pela perda da
infecciosidade da particula viral (KIRKBRIDE, 1992). O tempo exigido para a
obtencao de resultados é outra desvantagem da técnica, pois S0 necessarios,
no minimo, de 14 a 28 dias para a concluséo do diagnéstico (TAKIUCHI et al.,
2001).

O atraso no transito das amostras biolégicas do campo até o laboratério,
associado as mas condicbes de estocagem do material, sdo condi¢des
incompativeis com esse procedimento diagnostico, uma vez que as particulas
virais devem permanecer viaveis e, consequentemente, infectivas. Alguns
tecidos contém ainda enzimas que sao toxicas para o cultivo de células e,
adicionalmente, podem conter inibidores que interferem no processo de
isolamento viral (EDWARDS et al.,1983).

O isolamento do BoHV-1 a partir de amostra de sémen também pode ser
de dificil realizacdo devido, principalmente, a toxicidade natural do plasma
seminal sobre a monocamada celular (KAHRS, 1977; SCHULTZ et al.,1982).

As técnicas de imunoperoxidase e imunofluorescéncia, apesar de néo
exigirem a infecciosidade da particula viral, também podem ser seriamente

comprometidas pelas mas condi¢cdes de transporte e estocagem citadas
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anteriormente. Isto ocorre porque tais metodologias, para o0 sucesso do
diagnostico, exigem fundamentalmente a integridade estrutural da particula e
das proteinas virais. Outro fator limitante € o método de preparo do esfregaco
celular que exige um nimero de células adequado para a leitura das laminas e
também a disponibilidade de um anti-soro detector de boa qualidade
(TAKIUCHI et al., 2001).

A técnica de imunofluorescéncia requer um grande nimero de células
infectadas pelo virus e um técnico experiente para realizar a leitura das
laminas, incluindo também a boa qualidade dos reagentes que ndo sao
facilmente disponiveis. Reacbes inespecificas podem ocorrer em tecidos
autolisados ou em tecidos com contaminacao bacteriana secundaria. Edwards
et al. (1983) verificaram que a leitura das laminas teve um resultado satisfatorio
e de confiabilidade por um prazo maximo de trés dias de estocagem do
material. ApOs esse periodo houve uma progressiva destruicdo da arquitetura
celular e redugéo acentuada no numero de células integras no esfregaco.

O teste sorolégico padrao para deteccdo de anticorpos anti-BoHV é a
prova de soroneutralizacdo (SN) (HOUSE & BAKER, 1971, GIBBS &
RWEYEMAMU, 1977, CHO & BOHAC, 1985, TEIXEIRA et al., 1998). O teste é
confiavel e especifico. Os animais positivos apresentam titulos médios entre 8
e 64. Ocasionalmente sé@o obtidos titulos mais altos e alguns animais parecem
desenvolver titulos muito baixos ou ndo detectaveis (GIBBS & RWEYEMAMU,
1977). Em qualquer uma das formas da doenca, a coleta pareada de soro (no
inicio do quadro clinico e apos duas a quatro semanas) dos animais pode
auxiliar o diagnéstico (SCHILD et al., 1994). Segundo Duffel e Harkness (1985),
esta prova diagnostica apresenta a limitacdo de ndo detectar baixas taxas de
anticorpos, a necessidade de laboratérios equipados e de pessoal treinado.
Além disso, a técnica é demorada o que impede resultados rapidos,
requerendo de varios dias a algumas semanas para obtencdo dos resultados
(RUTH, 1986).

A maioria dos laboratérios de diagndstico virologico veterinario utiliza a

SN, isolada ou juntamente com outros ensaios (RAVAZZOLO et al., 1989,
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WEIBLEN et al., 1992b, DE STEFANO et al., 1993, LOVATO et al., 1995a,
VIDOR et al., 1995).

Atualmente os testes imunoenzimaticos tém sido empregados no
diagnéstico sorolégico de infecgdes pelo herpesvirus bovino, devido a sua
sensibilidade e especificidade e rapidez de execucdo (EDWARDS & GITAO,
1987b; SHEN et al., 1991; GRAHAM et al., 1997).

Kramps et al. (1994), demonstraram que o teste de ELISA, empregado
na deteccdo de anticorpos neutralizantes da glicoproteina gB do BoHV-1, foi
mais sensivel que a técnica de soroneutralizacdo, tendo sido capaz de detectar

baixo titulo de anticorpos em animais inoculados experimentalmente.

2.7.1 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Esta técnica descrita por Engval e Perlmann (1971), expresso pela sigla
ELISA (Enzyme Linked Imuno Sorbent Assay) é utilizada para a deteccéo de
pequenas quantidades de antigenos/anticorpos, que geralmente nao sao
detectaveis pelos métodos convencionais. Apresenta a caracteristica de alta
sensibilidade e especificidade e rapidez na sua execucdo. Isso permite o
estudo de grandes populacdes em curto espaco de tempo, e em laboratérios
de rotina (DINTER, 1989). A identificacdo de antigenos/anticorpos € baseada
em reacdo enzima-substrato que produz uma mudanca de cor e a leitura
espectrofotométrica evita resultados subjetivos. Os erros técnicos pela
utilizacdo de "kits" comerciais sdo minimos, uma vez que as variaveis sao
padronizadas para que os parametros medidos, ndo se alterem (DUBOVI,
1990). A técnica de ELISA apresenta sensibilidade equivalente ao método do
isolamento viral (OIE, 2000).

2.8 Controle e Profilaxia

Os principais fatores que vém contribuindo para a difusdo dessa
enfermidade sdo a introducdo nos rebanhos de animais oriundos de leilées ou
de importacbes, sem exigéncias sanitarias necessarias para prevenir a
infeccdo, a crescente utilizacdo de confinamentos para a engorda de animais, a

ndo obrigatoriedade do controle virolégico do sémen comercializado no Pais e,
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principalmente, a falta de informagdo dos criadores, das autoridades e
veterindrios sobre estas viroses (SILVA et al., 1998). A presenca de animais
portadores favorece a perpetuacédo do virus no rebanho, uma vez que eles tém
recorréncias da infeccao eliminando o virus e, quando a percentagem de vacas
infectadas € alta, elas infectam o rebanho jovem antes da idade reprodutiva
(SHEFFY & RODMANN, 1973; ROEHE et al., 1997b). Devido a isso, a infec¢céo
por herpesvirus bovino tem sido controlada e prevenida através da combinacéo
de uma variedade de praticas de manejo e com um bom programa de
vacinacdo (DONKERSGOED & BABIUK, 1991).

O controle de um surto pode ser conseguido através de medidas de
higiene e isolamento dos animais enfermos, embora seu sucesso dependa da
distribuicdo geografica da enfermidade. Devido a possibilidade da infeccéo
latente, todos os animais soropositivos devem ser considerados potenciais
fontes de infeccdo (KAHRS, 1977; ACKERMANN et al., 1982). Nos estagios
iniciais de um surto, a vacinacédo dos animais expostos pode diminuir o nimero
de novos casos e ndo devem ser introduzidos animais na propriedade
(DONKERSGOED & BABIUK, 1991). Os surtos ocorrem mais frequentemente
em rebanhos ndo vacinados, apos situacbes de estresse. Isto acontece
geralmente quando o virus origina-se de uma infeccéo latente e € disseminado
a animais suscetiveis. Durante o surto, os animais doentes devem ser isolados
e tratados com antibioticos de largo espectro para prevenir infeccdes
secundarias (FENNER et al., 1993).

Variadas formas de controle e erradicacdo foram propostas por diversos
pesquisadores. Na Europa, a utilizacdo de vacinas com marcadores genéticos,
juntamente com o0 manejo higiénico-sanitario adequado, vem alcancando
resultados positivos no que se refere ao controle desta virose (VAN
OIRSCHOT et al., 1996).

No Brasil, o controle da enfermidade baseia-se principalmente na
vacinacdo com vacinas convencionais, pois sdo essas as unicas disponiveis
em nosso mercado. A utilizacdo dessas vacinas objetiva, principalmente,
reduzir os sinais da doenca apos infeccdo e desse modo diminuir o impacto
econdmico das infeccdes pelo virus (VAN OIRSCHOT et al., 1996).
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 Regido

O Estado do Maranhao ocupa uma area territorial de 331.983,293 km2,
localizado a Noroeste da Regido Nordeste. Limita-se ao Norte com o Oceano
Atlantico, Sul e Sudoeste com Estado do Tocantins, Leste e Sudeste com o
Piaui e ao Oeste com o0 Para. Possui 217 municipios, com uma populacao
estimada em 6.103.327 habitantes, e um efetivo bovino de 6.609.438 cabecas,
sendo aproximadamente 9,45% de exploragéo leiteira (IBGE, 2007).

O rebanho leiteiro € composto de animais das racas Girolanda,
Holandesa e mesticos de Holandesa com aproximadamente 625.000 cabecas,
das quais 25% (156.250) estdo em producdo por um periodo médio de seis
meses, com uma producdo mensal média de 270.000.000 litros de leite
(INAGRO, 2007).

3.2 Propriedades

A bacia leiteira do Estado do Maranh&o é constituida pelas regionais da
llha de S&o Luis (municipios de Paco do Lumiar, Raposa, Sdo José de
Ribamar e S&o Luis), Imperatriz (Amarante, Imperatriz, Jodo Lisboa, Lageado
Novo, Porto Franco, Sdo Jodo do Paraiso e Senador La Roque), Acailandia
(municipios de Acailandia, Cidelandia e Sdo Francisco do Brejdo), Pedreiras
(Bernardo do Mearim, lgarapé Grande, Pedreiras e Trizidela do Vale) e
Bacabal (municipios de Bacabal, Bom Lugar, Lago Verde, Olho d’Agua das

Cunhas e Sao Luis Gonzaga), (Fig. 1).
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Estadodo Maranhdo

FIGURA 1. Mapa do Estado do Maranhdo com as principais regionais
produtoras de leite.

Foram realizados sorteios para determinar quais propriedades seriam
selecionadas, e estas deveriam apresentar 0s seguintes pré-requisitos: sistema
de criacdo semi-intensivo, nimero igual ou superior a 20 animais, condi¢cdes de
manejo e nutricio semelhantes e sem histérico de vacinacéo anterior para IBR.
Na determinacdo do tamanho das amostras foi utilizada a férmula proposta por

Stevenson (1981), como especificada abaixo:

n=272P.q
e2
Onde: n = Tamanho da amostra;

Z = Nivel de confianga (1,96);

P = Prevaléncia esperada;
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q = (100-p)
e = margem de erro admitida.

Para se estabelecer o tamanho da amostra foi adotada como valor de
referéncia, a prevaléncia observada por Ribeiro et al. (1982), que foi de 74%,
no Estado da Bahia, considerando-se uma margem de erro (e) de 3% e um
nivel de confiancga (Z) (95%).

Z = 1,96 (95%);
P = 74%,;
q=30

e = 3%.

Logo: n= 1,96%.74.(100-70) — N=947 amostras
3 2

Assim, foi utilizado ajuste estatistico para 920 amostras.

3.3 Coleta das Amostras

Foram coletadas 920 amostras de sangue de animais, pertencentes a 92
propriedades do Estado do Maranhdo. As amostras foram provenientes de
fémeas bovinas de aptidao leiteira estratificadas aleatoriamente em trés faixas
etarias: estrato-1 (< 3 anos), estrato-2 (entre 3 a 7 anos) e estrato-3 (>7 anos),
apresentando ou nao sinais clinicos de infeccdo pelo BoHV-1. A porcentagem
de animais dentro de cada faixa etaria foi definida de acordo com os dados
obtidos por Rocha et al. (2001), que indicaram que a prevaléncia de anticorpos
anti-BoHV -1 em rebanhos leiteiros € maior em animais adultos. Com base
nesta caracteristica, foram coletadas 20% das amostras para animais até 03
anos, 60% para animais entre 03 a 07 anos e 20% para animais acima de 07
anos. O numero de amostras coletadas foi igual para todas as propriedades. A
distribuicdo das propriedades e o numero total de amostras encontram-se

listados na tabela 1.
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TABELA 1. Distribuicdo das regionais com seus respectivos municipios, bem

como o numero de amostras/propriedade, Maranh&o, 2009

Regional Municipios N_°de N® de
Propriedades Amostras
Acailandia 4 40
Acailandia Cidelandia 4 40
Sao Francisco do Brejao 4 40
Bacabal 4 40
Lago Verde 4 40
Bacabal Olho D'4gua das Cunhas 4 40
Sao Luis Gonzaga 4 40
Bom Lugar 4 40
Paco Lumiar 4 40
Ilha de S&o Sao José de Ribamar 4 40
Luis S&o0 Luis Gonzaga 4 40
Raposa 4 40
Amarante 4 40
Imperatriz 4 40
Jodo Lisboa 4 40
Imperatriz Lageado Novo 4 40
Porto Franco 4 40
Sao Joao do Paraiso 4 40
Senador La Roque 4 40
Igarapé Grande 4 40
Pedreiras Bernardo do Mearim 4 40
Pedreiras 4 40
Trizidela do Vale 4 40
TOTAL 92 920

As coletas foram realizadas nos meses de fevereiro a julho de 2008. O

sangue foi coletado pela puncédo da veia jugular, com agulhas descartaveis e

sistema de vacuo, em tubos esterilizados e siliconizados, os quais foram

deixados em posicao inclinada até a retracdo do coagulo e liberacdo do soro

e encaminhados sob refrigeracdo ao Laboratério de Virologia da Universidade

Estadual do Maranhdo (UEMA). O soro foi separado do sangue total por

centrifugacdo a 2.000 x g,

durante 15 minutos. As amostras foram

acondicionadas em ampolas tipo Eppendorf (Fig. 2) e estocadas a -20° C, até

a realizacao dos testes sorolégicos.
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FIGURA 2. Fotografia da coleta de sangue, acondicionamento e
processamento das amostras de soro sanguineo de fémeas bovinas leiteiras:
(a) puncéao da veia jugular; (b) tubos vacutainer siliconizados com amostras de
sangue; (c) material para obtencdo das amostras de soro; (d) tubos eppendorf
com amostras de soro em duplicata.

3.4 Andlise das Amostras

A deteccéo qualitativa de anticorpos contra BoHV-1 foi realizada através
da técnica de ELISA indireta, conforme descrito por Chu et al. (1985) e Howard
et al. (1985), no laboratério da divisédo de antigenos do Instituto de Tecnologia
do Parana (TECPAR, 2008).

A interpretacéo dos resultados foi determinada pelo célculo da razéo das
densidades Opticas (OD) das amostras testadas em relacdo aos controles
positivo e negativo, utilizando um filtro com comprimento de onda de 450 nm,

como mostra a formula abaixo:

A/P = Amostra A 450 — NCx A 450
PCx A 450 — NCx A 450
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Amostras com razdo A/P < 0,200 OD foram classificadas como
negativas, razao entre 0,200 > OD < 0,300 suspeitas e valores de OD > 0,300
positivas. Para que o teste fosse validado foi necessario que a diferenca das
médias dos controles positivos e negativos fosse > 0,150 OD e a média dos

controles negativos < 0,250 de densidade Optica.

3.5 Fatores de Risco

Para cada propriedade foi aplicado questionario epidemiol6gico com o
objetivo de relacionar possiveis fatores de risco associados ao BoHV-1,
conforme descritos nos apéndices A e B. Os fatores de risco analisados nas
propriedades foram: idade, tipo de ordenha, inseminacéo artificial, aborto,
presenca de ovino-caprinos, presenca de suinos, aquisicdo de animais e

assisténcia veterinaria.

3.6 Andlise Estatistica

Para o calculo da frequéncia dividiu-se o numero de animais
sorologicamente positivos pelo niumero de animais amostrados, utilizando-se
analise estatistica descritiva por meio de distribuicdes absoluta e relativa.

Para o estudo da associacdo entre a soropositividade e fatores de riscos
analisados, utilizou-se estatistica por meio do teste Exato de Fisher ou, teste
Qui-quadrado de independéncia, quando as condi¢cbes para o teste Exato de
Fischer ndo foram verificadas. O nivel de significancia utilizado na decisdo dos
testes estatisticos foi de 5% (0,05), com intervalo de confianca de 95%. O
programa utilizado para a obtencdo da andlise foi o Instat 2.0, versdo 2003 e o
Epinfo 3.43, versédo 2007.
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Resultados




4 RESULTADOS
Das 920 amostras analisadas, 71,30% (n=656) foram reagentes, 17,40%
(n=160) suspeitas e 11,30% (n=104) nao reagentes (Fig. 3).

17,40%

71,30%

Reagentes Suspeitos ¥ Nao Reagentes

FIGURA 3. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas da bacia leiteira do Estado do Maranh&o, 2009.

Com relagéo as cinco regionais que compdem a bacia Leiteira do Estado
do Maranhéo, foram obtidas frequéncias de 68,12% (n=109), 68,21% (n=191),
71,67% (n=86), 78,75% (n=126) e 72% (n=144) para as regionais da llha de

Sao Luis, Imperatriz, Acailandia, Pedreiras e Bacabal, respectivamente (Fig. 4).

Bacabal -7 22,5%

Pedreiras |jmeb?5{to,

Regionais
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FIGURA 4. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas leiteiras nas regionais da llha de S&o Luis,
Imperatriz, Acailandia, Pedreiras e Bacabal, 2009.
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Do total de 23 municipios selecionados em 100% foram registrados

animais reagentes. O municipio de S&o Jodo do Paraiso, pertencente a

Regional de Imperatriz, apresentou o menor percentual de amostras reagentes,

47,50% (n=19), enquanto Bernardo do Mearim, da Regional de Pedreiras,

apresentou o maior percentual, 92,5% (n=37) (tab.2).

TABELA 2. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas leiteiras pertencentes a 05 regionais da Bacia
Leiteira do Estado do Maranh&o, 2009

. . N&o
Regionais Municipios N°de Reagentes Suspeitos Reagentes
Amostras
% n % N %
Paco do Lumiar 40 25 625 7 175 8 20,0
lha de Sésoégol_suéisde 40 26 650 8 200 6 15,0
Sao Luis Ribamar 40 25 625 7 175 8 20,0
Raposa 40 33 825 2 5,0 5 125
Amarante 40 28 7000 8 200 4 10,0
Imperatriz 40 31 775 7 175 2 5,0
Jodo Lisboa 40 32 80,0 6 150 2 50
Imperatriz Lageado Novo 40 28 70,0 5 125 7 175
Porto Franco 40 20 50,0 4 10,0 16 40,0
Séo Joao do
Paraiso 40 19 475 7 175 14 350
Senador La Roque 40 33 825 7 175 O 0,0
Acailandia 40 29 725 8 200 3 7,5
Acailandia Cidelandia 40 35 875 3 75 2 50
SdoFranciscodo 4,5 5 550 12 300 6 150
Brejao
Bernardo do
Mearim 40 37 925 2 50 1 2,5
Pedreiras  |garapé Grande 40 26 650 12 30,0 2 50
Pedreiras 40 32 80,0 5 125 3 7,5
Trizidela do Vale 40 31 775 5 125 4 10,0
Bacabal 40 29 725 10 250 1 2,5
Bom Lugar 40 34 8,0 6 150 O 0,0
Bacabal Lago Verde 40 31 775 7 175 2 50
Olho D'agua das 40 27 675 10 250 3 75
Cunhas
Séo Luiz Gonzaga 40 23 574 12 30,0 5 12,6
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O intervalo de variagdo no percentual de animais reagentes entre 0s
municipios foi de 47,5% a 92,5% (Fig.5).
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FIGURA 5. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas leiteiras em 23 municipios da bacia leiteira do
estado do Maranh&o, 2009.

Das 92 propriedades testadas contra o BoHV-1, em 100% foram
encontrados animais reagentes. Foram consideradas propriedades positivas
aquelas que possuiam pelo menos uma amostra reagente ao BoHV-1 (tab. 3,
4,5, 6 e 7). A variacdo no percentual de animais reagentes para o virus por
propriedade foi de 20 a 100%.

Em todas as propriedades da bacia leiteira da llha de S&o Luis
foram encontradas pelo menos 03 amostras reagentes. As propriedades do
municipio de Raposa apresentaram 0 maior numero de animais reagentes
82,5% (n=33). O percentual de positividade entre as propriedades variou de 30
a 100% (tab. 3).
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TABELA 3. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira da Ilha
de Sao Luis - MA, 2009

i Nao
o _ N de Reagentes  Suspeitos Reagentes
Municipios Propriedade A
mostras

n % n % n %

1 10 6 60 3 30 1 10

Paco do 2 10 8 80 2 20 0 0
Lumiar 3 10 5 50 O 0 5 50
4 10 6 60 2 20 2 20

5 10 10 100 O 0 0 0

6 10 9 90 0 0 1 10

Raposa

7 10 7 70 1 10 2 20

8 10 7 70 1 10 2 20

9 10 9 90 0 0 1 10

SA0 José de 10 10 8 80 0 0 2 20
Ribamar 11 10 5 50 5 50 0 0
12 10 3 30 2 20 5 50

13 10 6 60 4 40 0 0

S50 Luis 14 10 7 70 0 0 3 30
15 10 8 80 1 10 1 10

16 10 5 50 3 30 2 20

Na bacia leiteira de Imperatriz, 100% (n=28) das propriedades,
apresentaram amostras reagentes. Senador La Roque foi 0 municipio com
maior percentual de animais reagentes, 82,5% (n=33). O percentual de

positividade entre as propriedades variou de 20 a 90% (tab. 4).
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TABELA 4. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira de
Imperatriz - MA, 2009

, Nao

Municipios Propriedade Anl:losdt?as Reagentes  Suspeitos Reagentes
n % n % n %
17 10 6 60 4 40 0 0
Amarante 18 10 7 70 2 20 1 10
19 10 9 90 1 10 0 0
20 10 6 60 2 20 2 20
21 10 7 70 2 20 1 10
. 22 10 8 80 2 20 0 0
mperatriz 23 10 8 8 2 20 0 0
24 10 8 80 6 10 1 10
25 10 9 90 0 0 1 10
Jo3o Lisboa 26 10 9 90 6 10 0 0
27 10 5 50 4 40 1 10
28 10 9 90 1 10 0 0
29 10 6 60 1 10 3 30
Lageado 30 10 9 90 1 10 0 0
Novo 31 10 7 70 1 10 2 20
32 10 6 60 2 20 2 20
33 10 8 80 0 0 2 20
Porto Franco 34 10 2 20 3 30 5 50
35 10 5 50 1 10 4 40
36 10 5 50 0 0 5 50
37 10 5 50 2 20 3 30
Séao Joao do 38 10 6 60 1 10 3 30
Paraiso 39 10 5 50 3 30 2 20
40 10 3 30 1 10 6 60
41 10 7 70 3 30 0 0
Senador La 42 10 9 90 1 10 0 0
Roque 43 10 9 90 1 10 0 0
44 10 8 80 2 20 0 0

Em todas as propriedades da bacia leiteira de Acailandia foram
encontradas pelo menos 04 amostras reagentes. As propriedades do municipio

de Cidelandia apresentaram o maior nimero de animais reagentes, 87,5%
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(n=35). O percentual de positividade entre as propriedades variou de 40 a
100% (tab. 5).

TABELA 5. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira de
Acailandia - MA, 2009

Reagentes Suspeitos N&o
Municipios Propriedade . . d¢ ° P Reagentes
P P Amostras
n % n % n %
45 10 5 50 3 30 2 20
46 10 8 80 2 20 0 0
Acailandia
a7 10 9 90 1 10 0 0
48 10 7 70 2 20 1 10
49 10 8 80 1 10 1 10
30 10 9 90 1 10 0 0
Cidelandia
31 10 8 80 1 10 1 10
52 10 10 100 0 0 0 0
33 10 5 50 2 20 3 30
Sao 54 10 4 40 4 40 2 20
Francisco do
Brejao 55 10 6 60 4 40 0 0
56 10 7 70 2 20 1 10

Na bacia leiteira de Pedreiras, as propriedades do municipio de
Bernardo do Mearim apresentaram o0 maior nimero de animais reagentes,
92,5% (n=37). O percentual de positividade entre as propriedades variou de 50
a 100% (tab. 6)
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TABELA 6. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira de
Pedreiras - MA, 2009

Nao
C e . N° de Reagentes Suspeitos Reagentes
Municipios  Propriedades Animais
n % n % n %
57 10 9 90 1 10 0 0
Bernardo do 58 10 8 80 1 10 1 10
Mearim
59 10 10 100 0 0 0 0
60 10 10 100 0 0 0 0
61 10 5 50 4 40 1 10
, 62 10 8 80 2 20 0 0
Igarapé Grande
63 10 5 50 5 50 0 0
64 10 8 80 1 10 1 10
65 10 9 90 1 10 0 0
) 66 10 6 60 2 20 2 20
Pedreiras
67 10 8 80 1 10 1 10
68 10 9 90 1 10 0 0
69 10 8 80 0 0 2 20
Trizidela do 70 10 8 80 2 20 0 0
Vale
71 10 8 80 1 10 1 10
72 10 7 70 2 20 1 10

Na bacia leiteira de Bacabal, as propriedades do municipio de Bom

Lugar apresentaram o maior numero de animais reagentes, 85% (n=34). O

percentual de positividade entre as propriedades variou de 50 a 100% (tab. 7).
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TABELA 7. Frequéncia de anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) em fémeas bovinas leiteiras em propriedades da bacia leiteira de
Bacabal - MA, 2009

) N° de Reagente Suspeito N&o
Municipios Propriedad 1 o6tra S S Reagentes
¢ S n % n % n %
73 10 4 40 6 60 0 0
74 10 9 90 1 10 0 0
Bacabal
75 10 8 80 1 10 1 10
76 10 8 80 2 20 0 0
77 10 7 70 3 30 0 0
Bom Lugar 78 10 9 90 1 10 0 0
79 10 10 100 O 0 0 0
80 10 8 80 2 20 0 0
81 10 7 70 2 20 1 10
82 10 9 90 1 10 0 0
Lago Verde 83 10 7 70 3 30 0 0
84 10 8 80 1 10 1 10
85 10 8 80 1 10 1 10
Olho D'agua 86 10 7 70 3 30 0 0
das Cunhés 87 10 5 50 4 40 1 10
88 10 7 70 2 20 1 10
89 10 5 50 3 30 2 20
Sao Luiz 90 10 4 40 3 30 3 30
Gonzaga 91 10 6 60 4 40 O 0
92 10 8 80 2 20 0 0

Quanto a faixa etaria foram encontradas frequéncias de 9,57% (n= 112)

para animais menores de 03 anos, 45,76% (n=362) para animais entre 03 a 07

anos e 4,79% para animais maiores de 07 anos de idade (Fig. 6). Esta variavel

esteve associada a soropositividade para a infeccéo pelo BoHV-1 (P<0,05) nos

animais estudados.
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FIGURA 6. Frequéncia de fémeas bovinas reativas ao Herpesvirus Bovino Tipo
1 (BoHV-1) de acordo com a faixa etaria, Maranh&o, 2009.

Quanto aos fatores de risco analisados nas propriedades ndo houve
associacao estatistica significativa das variaveis com o risco de infeccao pelo
BoHV-1, no estudo (tab. 8).

Das 92 propriedades estudadas, levando em conta o tipo de ordenha,
97,82 (n=90) propriedades realizavam ordenha manual e 2,17% (n=2) ordenha
mecanica. Quanto a presenca de ovinos e caprinos, em 22,85% (n=21) foi
relatada a presenca destas espécies, e em 26,08% (n=24) propriedades a
espécie suina. Apenas 8,69% (n=8) propriedades recebiam assisténcia
veterinaria, sendo 100% do tipo particular. Quanto ao manejo reprodutivo,
91,30% (n=84) faziam uso da monta natural (MN), 2,18% (n=2) utilizavam
somente a inseminacao artificial (IA) e em 6,52% (n=6) utilizava-se a IA
associada a monta natural.

Em 95,65% (n=88) das propriedades foi relatada a ocorréncia de sinais
reprodutivos, e destes sinais, o abortamento foi citado em 100% dos casos.

Sinal respiratério foi observado em apenas 1,08% (n=1).
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TABELA 8. Fatores de risco para o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) em
fémeas bovinas na bacia leiteira do Estado do Maranh&o, 2009

Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BoHV-1)

Variaveis Reagentes N&do Reagentes Total OR  IC 95% \éal?::
e
N % N % N %
Manual 641 69,67 103 11,19 744 80,86
Tipo de Ordenha 0.41 0.05;3.17 0.71*
Mecénica 15 1,60 1 0,10 16 1,70
Regido 611 66,41 102 11,08 712 77,49
Aquisicdo de Estado 72 7,82 21 2,28 93 10,10
L -- -- 0,08**
Animais Outros
46 5,00 11
Estados 11,95 57 16,95
Presenca de Sim 147 15,97 29 3,15 176 19,12
. . 0.74 0.46;1.19 0.21*
Ovinos/Caprinos Nao 509 55,32 75 8,15 584 63,47
Presencade Sim 151 16,41 29 3,15 180 19,56
. 0,77 0.48;1.23 0.32*
Suinos Nao 505 54,89 75 8,15 580 63,04
. 1-5L 495 53,80 72 7,82 567 61,63
Producéo de
6-10L 154 16,73 32 3,47 186 20,21 -- -- 0,17*
Leite/Vaca
>10L 7 0,76 0 0,00 7 0,76
Assisténcia Sim 55 5,97 15 1,63 70 7,60
o B 0.54 0.29;1.00 0.06*
Veterinaria N&o 601 65,32 89 9,67 690 74,99
MN 605 65,76 92 10,00 697 75,76
Reproducéo 1A 34 3,96 10 1,08 44 4,77 -- -- 0,18**
MN + A 17 1,84 2 0,21 19 2,05
Sinais Sim 8 0,86 1 0,10 9 0,96 0.15;
) ) 1.27 1.00*
Respiratorios Nao 648 70,43 103 11,19 751 81,62 10.2
Sinais Sim 632 68,69 99 10,76 731 79,45
. *
N&o 24 2,60 5 0,54 29 3,14 1.33 04935 057

Reprodutivos

OR - Odds Ratio; IC — intervalo de confianga; MN — Monta natural; 1A — Inseminacao artificial; (*) Teste de Fischer;
(**) Teste de Qui-quadrado
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Discussao
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5 DISCUSSAO

A frequéncia de bovinos reagentes para o BoHV-1, no estudo, foi de
71,30%. O percentual de animais sororeagentes ao BoHV-1, & semelhante aos
descritos por Ribeiro et al. (1982), que encontraram 74% de amostras positivas
no Estado da Bahia e aos de Pituco et al. (1988), com 72,57% de positividade
para os Estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul.

Frequéncias maiores e menores de anticorpos anti-BoHV-1 ja foram
evidenciadas por outros pesquisadores (MULLER et al., 1981; RAVAZZOLO et
al., 1989; PITUCO et al.,, 1993; ROCHA et al., 2001; VIEIRA et al., 2003;
QUINCOZES, 2007). Essas diferencas nos indices de soropositividade podem
ser explicadas pelo tipo de populacdo bovina utilizada, pelo uso de diferentes
técnicas de amostragem, de diagndstico laboratorial e por diferencas regionais
(LOVATO et al., 1995; PITUCO & DEL FAVA, 1998). Entretanto, os resultados
dos estudos indicam que a infeccdo por este virus ocorra em frequéncias
importantes nos rebanhos bovinos brasileiros.

As frequéncias encontradas por regional mostram que houve uma
variacdo dos resultados encontrados nas diferentes regionais, registrando-se
maior variacdo entre as da Illha de Sao Luis (68,12%) e Pedreiras (78,75%). Os
percentuais de animais reagentes por regional estdo dentro dos previstos por
Ravazzolo et al. (1989), Vidor et al. (1995) e Roehe et al. (1998), que
encontraram valores de 81,75%, 31,90% e 68%, respectivamente.

Nos 23 municipios estudados, 100% apresentaram pelo menos 19
animais reagentes. O percentual de soropositividade variou de 47,5 a 92,5%.
Esses resultados corroboram com os encontrados por Barbosa et al. (2005),
gue utilizando a técnica de soroneutralizacdo, ao analisar amostras de 232
municipios de Goids, detectaram que 100% destes apresentaram amostras
reagentes. A presenca de animais sororeagentes em todos 0S municipios
indica que a infeccao estd amplamente distribuida na regido estudada.

Das 92 propriedades amostradas, 100% apresentaram pelo menos dois
animais reagentes ao BoHV-1, resultados semelhantes aos encontrados em
outros paises (VAN OIRSCHOT, 1998; ODEON, 1998). Em relacdo ao Brasil, 0

percentual encontrado no presente estudo difere dos encontrados por Lovato et
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al. (1995), Barros Filho et al. (1997), Krahl et al. (1997) e Quincozes et al.
(2003), que tiveram propriedades sem animais reagentes; essa variagao pode
estar relacionada a questdes regionais, tipo de exploracao e idade dos animais
utilizados no estudo.

O percentual de positividade para BoHV-1, por propriedade, variou de 20
a 100%. Essa variacdo ocorreu tanto nas propriedades onde houvera aquisicdo
recente de animais, como naquelas que nao receberam novos bovinos ha pelo
menos 01 ano, o que significa que a fonte de infeccdo deve provavelmente
estar dentro das proprias fazendas.

Os resultados referentes a faixa etaria indicam que estatisticamente a
idade foi um fator de risco para a infeccao (P< 0,05) pelo BoHV-1, podendo
este ser explicado biologicamente. Animais na idade adulta sdo mais
comumente afetados pelo virus, pois, refletem a idade em que ocorre maior
estresse em funcdo da movimentacao dos animais, maior grau de exposicao ao
virus, provavelmente pela introdugédo de bovinos soropositivos nos lotes de
producdo, onde o animal portador estd eliminando o virus em suas
secrecbes. Além disso, na idade adulta, os animais estdo no apice das suas
atividades produtivas e reprodutivas, sendo exigidos ao maximo
(GUSTAFSON, 1981; MELO, 1998). Ja, frequéncias elevadas de animais
sororeagentes na faixa etaria inferior a 6 meses deve ser analisada com
cautela, pois esses resultados demonstram transferéncia de imunidade passiva
via colostro (o que é relevante quando se considera questdes de interferéncia
no diagnéstico sorolégico) (MELO, 1998).

Quincozes et al. (2007) detectaram uma maior prevaléncia de
anticorpos anti-BoHV-1 para a faixa etaria de 07 a 12 meses. Entretanto, &
necessario chamar a atencdo para a interpretacdo dos resultados obtidos
nesse estudo, uma vez que, em alguns animais, anticorpos passivos podem
persistir por até 01 ano de idade (CORIA & McCLURKIN, 1978), o que pode ter
levado a uma superestimativa dos reais resultados.

A analise univariada demonstrou que nenhuma das variaveis analisadas
no estudo, apresentou-se como fator de risco para a infeccdo pelo BoHV-1,

corroborando com os resultados do trabalho de Barbosa et al. (2005), realizado
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no Estado de Goiés. Entretanto, véarios fatores de risco séo citados por diversos
pesquisadores, como significativos nas infec¢des por BoHV-1, como auséncia
de assisténcia veterinaria, realizacdo de ordenha mecénica, uso de
inseminacdo artificial, inseminagdo artificial associada a monta natural,
presenca de animais silvestres, etc. (VAN WUIJCKHUISE et al.,1998;
BOELAERT et al., 2000; VAN SCHAIK et al., 2001; VIEIRA et al., 2003; DIAS
et al., 2008).

Em relacdo ao tipo de ordenha, verificou-se que as frequéncias mais
elevadas foram encontradas nas propriedades que realizavam ordenha manual
(69,67%). Apesar deste nao ter sido considerado significante para a infeccéo e
nem ter sido citado na literatura como de risco, pode eventualmente sé-lo, ja
gue a ordenha, manual ou mecanica, propicia a aglomeracdo de animais e
assim uma maior probabilidade de transmisséo do virus.

A variavel aquisicdo de animais ndo esta associada a soropositividade
para o BoHV-1. Observou-se soropositividade de 66,41%, 7,82% e 5%, para
animais adquiridos da propria regido, estado e outros estados,
respectivamente. A maior frequéncia observada nos animais adquiridos da
regido mostra que a fonte de infeccdo deve esta provavelmente circulando nos
rebanhos das préprias propriedades e ndo oriunda de outros estados.

Van Schaik et al. (1998) demonstraram que proprietarios 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 aquisicao é realizada
sem controle sanitario, como fator de introducdo da doenca em propriedades
livres.

A associacao significativa da criacdo simultanea de bovinos, caprinos,
ovinos e suinos como fator de risco para a infeccdo pelo BoHV-1, no estudo,
ndo ocorreu. Entretanto, a circunstancia de que as espécies caprina, ovina e
suina possam atuar como possiveis reservatérios do virus (HAGE et al., 1997,
KAHRS, 1977), leva a necessidade de se considerar esta possibilidade,
guando se estuda as infec¢des por herpesvirus, onde diferentes espécies de

animais sao criadas simultaneamente. Embora a transmissao interespécie nao
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seja considerada importante na disseminacéo do BoHV-1, o contato de bovinos
com algumas espécies animais, mesmo que eles ndo exergcam papel
importante na cadeia epidemioldgica do virus, pode ocorrer, e estas espécies
podem atuar como transmissores mecanicos, quando se deslocam de um local
a outro dentro e entre propriedades (VAN SCHAIK et al., 1998).

A variavel producdo de leite/vaca mostrou maior frequéncia de animais
reagentes nas propriedades com producéo de 1 a 5 litros de leite (53,80%),
apesar de ndo ter havido associacdo significativa da varidvel ao risco de
infecgédo pelo BoHV-1.

Veterinarios, técnicos e tratadores podem ser capazes de transmitir o
BoHV-1 entre os animais atraves de fluidos nasais e genitais impregnados nas
roupas ou mesmo pela lambedura de animais nestas (WENTINK et al., 1993).
O uso de roupas exclusivas, fornecidas pela propriedade, pode minimizar o
problema e ainda fazer com que um fator de risco reverta-se a um fator de
protecdo (VAN SCHAIK et al., 2002). Relacionado a isto, a variavel “assisténcia
veterinaria” foi avaliada na anadlise dos riscos para o BoHV-1, no entanto
novamente nao foi apontada como tal. Verificou-se frequéncia mais elevada
(65,32%) nos animais procedentes das propriedades que nao utilizavam
assisténcia técnica, quando comparadas aquelas que a utilizavam (5,97%). A
falta de assisténcia médica veterinaria pode ter refletido especialmente no
diagnostico e na auséncia de implantacdo de programas de controle da
infeccdo pelo BoHV-1.

A monta natural poderia ser considerada fator de risco, ja que a copula é
considerada uma das vias mais importante de transmissdo do BoHV-1
(LEMAIRE et al., 1994). Foram verificados coeficientes elevados de
positividade para esta variavel (65,76%) nas propriedades. O sémen de touros
pode ser contaminado por secrecdes prepuciais e uretrais durante a colheita e,
ao ser depositado na mucosa uterina ou cervical durante o ato de inseminacao,
poderdo infectar a vaca (HIRSCH & FIGUEIREDO, 2000). A inseminacao
artificial (IA), se utilizada isolada e com cuidados, pode ser considerada um

fator de protecdo. Van Schaik et al. (1998) e Barbosa et al. (2005) observaram
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gue a IA ndo mostrou ser um fator de risco para a infec¢do por este virus,
corroborando com os resultados do presente estudo.

Foram observados coeficientes baixos de positividade para a variavel
sinais respiratérios (0,86%) nas propriedades, porém nestas ha uma
possibilidade de 1,27 vez maior dos animais apresentarem BoHV-1. Em
guadros clinicos que envolvem o sistema respiratorio € importante diferenciar a
infeccdo pelo BoHV-1daquelas ocasionadas por outros patdégenos que estao
agrupados no Complexo Respiratério Bovino, como o virus respiratério sincicial
bovino (BRSV), virus da diarréia viral bovina (BVDV), virus parainfluenza tipo 3
(PI-3) e bactérias do género Pasteurella (OBANDO et al., 1999).

Acerca do histérico de sinais reprodutivos nas propriedades estudadas,
verificou-se que a frequéncia de animais reagentes foi mais elevada entre os
animais daquelas propriedades que apresentavam histérico de alteracdes
reprodutivas (68,69%) e menores naquelas em que tal situacdo ndo ocorria
(2,60%). Propriedades com sinais reprodutivos tiveram 1,33 vez mais chances
de apresentar BoHV-1 que aquelas que nao apresentaram. O abortamento é a
manifestacdo clinica de diversas enfermidades, inclusive da infeccdo pelo
BoHV-1 (WEIBLEN, 1992), o que demonstra que na regido estudada esse virus
pode ser o agente etiolégico e deve ser incluido no diagnéstico diferencial de
problemas reprodutivos.

E importante ressaltar que a pesquisa sorolégica demonstrou a
frequéncia atual da infeccéo pelo BoHV-1 no rebanho bovino de aptidéo leiteira
no Estado do Maranhdo. A soropositividade para o BoHV-1 representa a
presenca de animal portador e potenciais disseminadores do virus no rebanho.
Portanto, no geral, o estudo realizado mostrou que a infeccédo pelo herpesvirus
consiste em mais um problema sanitario com o qual os produtores tém de
conviver.

Os dados de frequéncia aqui obtidos sdo preocupantes, jA que as
propriedades estudadas ndo adotam a vacinacdo no manejo sanitario e,
portanto, os anticorpos encontrados, ndo sao de origem vacinal. Os resultados
obtidos demonstraram pela avaliacdo sorologica que a infeccdo podera nao

garantir a eles o “status” imunolégico de protecdo e que a imunidade do
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rebanho obtida pela infeccdo poderia ser reforgada pela vacinacao.
Considerando que o “status” imunologico dos rebanhos pode ser muito
heterogéneo em termos de presenca de anticorpos € muito importante pensar
no tipo de vacina que podera ser utilizada.

Considerando que esses rebanhos s&o sorologicamente positivos,
vacinas com antigenos expostos seriam prejudicadas pela presenca de
anticorpos, portanto, as vacinas oleosas seriam as mais adequadas, ja que 0s
anticorpos pré-existentes ndo iriam interferir com a resposta imunolégica.

Os resultados encontrados em relagéo a fatores de risco no presente
estudo geram duvidas quanto ao seu real significado. Algumas das variaveis
analisadas, que deveriam portar-se como fatores de risco, ndo foram
mostradas como tal. Talvez isto se explique porque parte da realidade das
propriedades ndo condizia com a relatada nos questionarios, inclusive pela
incoeréncia de alguns numeros apresentados como resposta. Ou mesmo
porque a infeccdo latente e, em frequéncia elevada no rebanho leiteiro do
Estado do Maranhdo, possa ter impossibilitado, assim a discriminacdo de
gualquer condi¢cdo como fator de risco, visto que este risco ja estava iminente.

Em consequéncia da laténcia e de altas frequéncias do BoHV-1, torna-
se importante alertar sobre os mecanismos para o controle desta doenca. Para
a reducdo gradativa dos indices de soropositividade e prevencdo de novas
infeccdes é necessaria a combinacdo de medidas de controle, como, remocéao
gradual de animais infectados, utilizacdo de vacinas marcadas (DIVAS) que
permitam a diferenciacdo entre animal infectado e vacinado, realizacdo de
guarentena ao ingresso de bovinos na propriedade, exames soroldgicos anuais
buscando impedir a reintroducdo dessa doenca no rebanho, além de
melhoramento nas praticas de manejo do rebanho, como utilizacdo de sémen
com certificado livre de BoHV-1 e reposicdo de animais livres da doenca
(METTENLEITER, 1996; PITUCO et al.,1997; VAN WUIJCKHUISE et al.,
1998).

A partir deste estudo, surge a necessidade da realizacdo de outros, que
venham a elucidar esta enfermidade, com a realizacdo de levantamentos

sorologicos em rebanhos de corte, associados ao isolamento do virus, bem
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como o entendimento da reativacdo da infeccéo latente nos rebanhos do
Estado do Maranhdo.
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Conclusoes




6 CONCLUSOES

Neste trabalho registrou-se a primeira ocorréncia de anticorpos anti-BoHV-1 no
Estado do Maranhéo, e pode-se concluir que:

1. Os dados de frequéncia da infeccdo pelo Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1) no Estado do Maranh&o foram elevados;

2. A idade foi considerada fator de risco associada a soropositividade para o
BoHV-1,

3. Apesar de ndo haver significancia estatistica para as variaveis associadas
ao BoHV-1, sinais respiratorios e reprodutivos tém maior probabilidade de
estarem associados a doenca.

4. Pela distribuicdo de animais reagentes para o BoHV-1 nas propriedades
estudadas, pode-se afirmar que o virus encontra-se difundido no rebanho
bovino de aptidao leiteira no Estado do Maranhé&o;

5. Baseando-se nestes dados de frequéncia no rebanho bovino leiteiro do
Maranhdo, recomenda-se que sejam tomadas medidas de prevencédo e
controle, como remocado gradual de animais infectados, realizacdo de
guarentena ao ingresso de novos animais nas propriedades, realizacao de

exames sorologicos e vacinacgoes.
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Apéndices




APENDICE A — FICHA CADASTRAL DA PROPRIEDADE.

FreqUéncia de Anticorpos contra o Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BoHV-1) em Bovinos

Leiteiros ndao Vacinados no Estado do Maranhao.

Ficha N°
Ficha Cadastral da Propriedade

Dados Gerais

1. Nome da Propriedade:

2. Bacia Leiteira: Municipio:

3. Endereco:

4. Nome do Proprietario:

5. Raca dos Animais: Pelagem

6. Sistema de Criacao:

7.
ANIMAIS
Faixa > 03 anos 03<I<07 > 07 anos TOTAL
Etaria anos
Sexo M F M F M M
Quantidade
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APENDICE B — QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO.

Ficha N°

INFORMACOES EPIDEMIOLOGICAS:
1. Adquire animais com frequiéncia? () Sim ( ) Néao
2. Aquisicdo de animais: () Regido ( ) Estado ( ) Outros Estados

3. Realiza quarentena? () Sim () Néao
4. Assisténcia veterinaria: () Sim ( ) Néo
5.0rdenha: N° de ordenhas / Dia:

() Manual ( )Mecénica

6. Producéo/dia/leite:

7. Reproducéo:
( )MN ( )MN+IA ( )IA
8. Destino dos Animais:

Destino dos Animais: () Abate ( ) Venda

9. Propriedades Vizinhas : Sim ( ) Nao( )

Distancia Aproximada:

Contato entre os animais das prop. vizinhas: () Sim () N&o
Contato de Fomites das prop. vizinhas: ( )Sim () N&o
10. Criacao de suinos: Sim ( ) Nao ( ).

11. Criacao de caprinos/ovinos: Sim ( ) Nao ( ).

12. Vacinacéo: Sim( ) Nao( )
Aftosa () Raiva ( ) Clostridioses ( ) Brucelose (
Leptospirose ( ) BVD ()

13. Ocorréncia de doengas: Sim ( ) Nao ( )

14. Diagnosticadas :  Sim ( ) Nao ( )

15 Sinais Clinicos
15.1 Digestivos: Sim ( ) Nao( )

Quais:

)

15.2 Reprodutivos:  Sim  ( ) Nao ( )
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Quais:

Eficiéncia Reprodutiva: Retorno ao cio ( )
Aumento do intervalo entre cios ()
Esterelidade ( )

15.3 Respiratérios: Sim ( ) Nao ( )
Quais:

15.4 Neuroldgicos: Sim ( ) Nao ( )
Quais:

16. Sacrificio de Animais:  Sim ( ) Nao ( ).

Observacoes:
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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