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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa realizar um estudo de soroprevaléncia das
infeccdes por Alphaherpesvirus Bovino 1 (BoAHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV), Virus de Schmallenberg (SBV) e Leptospira spp. em bovinos criados no
Estado de Alagoas, Brasil. Foram analisadas 460 amostras da soroteca de Agéncia
de Defesa Agropecuaria de Alagoas (ADEAL), procedentes de bovinos néo
vacinados de 100 propriedades distribuidas em 99 municipios alagoanos e nas trés
mesorregides: Agreste, Leste e Sertdo. O diagnostico sorolégico foi realizado com
kits comerciais de Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) indireto para pesquisa de
anticorpos anti-BoAHV-1, BVDV e ELISA indireto e competitivo para pesquisa de
anticorpos anti-SBV e por meio do teste de Soroaglutinacdo Microscopica (SAM)
para pesquisa de anticorpos anti-Leptospira spp. Observou-se uma soroprevaléncia
de 75% (345/460) para BoAHV-1, 53,3% (245/460) para BVDV, 36,5% (168/460)
para Leptospira spp. Observou-se que 0,87% (4/460) das amostras apresentaram-se
como suspeitas no ELISA indireto para SBV. Destas, apenas 0,02% (1/460)
continuou como suspeita ap0s a realizacdo do ELISA competitivo. Nenhuma
amostra foi positiva, o que sugere a nao circulagéo viral nos rebanhos analisados. A
variacdo da prevaléncia por propriedade em cada mesorregido foi de 85,1% (21/24)
a 93,8% (46/49) para BoAHV-1; 70,3% (19/27) a 83,3% (20/24) para BVDV e 65,3%
(32/49) a 83,3% (20/24) para Leptospira spp. Observou-se maior soropositividade
para BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp., 61,0% (212/345) e 61,0% (148/245), 52,3%
(88/188) respectivamente, nos animais procedentes da mesorregido Leste, com
associacao significativa para BoAHV-1 e BVDV (p<0,005). A coinfeccédo de BoAHV-1
e BVDV esteve presente em 45% (206/460) das amostras analisadas, de BoAHV-1 e
Leptospira spp. em 26,52% (122/460), BVDV e Leptospira spp. 20,22% (93/460), e
BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp. 16,96% (78/460). Os sorovares de Leptospira
spp. mais prevalentes foram Tarassovi (19,56%; 90/460), Wolffi (15,87%; 73/460),
Prajtino (15,22%; 70/460) e Bovis (13,26%; 61/460). Sugere-se a atuacao integrada
dos orgdos de defesa oficial com a implementagdo de um programa sanitario
especifico para as infec¢cdes por BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp., visando o
monitoramento, a eliminacdo gradual dos animais positivos, implementacdo de um

programa de vacinacdo e aplicacdo de medidas de biosseguranca, para minimizar



0s impactos econémicos e sanitarios nos rebanhos do estado de Alagoas. O
fortalecimento de estratégias regionais de vigilancia e controle para patdgenos
emergentes sdo necessarios. A realizacdo constante de estudos epidemiologicos em
ruminantes e de detec¢do do SBV em ruminantes e em vetores é importante para
confirmar a circulacdo do agente e detecta-lo precocemente em caso de introducao

no pais, minimizando os impactos econdmicos e sanitarios.

Palavras-chave: aborto; emergente; laténcia; sorologia; vetor



ABSTRACT

The objective of this research was to conduct a study of the seroprevalence of
coexistence by Bovine Alphaherpesvirus 1 (BoAHV-1), Bovine Viral Diarrhea Virus
(BVDV), Schmallenberg Virus (SBV) and Leptospira spp. in cattle raised in the State
of Alagoas, Brazil. A total of 460 samples from the Agricultural Defense Agency of
Alagoas (ADEAL) were observed, procedures of unvaccinated cattle from 100
properties distributed in 99 municipalities in Alagoas and in the three mesoregions:
Agreste, Leste and Sertdo. The serological diagnosis was performed with
commercial indirect Immunoenzymatic Assay (ELISA) kits for researching anti-
BoAHV-1, BVDV media and indirect and competitive ELISA for researching anti-SBV
media and by means of the Microscopic Agglutination Test (SAM) for anti-Leptospira
spp suffering research. There was a seroprevalence of 75% (345/460) for BOAHV-1,
53.3% (245/460) for BVDV, 36.5% (168/460) for Leptospira spp. It was observed that
0.87% (4/460) of the samples were suspicious in the indirect ELISA for BLS. Of
these, only 0.02% (1/460) remain suspected after completion of the competitive
ELISA. No sample was positive, which suggests that there was no viral circulation in
the analyzed herds. The variation in prevalence by property in each mesoregion
ranged from 85.1% (21/24) to 93.8% (46/49) for BoOAHV-1; 70.3% (19/27) to 83.3%
(20/24) for BVDV and 65.3% (32/49) to 83.3% (20/24) for Leptospira spp. There was
a higher seropositivity for BoAHV-1, BVDV and Leptospira spp., 61.0% (212/345)
and 61.0% (148/245), 52.3% (88/188) respectively, in animals from from the East
mesoregion, with a significant association for BoAHV-1 and BVDV (p<0.005). Co-
infection of BoOAHV-1 and BVDV was present in 45% (206/460) of samples of
samples, BoAHV-1 and Leptospira spp. in 26.52% (122/460), BVDV and Leptospira
spp. 20.22% (93/460), and BoAHV-1, BVDV and Leptospira spp. 16.96% (78/460).
The serovars of Leptospira spp. most prevalent were Tarassovi (19.56%; 90/460),
Wolffi (15.87%; 73/460), Prajtino (15.22%; 70/460) and Bovis (13.26%; 61/460) .
Suggest the integrated action of the official defense agencies with the
implementation of a specific health program for infections by BoAHV-1, BVDV and
Leptospira spp., aiming at monitoring, the gradual elimination of positive animals,
implementation of a vaccination program and application of biosecurity measures, to

minimize psychological and health impacts on herds in the state of Alagoas.



Strengthening regional surveillance and control strategies for emerging pathogens is
needed. The constant performance of epidemiological studies in ruminants and
detection of SBV in ruminants and vectors is important to confirm the circulation of
the agent and detect it early in case of introduction in the country, minimizing health

and sanitary impacts.

Key-words: abortion; emergente; latency; sorology; diarrhea; vector
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14

1. INTRODUCAO

A rinotraqueite infecciosa bovina, a diarreia viral bovina e a leptospirose sao
doencas que fazem parte da lista de doencas de notificagdo obrigatéria da
Organizagcdo Mundial de Saude Animal — WOAH, diferente da infec¢édo pelo virus de
Schmallenberg (WOAH, 2022), que ndo consta na lista da WOAH, assim como na
lista de doencas que requerem notificacdo mensal de qualquer caso confirmado do
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento - MAPA (BRASIL, 2013; WOAH,
2022).

Alphaherpesvirus Bovino tipo 1 (BoAHV-1), virus da diarreia viral bovina
(BVDV) e Leptospira spp. estdo dentre os principais agentes causadores de
distarbios reprodutivos em bovinos em todo o mundo (LANCHEROS-BUITRAGO et
al., 2022).

BoAHV-1 pertence a subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus
(ICTV, 2019a). Estudos utilizando enzimas de restricdo e sequenciamento genémico
possibilitaram a divisdo do BoAHV-1 em trés subtipos, BoAHV-1.1, BoAHV-1.2a e
BoAHV-1.2b (COSTA et al.,, 2017). Diversos estudos sorolégicos e de isolamento
deste virus ja foram realizados no Brasil (HOLZ et al., 2009; LIMA et al., 2011;
BEZERRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015b; SILVA et al., 2015).

A infeccdo por BoAHV-1 pode prejudicar a viabilidade econdmica de uma
producdo (BEZERRA et al., 2012, SOUZA et al., 2018), pois pode resultar nos
bovinos uma variabilidade de sinais clinicos associados a enfermidade respiratéria
(Rinotraqueite Infecciosa Bovina - IBR), além de conjuntivite, vulvovaginite pustular
infecciosa (IPV), balanopostite pustular infecciosa (IPB), absorcdo embrionéria,
abortamento, infertilidade temporaria, nascimento de animais fracos e infecgéo
multissistémica fatal dos neonatos (DUARTE; SANTANA, 2018). Destaca-se que a
eficiéncia reprodutiva é o fator que mais impacta a produtividade e a lucratividade de
um rebanho (MELO, 2014).

Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) € um Pestivirus da familia Flaviviridae
(BECHER; THIEL, 2011). Sabe-se que a infeccdo por BVDV tem um impacto
financeiro significativo, devido a diversidade de sinais clinicos, tais como: lesdes

orais, ulceracbes e erosbes no aparelho digestivo, abortos, malformacbes
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congénitas e mortalidade neonatal, cios repetidos, infertilidade ou diminuicdo da
producao de leite (NORONHA; CAMPOS; SARDI, 2003).

Em paises livres da febre aftosa, BVDV é considerado o agente viral que mais
causa impacto na cadeia produtiva da bovinocultura (FINO et al., 2012). Assim, 0s
programas de controle e erradicacdo estdo se tornando cada vez mais comuns em
grande parte do mundo produtor de bovino (LANYON et al.,, 2014), visto que 0s
custos das atividades nacionais de controle e erradicagédo do BVDV séo inferiores
aos prejuizos causados pela sua presenca no rebanho (PINIOR et al., 2017).

No Brasil, diversos relatos sorolégicos tém demonstrado a ocorréncia da
infeccdo em bovinos desde o final dos anos 60 (FLORES, 2005; CHAVES et al.,
2012).

O Virus Schmallenberg (SBV) € um virus emergente pertencente ao género
Orthobunyavirus e a familia Peribunyaviridae (ICTV, 2019b), que é transmitido na
fazenda por artrépodes principalmente por espécies de mosquitos do género
Culicoides (JIMENEZ-RUIZ et al., 2019).

No Brasil ndo ha relato do SBV e nado existem estimativas de estudos sobre
custos no pais caso fosse introduzido, mas a perda média calculada ap6s a infec¢cao
pelo SBV na fazenda € estimada em €1.338, entretanto em exploracfes agricolas
individuais essas perdas podem ser mais elevadas, maior que €8.333 (WUTHRICH
et al., 2016).

Apesar das infeccdes por Alfaherpesvirus Bovino, Virus da Diarreia Viral
Bovina e por Leptospira spp. estarem disseminadas nos rebanhos bovinos
brasileiros e necessitarem de medidas de controle mais especificas para minimizar
0S prejuizos econbmicos e sanitarios, ndo existe no pais um programa oficial de
prevencdo controle direcionado para estes patdgenos. Considerando ainda que
nenhum caso da infec¢éo pelo virus Schmallenberg foi relatado no Brasil, destaca-se
a importancia de estudos que visem 0 monitoramento soroepidemiolégico e a

vigilancia dessa enfermidade para deteccdo precoce em caso de introducéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ALPHAHERPESVIRUS BOVINO 1 (BoAHV-1)

2.1.1. Importancia

A primeira descricdo da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) foi na Alemanha
durante o século XIX e no Brasil foi registrada inicialmente no estado da Bahia em
1962, sendo BoAHV-1 isolado pela primeira vez em 1978, a partir de pustulas
vaginais de vacas (COSTA et al., 2017).

O impacto econémico da infec¢do por BoOAHV-1 tem sido associado a doenca
respiratoria  (rinotraqueite  infecciosa  bovina, IBR), do trato genital
(vulvovaginite/balanopostite pustular infecciosa, IPV/IBP) e esta relacionado com o
comprometimento no crescimento de animais, na producdo leiteira, morte
embrionéria e fetal, reduzida eficiéncia reprodutiva de fémeas e touros, e as
restricbes ao comércio internacional de animais vivos e seus produtos como sémen,
embrides e produtos de biotecnologia (OKUDA et al., 2006; SILVA et al., 2007).

Estudos econdmicos sobre os custos diretos da IBR para a industria agricola
do Reino Unido foram estimados em até £4 milhdes/ano com diminuicdo de
producado de leite de 2,6 kg/dia e de renda de £200/vaca soropositiva (STATHAM,;
RANDALL; ARCHER, 2015). O custo médio da infeccdo por BoAHV-1 foi estimado
em US$379 por vaca infectada, considerando a probabilidade de aborto (CAN;
ATASEVEN; YALCIN, 2016). Foram estimados 258.779 abortos decorrentes da
infeccdo por BoOAHV-1 e um impacto econdmico na pecuéria de US$ 48.402.244,00
(SILVA et al.,, 2019). Uma reducédo de 250 litros na producédo de leite por vaca
multipara por ano foi identificada em rebanhos positivos para BoAHV-1 (SAYERS,
2017).

BoAHV-1 é um dos principais responsaveis pelo complexo da doenca
respiratoria dos bovinos, conhecida como febre do transporte, especialmente em
bovinos estressados, em conjunto com o virus da diarreia viral bovina (BVDV),
parainfluenza 3 e virus sincicial respiratorio bovino, um dos principais responsaveis
de morbidade e mortalidade, especialmente em sistemas de confinamento e pode

predispor os bovinos infectados a pneumonia secundaria (SAYERS, 2017), causada
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por Mannheimia haemolytica ou Pasteurella multocida (MACLACHLAN; DUBOVI,
2017).

Dentre o0s patdgenos infecciosos primarios na epidemia do complexo
respiratorio na China estdo BoAHV-1 e BVDV, com a taxa de positividade do
BoAHV-1 nos pulm&es sendo a mais alta, em 34,38% (ZHOU et al., 2023).

As perdas podem ser continuas em rebanhos leiteiros, devido as reduc¢des no
desempenho relacionadas a producéo de leite e menores efeitos sobre a fertilidade
e mortalidade do rebanho (SAYER, 2017).

2.1.2. Agente etioldgico

Bovine Alphaherpesvirus 1 e Bovine Aphaherpesvirus 5 (BoAHV-1 e BoAHV-
5, respectivamente) sdo virus geneticamente e antigenicamente relacionados e
pertencentes ao género Varicellovirus, Subfamilia  Alphaherpesvirinae,
Herpesviridae, Ordem Herpesvirales, Classe Herviviricetes, Filo Peploviricota, Reino
Heunggongvirae, Dominio Duplodnaviria (FERREIRA et al., 2018; ICTV, 2019a).

BoAHV-1 é um virus que possui envelope e como genoma uma molécula de
DNA de fita dupla linear, os virions medem entre 120 e 140nm (FLORES, 2013). O
genoma do BoAHV-1 codifica 33 proteinas estruturais, com 13 provavelmente
associadas ao envelope, das quais dez possuem potencial para codificar
glicoproteinas (DAGALP et al., 2020).

BoAHV-1 é instavel no meio ambiente, inativado em até 10 dias a 37°C,
instaveis em pH acido e estavel a 4°C por meses, mas apresenta inativacdo aos
desinfetantes de fendlicos 1%, hipoclorito de sdodio 2%, hidréxido de sédio 0,5%,
amonia quaternaria 1%, compostos iodados 10% e solucdo de formalina 5%
(PITUCO, 2009).

Estudos realizados com enzimas de restrigdo e sequenciamento genémico
possibilitaram a divisdo do BoAHV-1 em trés subtipos: BoAHV-1.1; BoAHV-1.2a e
BoAHV-1.2b (COSTA et al, 2017). Os subtipos diferem nos epitopos da
glicoproteina C (gC), que podem alterar a fixagéo viral e a viruléncia (DAGALP et al.,
2020). O subtipo BoAHV-1.1 € mais virulento que BoAHV-1.2 (VIU et al., 2014).
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BoAHV-1 tipico, atualmente classificado como o subtipo BoAHV1.1, esti
associado as doencas respiratérias e genitais e abortos, o subtipo 1.2a as doencas
respiratorias e abortos, enquanto BoAHV1.2b as doencas genitais, especificamente
vulvovaginite pustulosa infecciosa em novilhas/vacas e balanopostite infecciosa em
touros (SPILKI; FRANCO; ROEHE, 2012; FULTON et al., 2015). No entanto, Fulton
et al. (2015) isolaram dois subtipos de BoAHV-1 de infeccbes genitais e respiratorias
de ocorréncia natural em bovinos demonstrando que o tropismo de BoAHV-1.1 e
BoAHV-1.2b para as vias respiratorias e o sistema genital ndo é absoluto. O subtipo
2b é considerado de patogenicidade reduzida (BATISTA et al., 2010). BoAHV1.1 e
BoAHV1.2a séao altamente prevalentes no Brasil (SPILKI; FRANCO; ROEHE, 2012).

Todos os subtipos sdo antigenicamente semelhantes, mas BoAHV-1.1 e 1.2
podem ser diferenciados por andlise antigénica ou molecular da glicoproteina C
(DAGALP et al., 2020). Os subtipos ndo induzem uma resposta de anticorpos
neutralizantes discriminativos que poderia ser usada como um tipo ou marcador
especifico de subtipo, além disso, o animal pode estar infectado com mais de um
subtipo de virus (HOLZ et al., 2010).

2.1.3. Epidemiologia

BoAHV-1 estd distribuido mundialmente com excecdo dos paises livres
(DIAS et al., 2008; WOAH, 2018a). Ao longo dos anos varios paises ou regides
europeias o erradicaram, como por exemplo: Austria (1999); Republica Checa
(2020); Dinamarca (1991); Finlandia (1994); Alemanha (2017); duas
provincias/regides autbnomas em Italia (BOLZANO 2000; VALLE D'AOSTA, 2015);
Channel Island Jersey do Reino Unido (2012); Noruega (1994); Suécia (1998) e
Suica (1993). Os estados membros da Unido Europeia (UE) sdo considerados
oficialmente livres de BoAHV-1 sob a legislacdo da UE (diretiva 1964/432/EEC)
(WALDECK et al., 2021).

Diversos estudos sorologicos e de isolamento foram realizados no Brasil,

demonstrando niveis de prevaléncia variaveis, conforme observado na Tabela 1.
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Tabela 1. Soroprevaléncia para a infeccdo por BoAHV-1 considerando estudos realizados na Gltima

década em estados brasileiros, distribuidos por ordem crescente de prevaléncia.

Prevaléncia Estado Teste Autores

50,0% MG SN Zanatto et al. (2019)
50,0% MS SN Zanatto et al. (2019)
52,8% PE SN Silva et al. (2019)
59,0% PR ELISA Dias et al. (2013)
60,0% GO SN Zanatto et al. (2019)
68,7% SP SN Zanatto et al. (2019)
69,25% MA ELISA Bezerra et al. (2012)
79,5% PE SN Silva et al. (2015)
87,4% PB SN Fernandes et al. (2019)

Convencdes: RS=Rio Grande do Sul; MG=Minas Gerais; MS=Mato Grosso do Sul; PE= Pernambuco;
PR=Parana; GO=Goias; ES=Espirito Santo; SP=Sdo Paulo; MA=Maranhdo; PE=Pernambuco; PB
=Paraiba; AM=Amazonas; RO=Rondbnia, PA=Para SN=soroneutralizacdo; ELISA=ensaio

imunoenzimatico

No estado de Alagoas ha um estudo da infeccdo por BoAHV-1 com 37%
(17/46) de positividade, no ano de 2011, procedente de vacas com histdrico de
aborto (LIMA et al., 2011).

A morbidade em populacbes suscetiveis se aproxima de 100%
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2017). Naturalmente, ocorre a infeccdo em bovinos e a
transmissao entre espécies ndo € considerada importante (DIAS et al., 2008).

A infeccdo priméria muitas vezes coincide com o transporte e a introdugéo
em um confinamento de animais jovens, oriundos de rebanhos suscetiveis e de
diversas origens. A adaptacdo as condicGes de confinamento e mudancas na dieta
alimentar contribuem para um ambiente estressante que pode potencializar o
surgimento dos sinais clinicos (MACLACHLAN; DUBOVI, 2017).

A via de transmisséo horizontal direta é a mais importante, mas pode ocorrer
a via vertical (transplacentaria) e a transmissdo indireta, principalmente por
aerossois ou fomites (DEL FAVA; PITUCO; D' ANGELINO, 2002).

O virus pode ser eliminado pelas secrecdes respiratorias, oculares e genitais
(muco prepucial, muco vaginal) e sémen de animais infectados (DEL FAVA,
PITUCO; D' ANGELINO, 2002). No sémen bovino pode permanecer por cerca de
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quatro semanas e infectar fémeas por meio da monta natural ou inseminagao
artificial (SOUZA et al., 2018).

Foi detectado BoAHV-1 no Utero em 100% (41/41) das vacas soropositivas
sugerindo que este 6rgdo atua como uma fonte de infeccao fetal a ser implicado no
aborto (QUEIROZ-CASTRO, et al., 2019).

Apos a penetracdo do BoAHV-1, os animais soronegativos eliminam o virus
em secrec¢des nasais e conjuntivais, por um periodo que pode durar até 11 dias apés
a infeccdo (GUNGOR; OZKUL, 2007).

Destacam-se como fatores de risco para introdu¢cdo do BoAHV-1 em um
rebanho, o tamanho do rebanho, compra de bovinos, idade e densidade animal,
distancia dos rebanhos bovinos vizinhos e visitas de profissionais (WALDEK et al.,
2021).

Nas infec¢des por BoAHV-1 foram identificados como importantes fatores de
risco: o compartilhamento de pastagens, ndo utilizacdo de inseminacao artificial
proveniente de centrais com melhor manejo sanitario, nao realizacdo de
transferéncia de embribes, obtencdo de animais destinados a reproducédo, reposi¢cao
de animais de regides infectadas, fetos abortados deixados no pasto (SILVA et al.
2019).

A enfermidade ocorre com maior frequéncia em animais com mais de seis
meses, observando-se em vacas acima de quatro anos um risco 2,36 vezes maior
de se infectar (VIU et al., 2014).

2.1.4 Patogenia e sinais clinicos

A infecc@o por este virus ocorre por meio das mucosas que sao revestidas
por células epiteliais, onde ocorre o inicio do processo de replicagdo viral. A
imunidade local das superficies mucosas, que conta com a cooperacdo de
mecanismos inatos e especificos para a efetiva protecdo, € 0 mecanismo mais
eficiente para evitar a entrada do agente no organismo (BOTTON et al., 2022).

BoAHV-1 codifica diferentes proteinas: bICPO, bICP27, gG, UL49.5 e VPS8,
que interferem nas principais respostas imunes inatas antivirais na auséncia de
outros genes virais (JONES, 2019).
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Quando um animal é exposto ao BoAHV-1, a infeccéo primaria pode ocorrer e
o virus é excretado em fluido nasal durante um periodo de 10-17 dias com um pico
em quatro a seis dias pés-infeccdo (BROCK et al., 2020). Durante o curso de uma
infeccdo primaria, os animais eliminam altos niveis de virus (até 3.800.000
TCID50/mL de descarga nasal) e sdo considerados os principais disseminadores do
virus durante um surto (BROCK et al., 2020).

A infeccdo aguda leva a altos niveis de producdo e secrecdo de virus nas
cavidades ocular, oral, nasal ou genital (JONES, 2019) e apos, aproximadamente de
sete a dez dias, ocorre uma transicao para a laténcia. Neste periodo, a expressao do
gene viral cessa, 0 genoma viral esta presente como um epissoma em associacao
com histonas celulares, e 0 gene relacionado a laténcia (LR) é abundantemente
expresso (MARIN et al., 2020). Na laténcia, os animais sdo portadores do virus, mas
ndo eliminam material infeccioso, assim como ndo apresentam sinais clinicos
(BROCK et al., 2020).

A laténcia pode ocorrer ap0s uma infeccao primaria com um isolado de campo
ou vacinagcdo com uma cepa atenuada (ISCARO et al., 2021). Foi demonstrado que
BoAHV-1 pode estabelecer laténcia em leucdcitos sanguineos periféricos, no bago,
nas amigdalas e em linfonodos inguinais e sacrais (MARIN et al., 2020).

BoAHV-1 se replica inicialmente na mucosa nasal e ocular levando aos sinais
caracteristicos da doencga e, por meio de transporte intra-axonal, o virus atinge
corpos neuronais dos ganglios trigémeos (TG), onde pode se replicar em algumas
células. Apos a infeccao primaria, o virus infeccioso ndo € mais recuperado, mas o
DNA viral pode ser detectado em neurdnios TG por hibridizacdo in situ (SILVESTRO;
BRATANISH, 2016).

O gene relacionado a laténcia (LR) € o Unico gene viral abundantemente
expresso em neurdnios infectados latentemente, é essencial para a reativacao viral e
parece ter uma funcdo anti-apoptética que pode ser observada in vivo e in vitro
(SILVESTRO; BRATANISH, 2016).

Diversos estimulos imunossupressores, como tratamento com corticosteroéide,
privacdo de comida e agua durante o transporte, desmame e mudancas climaticas,
facilitam a ligacdo de corticosterbides a receptores de glicocorticOides e

mineralocorticoides, 0 que reativa 0 BoAHV-1 latente e ativa ainda mais a expressao
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de diferentes genes virais, como bICP 40 e alguns genes tardios durante a infeccéo
produtiva (PETRINI et al., 2022).

Quando o DNA viral latente é reativado, particulas virais infecciosas séo
transportadas intra-axonalmente para os tecidos periféricos e apoptose de células
inflamatorias em TG de bezerros latentemente infectados com BoAHV-1 também é
observada, e isso se correlaciona com a reativacdo da laténcia (SILVESTRO;
BRATANISH; 2016).

O periodo de incubacéo pode variar de dois a quatro dias e podem surgir um
corrimento nasal seroso, salivacdo, febre, inapeténcia e depressdo, no entanto,
muitos casos podem ser subclinicos apoés a infecgdo (WOAH, 2018a).

A mucosa nasal apresenta-se hiperémica e as lesdes na cavidade nasal
progridem de necrose focal com inflamacé&o purulenta associada a grandes areas de
mucosa hemorragica e ulcerada coberta por uma membrana diftérica de cor creme.
A respiracdo pode ser fétida. Dispneia, respiracdo oral, salivacdo e tosse bronquica
profunda sdo comuns. Os casos ndao complicados podem durar cinco a 10 dias
(MACLACHLAN; DUBOVI, 2017).

Os animais examinados clinicamente durante a fase de laténcia, néo
apresentam indicios de infec¢cdo, porém € possivel detectar anticorpos produzidos
contra os herpesvirus na fase aguda, o que indica a condi¢do de portador do virus
em estado latente (DUARTE; SANTANA, 2018).

Conjuntivite unilateral ou bilateral, muitas vezes com lacrimacao profusa, € um
sinal clinico comum em bovinos com Rinotraqueite Infecciosa Bovina, mas pode
ocorrer em um rebanho como um sinal clinico quase exclusivo (FULTON et al., 2015;
MACLACHLAN; DUBOVI, 2017).

Gastroenterite pode ocorrer em bovinos adultos e € um achado proeminente
na doenca generalizada e grave de bezerros neonatais. Vulvovaginite pustulosa
infecciosa pode ocorrer em vacas leiteiras. Vacas afetadas desenvolvem febre,
depresséo, anorexia e isolamento, muitas vezes com a cauda mantida longe do
contato com a vulva e miccdo frequente. Os labios vulvares apresentam-se
edemaciados com ligeira secrecdo vulvar e a mucosa vestibular avermelhada,
contendo muitas pustulas pequenas. Pustulas adjacentes geralmente coalescem,

rompem e ocorre a formagcdo de Ulceras coberta com uma pseudomembrana
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fibrinosa O estagio agudo da doenca dura quatro a cinco dias e lesbes nédo
complicadas geralmente curam em 10 a 14 dias (MACLACHLAN; DUBOVI, 2017).

Estima-se que até 25% das vacas gestantes infectadas podem abortar (VIU et
al., 2014). O aborto pode ocorrer de quatro a sete meses de gestacdo, e 0 virus
também pode causar mastite (FULTON et al.,, 2015; MACLACHLAN; DUBOVI,
2017).

BoAHV-1 esta entre os patdégenos virais apontados como responsaveis por
casos de mastite e em infeccBes naturais tem altas prevaléncias nos tecidos
mamarios bovinos (COMAKLI; OZDEMIR, 2019).

As lesdes de balanopostite infecciosa podem indicar touros infectados com
BoAHV-1 e o curso clinico da doenca sdo semelhantes aos seus equivalentes em
vacas infectadas (HENZEL et al., 2019). Mesmo em touros recuperados, 0 sémen
pode estar contaminado como resultado de eliminacdo periédica. Assim, a monta
natural ou inseminacdo por touros infectados podera acarretar em vulvovaginite
pustulosa infecciosa nas vacas. Doencas genitais e respiratorias raramente Sao
diagnosticadas simultaneamente no mesmo rebanho (MACLACHLAN; DUBOVI,
2017).

BoAHV-1 esta também associado com quadros de encefalite clinica em
bovinos (MUYLKENS et al., 2007) e foi isolado no Rio Grande do Sul em 2,9% (2/70)
do total de encéfalos examinados (BATISTA et al., 2010).

2.1.5 Diagnéstico

O diagnostico de infec¢do por BOAHV-1 é realizado com base no histérico da
propriedade e dos animais, sinais clinicos e lesdes observadas ao exame clinico
(DUARTE; SANTANA, 2018).

O diagndstico direto é realizado pelo isolamento do virus em cultivo, mas por
ser trabalhosa e néo ser sensivel para detectar um pequeno numero de particulas
virais, aalternativa tem sido Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) tanto de
amostras isoladas em cultivo celular quanto de amostras clinicas (OLIVEIRA et al.,
2015a).
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O diagndstico molecular permite uma melhor compreensdo da epidemiologia
da infeccdo por meio da diferenciacdo por subtipos, o que pode estar relacionada a
diferentes graus de adaptacado a espécie hospedeira (STRELCZUK et al., 2012). Foi
detectado BoAHV-1 por PCR em sémen apés do sétimo dia de infeccdo, periodo
considerado precoce, sugerindo-se estabelecer a PCR nas amostras de sémen em
centrais de inseminacéo artificial (SOUZA et al. 2018).

Considerando a infeccéo latente induzida por BoAHV-1, periodo em que o
virus ndo pode ser isolado por métodos diretos, a deteccdo de anticorpos pode ser
suficiente para a determinacdo de BoAHV-1 de animais individuais e fornece um
indicador util e confiavel do status da infeccdo com excecdo para resposta
sorolégicas induzidas por vacinacao e por anticorpos colostrais (WOAH, 2018a).

Normalmente, os animais infectados de forma latente sdo identificados pela
deteccdo de anticorpos especificos para BoAHV-1 no soro. Os anticorpos podem
persistir em niveis estaveis em bovinos infectados experimentalmente por pelo
menos dois a trés anos (BROCK et al., 2020).

A soroneutralizacdo (SN) é o teste de referéncia para diagnéstico da infecgao,
porém, como desvantagens do método, ha necessidade de estrutura laboratorial e
h& uma demora na obtencao dos resultados (BAUERMANN et al., 2010).

Os testes de Ensaio Imunoenziméticos (ELISA’s) também sé&o
internacionalmente aceitos e muito utilizados (BAUERMANN et al., 2010). S&o mais
sensiveis, portanto, mais adequados em estudos sorologicos do que SN contra virus
unicos. No entanto, os ELISA’s para anticorpos para herpesvirus bovino devem ter
seus parametros de validacdo redefinidos com soros testados contra um numero
maior de virus. Isso pode revelar que talvez muitas das discrepancias encontradas
entre os resultados de SN e ELISA's possam de fato ser devidas a baixa
sensibilidade da SN, o que fica evidente principalmente quando os testes sao
realizados e comparados em diferentes laboratérios (HOLZ et al., 2010).

O kit comercial IELISA (IDEXX IBR gB X3®, IDEXX Laboratories,
Westbrook, Maine, EUA,) para pesquisa de anticorpos anti-BoAHV1 possui
sensibilidade de 97,4% e especificidade de 99,8% (IDEXX, 2016).
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2.1.6 Prevencéo e controle

O desenvolvimento da laténcia de longa vida nos géanglios sensoriais e a
existéncia de animais portadores sao caracteristicas essenciais e sérias das
infeccdes por BoAHV-1 que tornam o controle da doenca dificil devido a inducdo de
reativacdo da laténcia que é mimetizada por varios estressores, por exemplo
corticéides sintéticos (MARAWAN et al., 2021).

A prevencédo da doenca associada ao BoAHV-1 na América do Norte inclui o
uso de vacinas de virus vivo modificado e inativado, principalmente para o controle
de bovinos doencas respiratérias e doencas fetais (abortos) causadas por BoAHV-1
(FULTON et al., 2015).

Em paises europeus e na América do Norte, a estratégia DIVA (sigla de
Differentiating Infected from Vaccinated Animals — traduzido para diferenciar animais
infectados de vacinados) € considerada uma das primeiras intervencées em
programas de erradicacdo do BoAHV-1, em areas com alta prevaléncia da doenca
(BRUM et al., 2010).

S&o vacinas geralmente baseadas em cepas virais deletadas em genes que
codificam um envelope, glicoproteina ndo essencial e a resposta soroldgica a
vacinacdo pode ser diferenciada da infeccdo pelo uso de testes ELISA’s para
anticorpos contra a proteina deletada (OLIVEIRA et al., 2013; PETRINI et al., 2020).

Na América do Norte, cepas vacinais modificadas com a delecdo da
glicoproteina E (gE) do BoAHV tém sido empregadas para a imunizagao e testagem,
0 que auxilia no processo de deteccao dos animais infectados. Esta vacina encontra-
se comercialmente disponivel no mercado veterinario brasileiro, além das inativadas
e atenuadas (BOTTON et al., 2022).

A imunogenicidade do BoAHV-1 da maioria das vacinas comerciais foi
aceitdvel o que sugere que sao adequadas para imunizacdo dos animais
(ANZILIERO et al., 2015). As fémeas vacinadas contra BoAHV1 e BVDV possuem
as melhores taxas de prenhez (AONO; COOKE; ALFIEIRI, 2013).

A vacinacdo pode ser utilizada em rebanhos com histérico de infeccéo,
rebanhos com sorologia elevada; em propriedades com sistemas de recria e

confinamento e naquelas com alta rotatividade de animais (VIU et al., 2014).
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7

O monitoramento constante € recomendado em rebanhos sem historico
clinico da enfermidade e sem disturbios reprodutivos, assim, pode-se manté-los sem
a utilizagéo de vacinas (VIU et al., 2014).

As perdas decorrentes da infeccdo podem ser reduzidas por meio da
aplicacdo de implementacdo de medidas de biosseguranca (CAN; ATASEVEN;
YALCIN, 2016). Contribuem para o sucesso de um programa de controle acdes
como: evitar o compartilhamento de equipamentos, ou promover a desinfeccéo de
equipamentos em caso de compartilhamento, fornecer equipamentos de protecao
individual e botas ou restringir o contato do visitante com animais, veiculos de
transporte devem estar vazios, limpos e desinfetados antes de entrar na granja
(BENAVIDES et al., 2021).

No Brasil foi sugerida a hiperimunizacédo (vacinacdo semestral de animais
soropositivos), associada a eliminacdo gradual destes e monitoramento sorologico
dos negativos, quarentena e utilizacdo de sémen livre de BoAHV-1, observada
reducao da prevaléncia de 3-10% (DEL FAVA; PITUCO; O'ANGELINO, 2002).

Um programa visando a erradicacdo baseia-se no monitoramento de
individuos soronegativos, vacinacdo e descarte progressivo dos soropositivos,
associado a outras medidas profilaticas, como utilizacdo de sémen livre de virus e
controle de transito de animais, também se torna técnica e economicamente viavel
em rebanhos onde a prevaléncia é elevada (DEL FAVA et al., 2003).

Quando a erradicacédo € considerada em nivel nacional, regional ou mesmo
do rebanho, deve-se levar em consideracao a mitigacao do risco dos fatores de risco
(WALDEK et al., 2021).

2.2 VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA (BVDV)

2.2.1 Importancia

A diarreia viral bovina € uma das principais doencas mundiais que ocasiona
impacto econdémico na producéo de bovinos, decorrente do aumento da morbidade e
mortalidade devido a imunossupresséao, reducao da concepgao no primeiro servico,

morte embriondria precoce, mumificagdo, nascimento de bezerros fracos,
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deformidades congénitas, aumento da mortalidade neonatal intervalos de parto
prolongados e producédo de leite reduzida (ARNAIZ et al., 2021; FREITAS et al.,
2021; RICHTER et al., 2017; SPETTER et al., 2020).

O aborto bovino ocasionado por esse virus causa sérios danos econdémicos
aos produtores de leite e as perdas podem variar de $500,00 a $900,00/animal,
dependendo do estagio de gestacdo, custos de alimentacdo, diminuicdo da
producao leiteira resultante e o valor dos custos de reposicdo (SARANGI et al.,
2021).

As perdas financeiras diretas devido ao BVDV em 15 paises foram estimadas
com uma variacdo entre US$0,50 a US$687,80/animal e as perdas diretas médias
por vaca leiteira foram 20% maiores em relacdo a vaca de corte (RICHTER et al.,
2017). As perdas monetarias diretas devido ao BVDV variam de €0,45 a
€604,13/animal/ano (YUE et al., 2022).

Mortalidade, morbidade, descarte precoce natimortos, aborto, reinfeccdo, pais
e tipo de estudo tiveram influéncias significativas nas perdas monetarias diretas
calculadas causadas pela infeccéo pelo BVDV (RICHTER et al., 2017).

Durante a fase voluntaria do programa de erradicacdo de BVDV na Austria foi
observado um beneficio econémico liquido, porém uma perda econémica liquida
durante o periodo do programa obrigatdrio, mas que resulta um impacto positivo no
mercado de exportacdo (MARSCHIK et al., 2018).

As perdas diretas anuais médias de BVDV por animal foram 8%—12% e 28%—
29% menores com inclusdo de vacinacdo e biosseguranca, respectivamente, em
comparagao com estudos que omitiram essas medidas de mitigacdo (PINIOR et al.,
2019).

A presenca de animais persistentemente infectados nos rebanhos representa
um impacto negativo tanto na esfera sanitaria quanto econémica. Além disso, BVDV
frequentemente determina um quadro de imunossupressdo tornando 0s animais
mais suscetiveis a coinfeccbes causadas por bactérias, protozoarios e outros virus e
essa infeccao viral também contribui para a gravidade da infeccdo causada por
outros agentes infecciosos (ALVES, et al., 2020; FREITAS et al., 2021).

2.2.2 Agente etioldgico
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O agente é um virus do género Pestivirus, Familia Flaviviridae, Ordem
Amarillovirales, Classe Flasuviricetes, Filo Kitrinoviricota, Reino Orthornavirae,
Dominio Riboviria (ICTV, 2020).

Os pestivirus sdo pequenos (40-60nm), de forma esférica ou semi-esférica
envelopados, de fita simples, RNA sentido positivo. Os pestivirus bovinos foram
classificados como Pestivirus A, Pestivirus B e Pestivirus H substituindo,
respectivamente, os virus da diarreia viral bovina 1 (BVDV-1), 2 (BVDV-2) e 3
(BVDV-3) (ICTV, 2020).

O Pestivirus A pode ainda ser segregado em pelo menos vinte e trés
subgendtipos (1a-1w) (SPETTER et al., 2022), enquanto quatro subgenoétipos foram
descritos para o Pestivirus B (2a-2d) (YESILBAG; ALPAY; BECHER, 2017; TOKER
et al., 2020).

O Pestivirus A é prevalente em todo o mundo, enquanto o B, mais patogénico,
foi relatado principalmente na América do Norte e Canadd e apenas
esporadicamente na Europa, bem como na América do Sul e Japao (RICHTER et
al., 2017). A distribuicdo de Pestivirus A esta significativamente mais ampla (88,2%)
do que a distribuicéio de isolados de Pestivirus B (11,8%) (KUCER et al., 2022).

Os subgenotipos de Pestivirus A 1a e 1b sdo os mais difundidos e prevalentes
em todo o mundo, e os subgendtipos 1f a 1t menos frequentes sdo principalmente
restritos a Europa e paises asiaticos, ja no Brasil, o subgenétipo mais prevalente é o
la, mas o Pestivirus B 2b também é altamente prevalente, especialmente na regido
sul (MOSENA et al., 2022).

Mosena et al. (2022) detectaram, em 66 amostras oriundas do Rio Grande do
Sul e de Santa Catarina, 0os genotipos la (43 e 65,15%), 2b (15 e 22,72%), 1b (6 e
9,1%), 1d (1 e 1,5%), e 1le (1 e 1,5%), que sdo os Unicos subgendtipos do Pestivirus
A descritos em bovinos no Brasil.

Silveira et al. (2017) utilizando RT-PCR encontraram BVDV-l1a, BVDV-2b e
Pestivirus H em quase 80% dos isolados que foram identificados, enquanto BVDV-
1b, 1d, 1e e 2c foram detectados com menos frequéncia.

As cepas de Pestivirus A e B séo altamente heterogéneas, particularmente
nas glicoproteinas de superficie (CANAL et al., 1998), com a divisdo em bi6tipos de

acordo com a caracteristica biologica de produzir efeito citopatogénico, como
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vacuolizacdo citoplasmatica e morte celular, ou ndo em células cultivadas: 1) ndo
citopatogénico (ncp) e 2) citopatogénico (cp) (DEZEN et al., 2013; LANYON et al.,
2014; CHI et al., 2022). A cepa ncp tem tropismo por glébulos brancos, 6rgaos
linfoides e trato respiratorio, enquanto a cepa citopatica € mais restrita ao trato
digestivo (KHODAKARAM-TAFTI; FARJANIKISH, 2022).

2.2.3 Epidemiologia

BVDV ocorre mundialmente, de forma que a maioria dos rebanhos possui
risco para a infeccdo (KHODAKARAM-TAFTI; FARJANIKISH, 2017). No Brasil,
estudos soroldgicos foram realizados para determinar a prevaléncia da BVDV, dos

quais alguns a partir de 2012 se encontram destacados abaixo na Tabela 2.

Tabela 2. Soroprevaléncia para a infeccdo por BVDV considerando estudos realizados na Ultima

década em alguns estados brasileiros, distribuidos por ordem crescente de prevaléncia.

Prevaléncia Estado Teste Autores

23,0% SP SN Gaeta et al. (2018)
50,0% GO SN Zanatto et al. (2019)
50,0% MS SN Zanatto et al. (2019)
54,50% PA ELISA Viana et al. (2019)
59,1% RS ELISA Duarte; Santana (2018)
62,5% MG SN Zanatto et al. (2019)
63,5% BA SN Souza et al. (2019)
65,5% PB SN Fernandes et al. (2018)
65.6% MA ELISA Chaves et al. (2012)
99,4% PE SN Silva et al. (2019)

Convencdes: SP=Sdo Paulo; Go=Goias; MS=Mato Grosso do Sul; RS=Rio Grande do Sul;
MG=Minas Gerais; BA=Bahia; PB=Paraiba; MA=Maranhao; PE=Pernambuco; SN=

soroneutralizacdo; ELISA=ensaio imunoenzimatico

A prevaléncia varia em média entre 40 e 80% levando em consideracdo a

infeccdo aguda do virus. Por outro lado, a prevaléncia de animais conhecidos como
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persistentemente infectados (Pl) esta estimada entre 0,5 e 4% (MARQUES et al.,
2016; BARBOSA et al., 2019a).

As prevaléncias de Pl em nivel animal variaram de baixa (<0,8% Europa,
América do Norte, Austrélia), média (>0,8% a 1,6% Leste da Asia) para alta (>1,6%
Asia Ocidental). As prevaléncias de IP e AB na Europa diminuiram ao longo do
tempo, enquanto a prevaléncia de BVDV aumentou na América do Norte (KUCER et
al., 2022).

A prevaléncia de BVDV é 1,5 vezes menor em nivel de animal e rebanho nos
paises que implementaram programas de controle e/ou erradicacdo em comparacao
com paises sem medidas de intervencdo (SCHARNOBOECK et al., 2018).

O virus pode infectar uma variedade de ruminantes domésticos e silvestres,
incluindo bovino, ovelha, cabra, suino, veado, bufalo, bisdo e alpaca, embora os
bovinos séo os hospedeiros principais da BVDV (FINO et al., 2012; VIU et al., 2014;
YESILBAG; ALPAY; BECHER, 2017).

Os pestivirus sao eliminados em todas as secre¢des corporais de um animal
infectado, ou seja, saliva, lagrimas, secrecdes nasais, leite, urina, fezes e sémen. A
transmissao horizontal pode ocorrer diretamente pelo contato entre os animais ou
indiretamente por contato com secrecdes infecciosas, alimentos ou agulhas
contaminadas. A transmisséao vertical ocorre quando o BVDV atravessa a placenta e
infecta o feto (TAUTZ; TEWS; MEYERS, 2015).

O contato nasal ou sexual com bovino persistentemente infectado séo formas
mais comuns de disseminacdo do virus entre animais. Destaca-se ainda que,
animais infectados de forma aguda, moscas, tratadores, veterinarios e equipamentos
contaminados também podem carrear o virus e favorecer a transmissdo do mesmo
(LANYON et al., 2014).

Um animal Pl secreta uma concentragdo de virus maior que a dose infectante
para um animal contactante, e, nesse sentido, a compra de um Pl ou de uma vaca
gestante de um PI, torna-se a forma mais eficiente de introducdo de virus em um
rebanho (GIVENS; NEWCOMER, 2015).

A medida que o rebanho adulto se torna imune, autolimita o impacto negativo
do BVDV, no entanto, com nascimentos frequentes de PI ou introducédo de animais

Pl, a infeccédo enzodtica pode ocorrer (FOUNTAIN et al., 2022).
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Os fatores de risco identificados em uma meta-analise para a enfermidade na
Europa foram: rebanhos leiteiros (odds ratio, OR = 1,63) em comparacdo aos
rebanhos de corte; para rebanhos maiores (OR = 1,04 para cada 10 animais extras
no rebanho); para rebanhos que participam em eventos agropecuarios (OR = 1,45);
para rebanhos que introduziram bovino no rebanho (OR = 1,41) e para rebanhos que
compartilham pastagem ou possuem contato direto com bovinos de outros rebanhos
em pastagem (OR = 1,32) (VAN ROOM et al., 2020).

As investigacdes epidemiolégicas também demonstraram que fatores
demograficos, como tamanho do rebanho e densidade séo preditores significativos
para a prevaléncia de infeccdo em populacbes onde o BVDV € enzodtico
(KHODAKARAM-TAFTI; FARJANIKISH, 2017).

2.2.4 Patogenia e sinais clinicos

Os animais infectados por BVDV podem ser classificados em trés diferentes
tipos: (1) bovino persistentemente infectado (PIl), que sdo animais infectados com
tipo Ncp verticalmente durante o inicio da gravidez (30 a 120 dias de gestacao), tem
a producédo de interferon tipo | inibida devido ao sistema fetal imaturo, liberam
grandes quantidades de virus em toda a sua vida e que apresentam grande
relevancia epidemiolégica na dinamica da enfermidade; (2) bovino infectado
transitoriamente, que sdo animais infectados horizontalmente apds o nascimento e
que elimina pequenas quantidades de virus por até 15 dias e (3) vacas “troianas”,
gue sao vacas gestantes de um bezerro PI, (RICHTER et al., 2017; ASMARE et al.,
2018; BENAVIDES et al., 2021, CHI et al., 2022).

BVDV inicia seu ciclo de vida a partir da endocitose através da ligacdo da
proteina da membrana viral ao receptor da superficie da célula hospedeira. A
molécula de CD46 atua como um receptor de BVDV, assim como outros numerosos
receptores na superficie das células hospedeiras durante a penetracdo viral (AL-
KUBATI et al., 2021; MA et al., 2022).

Os mecanismos pelos quais o BVDV utiliza células hospedeiras para
completar a replicacéo viral e a liberacéo de virions ainda sdo desconhecidos. Além

disso, os mecanismos subjacentes de imunossupressao, patogénese viral, evasao
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da imunidade inata do hospedeiro e reacdo inflamatéria causada por BVDV
permanecem desconhecidos (MA et al., 2022).

A imunossupressdo causada pelo BVDV pode proporcionar um aumento
consideravel na incidéncia e na severidade de doencas do trato respiratério, como,
por exemplo, as causadas por BoAHV-1 (ALEXANDRINO et al., 2011). Os efeitos
imunossupressores incluem alteragcbes na composicdo da célula imune e o
imunofendtipo alterado de leucdcitos, e varios defeitos na funcdo das células
imunoldgicas (AL-KUBATI et al., 2021).

A infeccdo persistente e a resposta imune desregulada s&o duas
consequéncias principais das infeccbes por BVDV. A imunidade protetora apds a
infeccdo natural com BVDVs é caracterizada pela ativacdo de respostas humorais e
celulares especificas (AL-KUBATI et al., 2021).

Em vacas ndo gestantes e ndo imunes, infec¢cdes agudas com o BVDV ncp
resultam em viremia transitéria, comecando no dia trés pdés-infeccdo até que a
imunidade se desenvolva, geralmente cerca de duas semanas depois (LANYON et
al., 2014).

As variantes cp do BVDV podem emergir espontaneamente nos bezerros Pl
como devido a episodios de recombinacdo e/ou mutacdo de RNA e sO foram
isolados em surtos com quadros clinicos fatais, denominados de doenca da mucosa,
em animais Pl (REUCHER et al., 2021).

Na infeccdo aguda os animais apresentam soroconversdo até duas semanas
apo6s a infeccdo pelo BVDV e é esperado que se recuperem dentro de trés semanas
apos, por outro lado, os animais Pl ndo apresentam soroconversdo e eliminam o
virus de forma continua. Os animais com infec¢cdo aguda, que sé&o soronegativos ao
BVDV, exibem uma viremia de curto prazo e excrecao de virus nas vias nasais e em
outras formas de secrecao (GOTO et al., 2021).

A infeccdo de animais susceptiveis por BVDV é capaz de ocasionar diversas
manifestacdes, de doenca subclinica a fatal, dependendo do estado imunoldgico do
hospedeiro, gestacao e periodo de gestacdo, e a presenca ou auséncia de
coinfec¢cdo com outros patdgenos. Estima-se que 70-90% ocorram como infecgbes
subclinicas (CHO; YOON, 2014; FERREIRA et al, 2008).
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Sabe-se que o BVDV leva a imunossupressao, que aumenta a probabilidade
de que o bovino seja secundariamente infectado por outros patdgenos (SANTMAN-
BERENDS et al., 2015).

Os animais acometidos podem estar assintomaticos ou com poucas
alterac6es hematoldgicas e clinicas como leucopenia transitéria, febre leve, falta de
apetite, letargia, Ulceras orais e no trato digestério, implicacdes reprodutivas e
aumento da secrecéo nasal, tosse e outros sinais de respiragdo anormal, bem como
imunossupressao, em alguns casos, diarreia classica ou hemorragica (TAUTZ;
TEWS; MEYERS; 2015, BARBOSA et al., 2019a).

2.2.5 Diagnéstico

A observacdo dos dados epidemioldgicos e dos achados clinicos fornecem a
base para o diagnéstico (VIU et al., 2014). Como diagnéstico diferencial, recomenda-
se testes para aftosa, estomatite vesicular e carcinoma de células escamosas em
animais com erosdes na cavidade oral sugestivas de diarreia viral bovina (FINO et
al., 2012).

O diagndstico laboratorial pode ser realizado por métodos diretos; destacam-
se o isolamento viral, deteccdo de acido nucleico, ELISA e imunohistoquimica. O
isolamento viral pode utilizar amostras de secrecdes nasais, sangue, fezes,
linfonodos e intestino e ELISA em amostras de sangue (WOAH, 2018b).

A técnica RT-PCR multiplex tem sido utilizada para a amplificacdo e tipagem
simultdneas de virus de cultura de células ou direto de amostras de sangue. A alta
sensibilidade analitica permite a adocdo de estratégias para selecionar pools de
amostras individuais ou teste de leite do tanque a granel (WOAH, 2018b).

A sorologia, método indireto, pode ser realizada utilizando os testes de
soroneutralizacdo (SN) e ELISA indireto (por meio de kits comerciais importados),
utiizada para identificar os niveis de imunidade do rebanho, para auxiliar na
investigacdo de doencas reprodutivas e possivel envolvimento de BVDV, para
estabelecer o status soroldgico de touros de centrais de inseminagdo e para

identificar se houve uma infeccéo recente (WOAH, 2018b).
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O ensaio de soroneutralizacdo é o padrdo ouro, mas € mais demorado e
possui alto custo, havendo a necessidade de cepas de referéncia e linhagens
celulares (EMADI et al.,, 2022). Na SN, anticorpos podem realmente ndo serem
detectados devido as diferencas antigénicas entre as cepas. Portanto, os ensaios
baseados em anticorpos para antigenos virais mais tradicionais, em particular a
proteina ndo estrutural NS2/3, sdo mais adequados (CANAL et al., 1998).

O ELISA pode ser mais reprodutivel e economicamente viavel do que o teste
SN (VIANA et al., 2017). Para vigilancia epidemiolégica, o ELISA indireto,
disponiveis no Brasil por kits comerciais, € 0 método recomendado em comparacao
a VN (WOAH, 2018b).

O kit comercial IELISA (IDEXX BVDV Total AB Ab®, IDEXX Laboratories
Westbrook, Maine, EUA) para pesquisa de anticorpos anti-BVDV possui
sensibilidade de 98,5% e especificidade de 99,4% (IDEXX, 2019).

Em regides onde a vacinacao € limitada, os testes de ELISA comerciais tém
mais utilidade e reduzem a variacéo laboratorial como reagente padrdo e protocolos
usados para o teste de SN (DUBOVI, 2013). O ELISA pode ser recomendado para o
diagnédstico de um grande numero de amostras (VIANA et al., 2017).

Os testes de SN sédo mais frequentemente exigidos para fins regulatérios (por
exemplo, teste de doadores de sémen), enquanto ELISA’s sdo comumente utilizados
para aplicacbes de diagnostico (WOAH, 2018b).

A alta especificidade do ELISA é importante na selecdo de animais
verdadeiramente negativos para inclusdo em programas de adocdo de biotécnicas
para reproducéo ou o uso de vacas soropositivas para BVDV pode comprometer a
eficacia de tais programas (VIANA et al, 2017).

Os animais ou fetos imunocompetentes tardios que estao infectados na fase
aguda serao positivos nos testes indiretos e, geralmente, serdo negativos nos testes
para a deteccdo do agente, enquanto os animais Pl normalmente sdo positivos em
testes para deteccdo do agente e negativos nos testes soroldgicos, pois ndo ha
producao de anticorpos (LANYON et al., 2014; FREITAS et al., 2021).

Esse fato € devido aos animais Pl serem imunotolerantes a cepa de BVDV
que induziu a tolerancia, embora sdo imunocompetentes a outros antigenos e

podem também desenvolver resposta imunoldgica contra cepas heterélogas do
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BVDV ou serem soropositivos se tiverem ingerido anticorpos maternos (DEEZEN et
al., 2013; MCDOUGALL, 2021).

Para a deteccdo de animais Pl podem ser utilizados os seguintes testes: 1)
Imunohistoquimica ou imunofluorescéncia em amostras de bidpsia da orelha; 2)
ELISA direto em soro, pool ou amostras individuais de leite; 3) Teste de RT-PCR em
pool de sangue, leite ou amostras de bidpsia da orelha (DUBOVI, 2013; WOAH,
2018b). A imunohistoquimica, apesar de ser mais trabalhosa que o ELISA, pode
apresenta a vantagem de nao sofrer interferéncia de anticorpos maternais na
deteccdo de antigenos virais em animais jovens por ndo sofrer (SANTOS et al.,
2011).

2.2.6 Prevencao e Controle

Diferente de varios paises, no Brasil ndo ha um programa de controle e
erradicacdo, sendo que alguns paises europeus ja alcancaram a erradicacdo do
virus (WOAH, 2018b; VAN ROON et al., 2020).

Para um programa de controle e erradicacdo primeiramente é fundamental
detectar e eliminar os animais persistentemente infectados, requerendo o0 uso
eficiente e eficaz de testes diagnésticos em nivel de rebanho (DUBOVI, 2013;
LANYON et al., 2014; TOKER et al, 2020).

Recomenda-se a realizacédo de dois testes usando duas amostras de sangue
coletadas em pelo menos 21 dias a partir da coleta inicial da amostra, a fim de
distinguir animais persistentemente infectados de agudamente infectados, e se
necessario, 14 a 21 dias ap0s o segundo, realizar um terceiro teste (GOTO et al.,
2021).

A vacinacdo pode representar uma ferramenta de acompanhamento para
prevenir o BVDV, mas sem remover animais Pl ndo permitira a eliminacéo do virus
de uma populacdo susceptivel (YESILBAG; ALPAY; BECHER, 2017). Além disso,
apesar da diversidade de imundgenos, ainda ndo existe uma vacina comercial
totalmente efetiva para o controle dessa enfermidade (BACCILI et al., 2018). No
Brasil, h4 o registro de duas vacinas com virus vivo modificado (MLV) e 19 vacinas
inativadas (PACITO, BACCILI, GOMES; 2021).
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A promocgao de imunidade reforcada por meio da vacinagdo protege oS
animais da doenca clinica e principalmente impede a transmissao transplacentaria e
a infeccao fetal. No entanto, independentemente do tipo e protocolo de vacinacao,
tém caracterizada como regra que a protecdo fetal é frequentemente incompleta
(ARENHART et al., 2008), tendo como um dos motivos a variabilidade genética das
cepas que circulam no campo (TOKER et al., 2020).

Se 0 bovino persistentemente infectado (Pl), receber uma vacina viva
contaminada com o virus cp BVDV, infelizmente, pode desenvolver a doenca da
mucosa devido a essas coinfec¢des (YANG et al., 2021).

Destaca-se que a imunogenicidade do componente BVDV-1 nao foi
detectavel em pelo menos quatro vacinas comercializadas no Brasil e, do BVDV-2,
em pelo menos seis vacinas, sugerindo a revisdo das estratégias de formulacéao e/ou
producao das vacinas (ANZILIERO et al., 2015).

Estabelecer medidas continuas de altos niveis de biosseguranca
considerando os fatores de risco pode evitar a reinfeccao e reduzir a prevaléncia de
animais Pl de 1,8% a menos de 0,2% em apenas dois anos (LANYON et al., 2014).
Além disso, a determinacdo da soroprevaléncia contra o agente causal viral para
monitorar a circulacdo do virus também atua como parte de esquemas de controle
(DUBOVI, 2013; MAHMOOQDI et al., 2015).

Simulagdes de cenérios de consequéncias econdmicas e epidemiolédgicas do
controle de BVDV em rebanhos da Holanda demonstraram que os beneficios da
reducdo das perdas atribuiveis ao controle foram maiores do que o0s custos
adicionais para a realizacdo do cenario de controle e que, apos o periodo de 10
anos, os custos liquidos dos cenarios de controle sempre permanecerdo menores
em comparacdo com a situagdo atual em que medidas de controle adicionais nao
sdo tomadas (SANTMAN-BERENDS et al., 2015).

Um rebanho livre de BVDV contribui para o desempenho econémico positivo e
adotar acfes de quarentena e cerca dupla & mais lucrativo, no entanto, se o BVDV ja
estiver presente, a vacinagcdo e a exposicdo estratégica ao animal Pl (apesar do
prejuizo ao bem-estar animal) resultam em um custo-beneficio positivo (FOUTAIN et
al., 2022).

Para o controle da infeccéo fetal por BVDV é necesséria uma imunidade de

rebanho global adequada, a imunizacdo de novilhas suscetiveis pré-acasalamento e
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ensaios de deteccado eficazes para determinar o status da infecgcdo por BVDV seja
transitorio ou persistente (EVERMANN; RIDPATH, 2002).

Os principais desafios para alcancar o controle e erradicacdo € determinar a
melhor relagdo custo-beneficio e meios socialmente aceitdveis de aplicacdo de
medidas de controle de BVDV em cada sistema unico de producédo de bovino em
nivel de fazenda e nivel da indUstria, assim como a constru¢do de um suporte para
implementar medidas de controle de BVDV desde o envolvimento do produtor até a
politica nacional, e prevenir a reintroducdo de BVDV em regides livres da doenca,
gerenciando estrategicamente 0s riscos associados aos movimentos de animais,

pessoal e equipamento (EVANS et al., 2019).

2.3 VIRUS DE SCHMALLENBERG (SBV)

2.3.1 Importancia

A partir do final do verdo e do outono de 2011, surgiu um quadro agudo em
bovinos de leite na Alemanha e na Holanda caracterizado por febre, diarreia e
diminuicdo da produgé&o de leite como resultado de uma enfermidade que ainda n&o
havia sido identificada (BALMER et al. 2015; COLLINS et al., 2019; VELDHUIS et al
2019; WERNIKE et al., 2019).

Entéo, foi detectado por analise metagenémica no Instituto Friedrich-Loeffle e
descrito pela primeira vez o Virus de Schmallenberg (SBV) em homenagem a
localidade na Alemanha onde ocorreu o surto. A origem do SBV nao foi descoberta,
no entanto, foi especulado que seja procedente da Africa equatorial, agrupando-se
proximo a outros virus do sorogrupo Simbu (DASTJERDI et al., 2022; ENDALEW et
al., 2019a; HOFFMANN et al., 2012).

O SBYV se disseminou muito rapidamente por todo o continente e estabeleceu
um status enzootico, representando assim uma ameaca constante ndo sé para o
rebanho bovino europeu (WERNIKE; BEER, 2019) e estabeleceu um padrdo de
reemergéncia ciclica a cada dois a trés anos (WERNIKE; BEER, 2020).

Estudos identificaram efeitos limitados na mortalidade e/ou producéo e

parametros de fertilidade no rebanho. No entanto, com a manifestacdo da doenca
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clinica, em exploragbes com uma elevada morbidade, uma queda pronunciada na
producao de leite pode ter elevado impacto econémico (LECHNER et al., 2017).
Durante os Ultimos anos, perdas produtivas significativas, restricdes ao
comércio internacional e custos veterinarios foram associados a enfermidade nos
paises afetados (JIMENEZ-RUIZ et al., 2019). Collins et al. (2019) relataram estudos
que estimaram que os custos liquidos da doenca por SBV no Reino Unido podem
oscilar entre £16,30 a £51,40 no cenario de alto impacto e entre £8,20 a £25,90 no
cenario de baixo impacto, respectivamente; na Franca, os custos liquidos da doenca
por SBV em £/espaco de vaca/ano variaram de £19,60 a £48,60 no cenario de alto

impacto e £9,70 e £22,80 no cenério de baixo impacto, respectivamente.

2.3.2 Agente etioldgico

O SBV pertence a espécie Schmallenberg orthobunyavirus, género
Orthobunyavirus, Familia  Peribunyaviridae, Ordem Bunyavirales, Classe
Ellioviricetes, Subfilo Polyploviricotina, Filo Negarnaviricota, Subreino Orthornavirae,
Reino Riboviria (ICTV, 2019b).

Os ortobunyavirions sédo de forma esférica ou pleomorfica e de 80 a 120nm de
didmetro. A superficie envolvida (cerca de 5nm de espessura) possui projecdes de
heterodimeros de glicoproteinas (Gn e Gc) com cerca de 18nm de comprimento e
cerca de 650 cépias por virion. A superficie € uma trelica de picos de glicoproteina
Gn-Gc organizada em ordem de tripé. A analise estrutural revelou que a variavel N-
terminal da metade da glicoproteina Gc € composta por dois dominios: um dominio
da cabeca a-helicoidal de 27 kDa e uma haste que é dividida em dois sanduiches 3
tandem de 19 kDa dobrados de forma idéntica. O pico de projecdo também € o
principal alvo da resposta de anticorpos neutralizantes (ICTV, 2019b).

SBV esta contido no sorogrupo Simbu que atualmente consiste em 32 virus
agrupados em 19 espécies, entre elas incluem o virus Akabane (AKAV), virus Aino,
virus Sathuperi (SATV), virus Shamonda (SHAV), virus Peaton (PEAV) e virus Shuni
(SHUV - suspeito de infectar humanos) e OROV (Unico virus zoonético deste
sorogrupo, oriundo de rearranjos como o virus Iquitos e virus Madre de Dios,
presente na América do Sul) (BEHAR et al, 2021, SICK et al, 2019).
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Provavelmente, o SBV se originou como resultado da coinfec¢do dos virus SATV e
SHAV em qualquer um dos vetores Culicoides ou nos hospedeiros ruminantes
(BEHAR et al., 2021).

E um virus envelopado, de fita simples, virus de RNA de sentido negativo com
trés segmentos gendmicos: segmentos L (grande), M (médio) e S (pequeno).
Sobreposicdo de quadros de leitura aberta (ORFs) do S segmento codifica a
nucleoproteina N e a proteina ndo estrutural NS’s, representando fatores de
viruléncia importantes que regulam negativamente a sintese de mRNA da célula
hospedeira e a producéo de interferon tipo | em células de mamiferos, aumentando a
replicagdo viral (ENDALEW et al., 2019a).

O SBV néao sobrevive fora do hospedeiro ou vetor por longos periodos e
perde ou reduz sua infecciosidade a 50-60°C durante pelo menos 30 minutos. E um
virus suscetivel aos desinfetantes comuns (hipoclorito de sédio 1%, glutaraldeido
2%, etanol 70%, formaldeido) (WOAH, 2017).

2.3.3 Epidemiologia

O virus foi isolado na Alemanha, Holanda, Bélgica, Estados Unidos, Reino
Unido, Franca, Itdlia e Luxemburgo e foi detectado sorologicamente em 14 Estados-
Membros da Unido Europeia, incluindo a Espanha (ZARAGOZANO, 2018).

Em ruminantes mantidos nas regides centrais da epidemia, SBV causou uma
soroprevaléncia alta, de aproximadamente 70% a quase 100% (WERNIKE; BEER,
2020). Na Russia, os casos de SBV representaram 36,8% do numero total de casos
no mundo, indicando a magnitude e gravidade da doenca no pais (BOUCHEMLA et
al., 2018).

Atualmente, o SBV é considerado enzoo6tico na Europa e surtos esporadicos e
circulacdo viral foram relatados em outros continentes, incluindo Asia e Africa
(JIMENEZ-RUIZ et al., 2019). Recentemente, foram relatadas artrogripose em um
cordeiro no norte da Escocia (SRUC, 2022) e malformacdes em bezerros da
Dinamarca em 2020 decorrentes da infeccdo com SBV (AGERHOLM; WERNIKE,
2022).
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No Brasil, De Souza Nunes Martins et al. (2022) analisaram por RT-PCR
amostras de sangue bovino e fetos abortados e por ELISA indireto soros de bovinos,
mas nenhuma das amostras foi positiva para SBV. Em Pernambuco, 368 amostras
de soro de caprinos foram submetidas ao ELISA competitivo e negativas para SBV
(FERREIRA, 2022).

SBV afeta ruminantes, predominantemente os bovinos (WINDHABER; XIN;
LOZACH, 2021). Os estudos soroldgicos e epidemiolégicos demonstram que
animais selvagens como alpacas, bufalo da Anatdlia, alce, bisdo, veado vermelho,
gamo, veado, veado sika, iaque, camurca e javali podem ser hospedeiros
(BOUCHEMLA et al., 2018; WERNIKE et al., 2021).

A vigilancia atual da doenca deve ser focada nas populacbes de animais
selvagens para determinar seu potencial como reservatoérios de SBV (BOUCHEMLA
et al., 2018).

Foi relatada infeccdo por SBV em filhotes de cdes com sinais neurolégicos na
Franca (SAILLEAU et al., 2013). SBV nao é considerado zoondético, embora esta
possibilidade ndo possa ser descartada (ZARAGOZANO, 2018).

A transmissao vetorial € considerada a mais significativa rota de transmissao
para SBV e uma variedade de espécies de Culicoides sdo conhecidas por transmitir
o virus (Culicoides obsoletus, grupo de espécies da familia Ceratopogonidae, e foi
demonstrado que multiplos Culicoides spp.: Culicoides dewulfi, Culicoides
chiopterus, Culicoides punctatus) (ENDALEW et al., 2019a).

Ocorre quando mosquitos ndo infectados se alimentam de sangue de um
hospedeiro infectado por SBV (ex: bovino, ovino, caprino). Os culicéides tornam-se
infecciosos (SBV se replica em niveis transmissiveis dentro do mosquito) durante o
periodo de incubacdo extrinseca (EIP), que se supfe variar entre 9 e 41 dias,
dependendo das temperaturas microclimaticas nas fazendas (COLLINS et al., 2019).

O interesse por estes dipteros aumentou nas ultimas duas décadas,
principalmente devido as perdas econdmicas sofridas pelos criadores de ruminantes
resultantes da transmiss&o viral de SBV e do virus da lingua azul (KASICOVA et al.,
2021).

Autores concluiram que a espécie bovina foi a mais frequente parasitada por

mosquitos Culicoides na Europa, especialmente C. obsoletus que representou
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91,1% da fauna de todos os mosquitos picadores capturados e, por ser designado
como um vetor potencial de SBV (KASICOVA et al., 2021).

No Brasil, foram registradas 299 espécies de Culicoides, a maioria delas na
Regido Amazbnica, e em Alagoas recentemente teve o primeiro relato de um
membro dos Ceratopogonidae, Culicoides insignis (RIOS et al., 2021).

No Ceard, Felippe-Bauer et al. (2019) relataram os vetores C. brasilianum
Forattini, 1956, C. debilipalpis, C. guyanensis, C. insignis, C. leopoldoi, C. maruim, C.
paraensis, C. pifanoi Ortiz, 1951, C. phlebotomus, C. poikilonotus Macfie, 1948, C.
pusillus e C. venezuelensis Ortiz & Mirsa, 1950.

A rapida disseminacdo do virus provavelmente esta relacionada ao vetor
envolvido na transmissao do agente, com as taxas de soroprevaléncia atingindo 80-
90% em animais expostos (LARSKA et al., 2013). O vento desempenha um papel
importante na transmissao do virus, jA que infecta mosquitos que sédo facilmente
transportados por correntes de ar. A taxa de propagacdo do SBV esta estimada na
faixa de 0,9 a 1,5 km/dia (ENDALEW et al., 2019a).

Em comparacdo com o sorotipo 8 do virus da lingua azul (BTV-8) que surgiu
na mesma area da Europa em 2006, a disseminagdo do SBV foi avaliada como 20
vezes mais eficiente em termos de casos cumulativos e duas vezes em termos de
distancias percorridas (BAYROU et al., 2022).

Devido ao seu potencial de contribuir para o surgimento inesperado de
doencas, eles devem ser minuciosamente pesquisados. Multiplas deteccdes de
novos virus ou introducdes de patdégenos conhecidos em regides anteriormente nédo
afetadas durante a Ultima década demonstram de forma impressionante que surtos
de arbovirus séo dificeis de prever no espaco e no tempo é fundamental realizar
uma pesquisa profunda e vigilancia sobre mosquitos picadores e seu papel como
vetores (SICK et al. 2019).

A transmissdo vertical, ocorre pela infeccdo transplacentaria durante o
primeiro e segundo trimestre de gestacao (entre 60 e 150 dias) e geralmente resulta
no nascimento de bezerros, cordeiros e cabritos deformados (ENDALEW et al.,
2019a).

A transmissao horizontal direta do virus em ovinos e bovinos por contato
parece altamente improvavel; no entanto, ha evidéncias da presenca de SBV no

sémen de touros, 0 que geralmente ndo ocorre regularmente e provavelmente
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mediado por fatores do hospedeiro (REXHEPI et al., 2021). Ndo estd demonstrada a
transmissao via monta natural e se teria algum impacto pois o curto periodo de
incubacdo e a curta viremia resolveria a infeccdo antes de a placenta estar
estabelecida evitando a infec¢cado do embrido (DASTJERD et al., 2022).

Animais infectados experimentalmente eliminam RNA do SBV nas fezes,
fluidos orais e nasais, mas a transmissao para animais por contato, ou via oro-nasal
ou feco-oral ndo foi relatada (ENDALEW et al., 2019a).

Foi detectado RNA de SBV no sémen de bovinos, porém nao esta claro, se o
SBV poderia infectar através da inseminagdo natural em caso afirmativo, se isso
teria algum impacto, ocorrendo de forma nao regular e geralmente é mediada por
fatores do hospedeiro (DASTJERDI et al., 2022).

A idade dos animais, ambiente (disponibilidade de criadouros para vetores) e
0 sistema de criagéo, foram identificados como fatores de risco para a infecgao por
SBV (REXHEPI et al., 2021).

2.3.4 Patogenia e sinais clinicos

Nada se sabe sobre o mecanismo de penetracdo viral nas células de
artropodes. A transmissdo para hospedeiros mamiferos ocorre durante a
alimentacdo de sangue de artropodes infectados. Na pele dos mamiferos,
macrofagos dérmicos e células dendriticas estdo entre as primeiras células a entrar
em contato com o virus. Para infectar células, primeiro obtém-se acesso ao
ambiente intracelular. A primeira etapa depende das interacdes entre as particulas
virais e receptores de superficie celular que podem ser proteinas, sacarideos e
lipidios. Foi demonstrado que os glicosaminoglicanos favorecem a infec¢do por SBV
(WINDHABER; XIN; LOZACH, 2021).

Em condi¢des experimentais, em ovinos e bovinos, a infeccao por SBV exibe
um curto periodo virémico de cinco-sete dias, que comeca no dia segundo ou
terceiro pés-infeccdo (pi) e atinge o pico por volta do dia 4 pi (ENDALEW et al.,
2019a; WERNIKE; BEER, 2020). Apresenta um curto periodo de recuperagao (<
quatro dias) e viremia curta (< seis dias) (DASTJERDI et al., 2022).
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Apesar da viremia curta, 0 RNA do SBV foi detectado — as vezes de forma
intermitente — até quase trés meses apds a soroconversao (GIVENS, 2018). SBV
induz a apoptose por vias intrinsecas e extrinsecas e, além disso, a indugdo da via
intrinseca pode ser modulada sobre o gene Puma (AKSOY; AZKUR, 2019).

Fetos ovinos podem ser mais suscetiveis a infeccdo por SBV antes do
desenvolvimento da barreira hematoencefdlica (em ovelhas, a barreira
hematoencefalica comeca a se desenvolver entre os dias 50 e 60 de gestacdo e
atinge o desenvolvimento completo no dia 123). Anticorpos especificos para SBV
pré-colostrais podem ser detectados em bezerros neonatos onde a mae foi
(presumivelmente) infectada com SBV entre os dias 47 e 162 de gestagéo
(COLLINS et al., 2019).

Os principais achados macroscopicos observados em pequenos ruminantes
sdo: artrogripose, curvatura da coluna vertebral, braquignatia inferior, cerebral
congestdo e hipoplasia cerebelar, outros efeitos teratogénicos, incluindo diferentes
lesbes cavitacionais do sistema nervoso central (porencefalia, hidranencefalia,
hidrocefalia, microcefalia, macrocefalia), tamanho reduzido da medula espinhal,
cranio abobadado ou achatado, septo interventricular cardiaco defeito, hidronefrose
unilateral e atresia do célon (JIMENEZ-RUIZ et al., 2019).

A hipoplasia grave do muasculo esquelético com substituigdo dos midcitos por
tecido adiposo é a Unica lesdo significativa detectada em o6rgaos periféricos de
ovelhas e bovinos infectados com SBV natimortos e recém-nascidos (JIMENEZ-
RUIZ et al.; 2019).

A infeccéo pelo SBV resulta em malformagdes congénitas do sistema nervoso
central e musculoesqueléticas, abortos, além de sinais clinicos agudos, mas nao
fatais quando ocorrem em bovinos adultos (BALMER et al., 2015; STAVROU et al.,
2017).

Os sinais clinicos ndo séo especificos, ocorrendo na curta duracdo do periodo
de viremia e incluem febre, reducdo da producdo de leite, diarreia. Em fémeas
gestantes, pode levar distrbios reprodutivos como abortos, natimortos e
malformacfes congénitas em recém-nascidos (COLLINS et al., 2019; JIMENEZ-
RUIZ et al., 2019).
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Este tropismo distinto para o sistema nervoso (SNC) de cordeiros e bezerros
infectados no utero, levam a uma gama de deformidades distintas, incluindo
hidroencefalia e artrogripose (STAVROU et al., 2017).

A artrogripose generalizada, geralmente referida como artrogripose mdltipla
congénita (AMC), € uma condicdo neuromuscular grave caracterizada por angulacao
e anquilose das articulagcées. Além do SBV e alguns outros virus, a AMC pode ter
outras causas, como defeitos genéticos (AGERHOLM; WERNIKE, 2022).

Os sinais da AMC incluem artrogripose, cifose, lordose, torcicolo, escoliose,
braquignatia, leve a grave hipoplasia do sistema nervoso central, porencefalia,
estreito medula espinhal ou poliomielite. Em fazendas francesas afetadas na fase
inicial da epidemia de SBV, em média 8% dos cordeiros, mas apenas 3% dos
bezerros apresentaram malformacédo congénita (KONIG et al., 2019).

Em cées observaram-se sinais neuroldgicos de ataxia, exotropia, inclinacao
da cabeca e crescimento atrofiado (SAILLEAU et al., 2013).

2.3.5 Diagnéstico

O diagnostico clinico € limitado considerando que em animais adultos, o SBV
causa principalmente infec¢des subclinicas, febre, diarreia e reducdo na producéo
de leite (ENDALEW et al., 2019a). Devido as semelhancas entre as caracteristicas
clinicas do SBV e outras infeccfes por virus de ruminantes, o diagnéstico viroldgico
e/ou sorologico é necessario para confirmar a suspeita da infeccdo por SBV
(WERNIKE; BEER, 2019).

A deteccao direta de virus ou genoma viral é restrita no tempo, pelo curto
periodo de viremia (WERNIKE; BEER, 2019). Para a deteccdo do SBV podem ser
utilizados o cérebro, a medula espinhal, liquido placentario externo e o cordao
umbilical (BILK et al., 2012).

A deteccdo indireta por meio de sorologia € mais promissora para 0
diagndstico de infeccdo por SBV que por meio da identificacdo dos anticorpos que
sao induzidos entre uma e trés semanas apos a infeccado e persistem por varios
anos. Varios ELISA’s comerciais ou in house, micro-neutralizacdo ou testes de

imunofluorescéncia indireta séo acessiveis (WERNIKE; BEER, 2019a).
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O ELISA é amplamente utilizado para diagnostico e soroepidemiologia por
SBV. Kits comerciais de ELISA estdo disponiveis e ELISAs in house sé&o
desenvolvidos por alguns pesquisadores (AZKUR et al., 2020).

Os kits de ELISA indireto e competitivo baseados na nucleoproteina (N) do
SBYV estéo disponiveis comercialmente para a deteccdo de anticorpos especificos do
SBV em amostras de soro, plasma e leite (AZKUR et al., 2020).

Os kits comerciais ELISA indireto — ID-VET® e ELISA competitivo — ID-VET®
apresentam sensibilidade de 97,72% e 97,6%, e especificidade de 99,67%, 100%,
respectivamente (ID-VET, 2012; ID-VET, 2020).

Estudos indicam que, na maioria dos bovinos e ovinos infectados com SBV,
0s anticorpos anti-SBV duram pelo menos 38 e 48 meses e a maioria dos bezerros e
cordeiros nascidos de vacas ou ovelhas infectadas com SBV mostraram-se
protegidas da infeccdo com SBV pelo menos nos primeiros seis anos e quatro
meses (ENDALEW et al., 2019a).

2.3.6 Prevencéo e controle

A falta de entendimento sobre o impacto econdmico do SBV nos paises
afetados resultou em baixa aceitacdo da vacina, mas é provavel que a imunidade do
rebanho ao virus em nivel europeu e local diminuiu, criando condi¢Bes potenciais
para outro surto de deformidades fetais (STAVROU et al., 2017).

Vacinas inativadas ou vivas atenuadas tém sido desenvolvidas em paises
considerados como enzooticos, mas ainda ha interesse no desenvolvimento de
vacinas contra o SBV que permitiiam a diferenciacdo de animais infectados de
vacinados - DIVA (ENDALEW et al., 2019b).

Em regibes enzodticas, a manutencdo e a verificacdo regular dos
diagndsticos sdo necessarias e em regides ainda néo afetadas, adequados sistemas
de diagnosticos devem ser estabelecidos para serem preparados para uma possivel
introdugéo do agente (WERNIKE; BEER, 2019).

Quando um pais esta livre de um patégeno importante, mas corre risco de

sua introducdo, a vigilancia visa a deteccdo precoce de surtos, por meio de
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indicadores e doengas em populacdes definidas para aumentar a probabilidade de
deteccdo oportuna de ameaca indefinida (nova) ou inesperada (exotica ou
reemergente) e permite medidas de controle (se necessario) a serem implementadas
rapidamente quando a incidéncia de casos for ainda baixa. Recursos precisam ser
alocados para a identificacdo do patégeno, seu mecanismo de transmissao e seu
potencial zoonético. Além disso, seu impacto em termos de doenca clinica em
animais afetados e seus descendentes e em termos de perda de produtividade
precisa ser estimado (VELDHUIS et al., 2019).

2.4 LEPTOSPIRA spp.

2.4.1 Importancia

A leptospirose € uma doenga zoonotica de grande impacto na saude publica
humana e veterinaria, causada por bactérias do género Leptospira (WOAH, 2022,
ZAMIR et al., 2022). O primeiro relato da leptospirose no Brasil ocorreu no Para, em
1917 (MCDOWEL, 1917)

Atualmente, é considerada uma doenca emergente ou reemergente,
aumentando a preocupacdo com as medidas de prevencdo de doencas humanas,
em animais de producdo e o papel da vida selvagem em todo o processo
epidemiolégico (ZBIGNIEW et al., 2022).

Estima-se que a leptospirose seja uma das principais zoonoses, com
importancia social e econdmica por apresentar elevada incidéncia em determinadas
areas, com alto custo hospitalar e perdas de dias de trabalho e ocasiona, a cada
ano, mais de 1 milhdo de casos em todo o mundo, com letalidade que pode chegar a
40% (COSTA et al., 2015; LEITE et al., 2018).

Contudo, a leptospirose humana € classificada como Doenca Tropical
Negligenciada (DTN), por sua estreita relacdo com a pobreza, desinteresse publico
pela sua resolucdo e possivel necessidade de tratamento oneroso permanente ou de
longo prazo apos a infecgcdo (MARTINS; SPINK, 2020).
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Na pecuaria bovina, ocasiona um grande impacto, produzindo disturbios
reprodutivos como infertilidade, aborto, natimortalidade e mortalidade perinatal
(CHEUQUEPAN VALENZUELA et al., 2020).

2.4.2 Agente etioldgico

O agente é uma bactéria do género Leptospira, Familia Leptospiraceae,
Ordem Leptospirale, Classe Spirochaetia, Filo Spirochaetota, Subreino Negibacteria
Reino Bacteria (PARKER; TINDALL; GARRITY, 2019).

O género Leptospira spp., consiste em 66 espécies e existem mais de 300
sorovares de leptospira distintos reconhecidos e estdo organizados em 30
sorogrupos. Os sorovares patogénicos e ndo patogénicos podem pertencer a
mesma genoespécie e, como ja foi demonstrada heterogeneidade genética dentro
do mesmo sorovar, o uso de ambas as classificacdes para a determinacdo de uma
cepa esta bem estabelecido (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020; WOAH, 2021).

Quanto a patogenicidade, o género foi reclassificado em 13 espécies
patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L. interrogans, L.
fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L. terpstrae, L. wellii e L.
wolff (URZEDA et al., 2020).

Tradicionalmente é dividido em duas espécies, Leptospira interrogans, com
varios sorovares patogénicos, Leptospira biflexa com sorovares sapréfitas. O género
esta dividido com base na diferenciacdo molecular entre os diversos sorovares,
considerando a classificacdo das espécies por homologia de DNA e, dentro de cada
espécie, 0os sorovares sdo reconhecidos baseando nas reagdes soroldgicas, sendo
aqueles com antigenos incluidos em um mesmo sorogrupo (MELO; PECONICK,
2019).

As leptospiras sdo bactérias gram-negativas, finas, helicoidais enroladas e
medem aproximadamente 0,1 um de didmetro e 6 a 20 ym de comprimento, por iSso
€ necessario a microscopia de campo escuro ou contraste de fase para visualiza-las,
por meio da impregnacdo com metais (coloracdo de prata) ou apos espessamento

artificial por imunoperoxidase ou imunofluorescéncia (MELO; PECONICK, 2019).
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Diferente de outras espiroquetas importantes, como Treponema e Borrelia,
Leptospira spp. apresenta lipopolissacarideos (LPS) em sua superficie,
caracteristica de sua patogenicidade, e outros fatores de viruléncia incluem
proteinas de membrana externa, hemolisinas, proteinas de superficie e adesinas
(RINEHART et al., 2012).

A bactéria pode sobreviver no ambiente por até seis meses, especialmente
em solos basicos (pH, 7,2 a 8,0) e em um ambiente quente e imido, mas geralmente
ndo sobrevive em condicBes secas ou extremamente frias (RINEHART et al., 2012).
A leptospira é mais frequente em solos com umidade > 20% e sobrevive em
temperaturas que variam de 4 a 40°C (BAQUERO; MACHADO, 2019).

2.4.3 Epidemiologia

A leptospirose é uma enfermidade com distribuicdo mundial, apesar da maior
incidéncia registrada em &reas tropicais e subtropicais, é considerada uma das
zoonoses mais difundidas geograficamente no mundo (GUTIERREZ-MOLINA et al.,
2022; ZBIGNIEW et al, 2022).

Os paises situados nos tropicos possuem a maior prevaléncia estimada da
doenca e foram responsaveis por 73% dos casos humanos estimados no mundo,
atribuida as condigcbes ambientais e sociais que promovem a abundancia de animais
reservatorios, a sobrevivéncia da bactéria no solo e nas aguas superficiais e o risco
de exposicao humana a essas fontes de infecgéo (COSTA et al., 2015).

O Brasil teve 40,2% dos casos humanos notificados da América Latina,
seguido em proporcao de casos notificados pelo Peru (23,6%), Colémbia (8,8%) e
Equador (7,2%) (BAQUERO; MACHADO, 2019).

A leptospirose é a zoonose, mais comum na pecuaria leiteira, onde o contato
direto e a manipulacdo constante dos animais podem representar risco para o
homem (GUEDES et al, 2021).

Favero et al. (2001), no periodo de 1984 a 1997, observaram 58,4% (59/101)
de positividade em soros de bovinos procedentes de Alagoas, utilizando a SAM, com
os sorovares Hardjo (55,5%) e Wolffi (11,1%) mais detectados. Outros estudos de

soroprevaléncia de sorovares estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Soroprevaléncia pela SAM, para a infecgdo por Leptospira spp. em alguns estados

brasileiros, distribuidos por ordem crescente de prevaléncia.

Prevaléncia Sorovares Estado Autores

40,5% Hardjo (12,38%), Shermani (11,59%), RO Rocha et al. (2022)
Hebdomadis (10,85%)

45,4% Hardjo (34,49%), Shermani (8,37%) e BA Oliveira et al. (2009)

Wolffi (5,34%)

47,6% Hardjo (21,98%), Bratislava (15,73%), PE Oliveira et al. (2001)
Castellonis (11,64%)

82,4% Wolffi (36,49%), Shermani (18,43%), MS Santos et al. (2021)
Hebdomadis (8,66%)

89,7% Hardjo (58,17%), Icterohaemorragiae PB Pimenta et al. (2014)

(17,32%) e Australis (4,58%)
100% Patoc (97%), Castellonis (84%) e MA Paixao et al. (2016)

Hardjo (83%)

Os sorovares Hardjo e Wolffi pertencem ao mesmo sorogrupo e sao descritos
como os mais frequentes na espécie bovina, destacam-se também o0s sorovares
Pomona, Grippotyphosa e Icterohaemorrhagiae (SANTOS et al., 2021).

O sorovar Hardjo possui dois tipos distinguiveis apenas geneticamente:
Leptospira interrogans sorovar Hardjo (tipo Hardjoprajitno) e Leptospira
borgpetersenii sorovar Hardjo (tipo Hardjo-bovis) (FURQUIM; SANTOS; MATIAS,
2021).

Além das caracteristicas climaticas, como a alta frequéncia de chuvas,
temperaturas quentes e pH do solo favoraveis a sobrevivéncia do agente e a
preservacdo de sua patogenicidade por longos periodos, existem animais silvestres
portadores de diferentes sorovares de Leptospira spp., 0 que aumenta a exposi¢cao
dos bovinos a um ambiente muito contaminado (MARTINS; LILENBAUM, 2017).

Leptospira spp. pode infectar qualquer espécie animal, mas na realidade
apenas um pequeno numero de sorovares sao enzoo6ticos em qualquer regido ou
pais em particular e cada sorovar tende a ser mantido em hospedeiros de

manutencao especificos (WOAH, 2021).
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Um hospedeiro de manutencdo € definido como uma espécie em que a
infeccdo é endémica e geralmente € transferida de animal para animal por contato
direto (LEVETT, 2001).

Infec¢gBes acidentais em bovinos podem ser ocasionadas por uma variedade
de outros sorovares tais como: Pomona, Icterohaemorrhagiae, Grippotyphosa,
Canicola, Hebdomadis, Sejroe, Pyrogenes, Autumnalis, Australis, Javanica,
Tarassovi (ELLIS, 2015).

Portanto, em qualquer regido, uma espécie de animal doméstico sera
infectada por sorovares mantidos por uma espécie ou por sorovares mantidos por
outras espécies animais presente na area. A importancia relativa dessas infeccfes
incidentais é determinada pela oportunidade de que fatores sociais, de gestdo e
ambientais prevalecentes proporcionam o0 contato e a transmissao de leptospiras de
outras espécies (WOAH, 2021).

A transmissdo desse patdgeno depende dos hospedeiros (por exemplo,
imunologia e fisiologia) e do ambiente, por exemplo, agua, pH dos solos,
precipitacdo anual e temperatura média anual (GUTIERREZ-MOLINA et al., 2022).

As infeccbes em bovinos ocorrem por contato direto com a urina ou
indiretamente por contato com agua e alimento contaminado. Esse mecanismo de
transmissdo € essencial para infeccbes incidentais, onde outras espécies
hospedeiras, como suinos e animais selvagens que atuam como reservatorios
(LOUREIRO; LILENBAUM, 2020). O bovino pode se infectar pelo contato direto
também com fluidos genitais de animais infectados, ou indiretamente de um
ambiente contaminado, mas também pode ocorrer transmissdo venérea e
transplacentaria (MUGHINI-GRAS et al. 2014).

Para infeccbes por sorovares adaptados, o contato direto deve ser
considerado, principalmente por contaminacdo pela urina, que esta bem
documentada, mas a transmissdo sexual é constantemente subestimada e ndo deve
ser negligenciada (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020).

O sorovar Hardjo pode ser isolado em leite cru infectado armazenado a 4°C
por um periodo de 10 dias (MAZZOTA et al., 2021). A excrec¢do de leptospiras
patogénicas de hospedeiros bovinos soronegativos ndo € incomum e destaca a
utilidade limitada da SAM para detectar animais portadores
assintomaticos (HAMOND et al., 2022).
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Dentre os fatores de risco para a leptospirose pode-se citar o tamanho do
rebanho, compra de reprodutores, compartihamento de pastagem, abate de
reprodutores na propriedade, criacdo de suinos, cdes, equinos, animais silvestres e
presenca de cervideos (OLIVEIRA et al., 2010).

2.4.4 Patogenia e sinais clinicos

Os genes de viruléncia da Leptospira spp ndo possui homologos em outras
espécies bacterianas, e possui um mecanismo de viruléncia Unico (KARPAGAM,;
GANESH, 2020). A alta mobilidade conferida pelos flagelos periplasmaticos da
leptospira permite que as bactérias invadam o organismo hospedeiro por penetragédo
ativa (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020).

A bactéria penetra o hospedeiro a partir do ambiente por meio de ferimento ou
qualquer contato mucoso, rompe a transmembrana e entra na corrente sanguinea
através de fatores quimiotaticos em dois a sete dias a partir do dia da inoculagdo no
hospedeiro (KARPAGAM; GANESH, 2020).

Com a invaséao do tecido e do sistema vascular a bactéria coloniza e persiste
no tdbulo proximal do rim, o que pode resultar em inflamag&do croénica tubulo-
intersticial, bem como fibrose (MIGUEL et al., 2020). Muitos animais tornam-se
portadores e excretam a bactéria intermitentemente (YAMAGUCHI et al., 2018) e
podem contaminar o solo, aguas superficiais, corregos, pocas e rios (LOUREIRO E
LILENBAUM, 2020).

A patogénese da bactéria no trato reprodutivo € desconhecida, embora
tenham sido identificados mediadores da resposta inflamatéria, que podem alterar a
ovulagdo, o desenvolvimento embrionario inicial e a implantacdo (ORJUELA;
PARRA-ARANGO; SARMIENTO-RUBIANO, 2022).

Muitas infeccbes por Leptospira spp. em bovinos sdo subclinicas,
particularmente em animais ndo gestantes e nao lactantes, e sao detectadas apenas
pela presenca de anticorpos ou lesdes de nefrite intersticial durante o abate
(GROOMS; BOLIN, 2005; SENTHILKUMAR; RAVIKUMAR, 2022). A gravidade
desta doenca depende da patogenicidade e da carga bacteriana além do estado

imunolégico do paciente (MIGUEL et al., 2020). No entanto, sinais envolvendo a
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doenca grave sdo incomuns e estdo associadas a infeccdo por cepas pertencentes
aos sorogrupos Pomona, Icterohaemorrhagiae e Grippotyphosa em animais jovens,
que podem apresentar pirexia, anemia hemolitica, hemoglobinuria, ictericia,
ocasionalmente meningite e morte, e em vacas lactantes, infec¢bes acidentais
(ELLIS, 2015).

A forma clinica é caracterizada por sinais de alta temperatura 39°C a 40°C,
inicio subito de agalactia (em vacas leiteiras e ovelhas adultas); ictericia e
hemoglobinuria, especialmente em animais jovens; meningite; e insuficiéncia renal
aguda ou ictericia em cades (WOAH, 2021; SENTHILKUMAR; RAVIKUMAR, 2022).

Os bezerros podem apresentar dores musculares intensas, tendendo a
aparecer entre trés a sete dias apdés o inicio dos sinais, pode-se observar
hepatoesplenomegalia (MIGUEL et al., 2020).

A forma subaguda a crénica da doenca é mais frequentemente associada as
sequelas reprodutivas, incluindo infeccao fetal em vacas prenhes, apresentando-se
como aborto de um feto autolisado, natimorto ou nascimento de bezerros prematuros
e fracos infectados, infertilidade, insuficiéncia renal cronica ou cronica ativa hepatite
em caes; e casos de oftalmia periédica em cavalos (GROOMS; BOLIN, 2005;
WOAH, 2021).

Recentemente, foi descrita uma sindrome distinta denominada Leptospirose
Genital Bovina (LGB), uma doenca reprodutiva silenciosa e cronica caracterizada por
morte embrionaria levando a repeticdo do estro e subfertilidade, a forma mais
comum de leptospirose em bovinos, no entanto a sua caracteristica subclinica a
torna uma sindrome negligenciada (LOUREIRO; LILENBAUM., 2020).

2.4.5 Diagnéstico

O diagnéstico laboratorial da leptospirose pode ser complexo e envolve testes
que se enguadram em dois grupos: um de deteccdo do antigeno em tecidos ou
fluidos corporais de animais e 0 outro com 0 objetivo de detectar anticorpos anti-

Leptospiras. O teste especifico selecionado depende da finalidade da investigacéo
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epidemiolégica (por exemplo, pesquisas de rebanho ou testes individuais em
animais) e sobre os testes ou conhecimentos disponiveis na area (WOAH, 2021).

Dentre o0s testes diretos destacam-se a coloracdo das laminas de
histopatologia com prata que permite a visualizagdo direta do patégeno nos tubulos
renais (WOAH, 2020).

A imunohistoquimica é um método direto de facil execucdo e que demanda
pouco tempo de preparacdo, na rotina diagnéstica pode ser utilizada para investigar
quanto a presenca de leptospiras em amostras de tecidos provenientes de fetos
abortados ou animais suspeitos (HAANWINCKEL et al., 2004). A PCR é um teste
direto que possui protocolos amplamente variaveis (WOAH, 2020).

O procedimento para o cultivo direto da bactéria, apesar de ser o melhor
método para determinar o sorovar infectante, é trabalhoso e requer longos periodos
de incubacédo, que pode levar de 12 a 26 semanas (WOAH, 2020). O isolamento
bacteriano possibilita a inclusdo de cepas isoladas na bateria de antigenos de
referéncia, utilizada na SAM, util em estudos epidemioldgicos, assim como a analise
protedmica, que avalia diferencas protéicas intraespécies e sorotipos, para uma
compreensao melhor da patogenicidade de diversas cepas bacterianas e
possibilitando a criacdo de novos tipos de vacinas para bovinos com cepas regionais
em areas endémicas (CHIDEROLI et al., 2016).

Considerando a dificuldade do isolamento bacteriano, rotineiramente o
diagndstico é direcionadao para a deteccdo de anticorpos (DELOOZ, et al., 2017;
SILVA PINTO et al., 2016). A SAM ¢é considerada o teste sorolégico padréo e os
antigenos selecionados para 0 uso neste teste devem incluir cepas representativas
dos sorogrupos conhecidos existentes na regido, bem como aquelas que se sabe
serem mantidas, mesmo que em outra regido, pela espécie hospedeira em teste
(WOAH, 2021). Seu valor epidemioldgico reside em sua capacidade de distinguir o
sorogrupo circulante. No entanto, este ensaio requer experiéncia significativa para
ser realizado, a variacdo interlaboratorial nos resultados € alta e os resultados
devem ser interpretados com cautela (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020).

A SAM possui alta especificidade sendo amplamente adotado para deteccdo
de infeccdo por Leptospira em humanos e animais. A sensibilidade do teste é baixa
(pode ser inferior a 50%) para deteccdo de infeccdo em animais individuais,

especialmente para deteccdo de infecgbes crbnicas com sorovares adaptados ao
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hospedeiro (ZAMIR et al., 2022). Animais infectados podem abortar ou ser
portadores renais/genitais com titulos SAM abaixo do titulo significativo minimo
amplamente aceito de 1/100 (dilui¢cdo final) (WOAH, 2021).

2.4.6 Prevencao e controle

A dinamica da epidemiologia da leptospirose e a diversidade de animais
selvagens que podem estar atuando como reservatorios podem tornar o controle da
leptospirose bovina muito desafiador, caro e frustrante. Para reduzir os efeitos da
doenca em bovinos, foi proposto que o controle deve incorporar terapia antibiotica
trinomial (principalmente estreptomicina), vacinacdo sistematica (bacterinas de
célula inteira) e manejo ambiental (LOUREIRO; LILENBAUM, 2020).

Os estudos de soroprevaléncia demonstram a necessidade do reforco de
medidas de prevencdo e controle, em particular a vacinacéo, por ser um método
eficaz e pratico (PIMENTA et al., 2014).

A implementagcdo de um programa de biosseguranca contribui para a
prevencdo e controle e quepode incluir: controle de pragas nas fazendas e
programas extras de sanitizagdo ambiental, remocdo de pilhas de material a ser
descartado, corte de &reas perimetrais, utilizacdo de cerca nas pastagens
compartilhadas com outros rebanhos ou por espécies diferentes (especialmente
ovinos e suinos) ou com animais silvestres, bem como limitar o acesso a fontes
potencialmente contaminadas (Adgua), manutencdo de um rebanho fechado
(proibicdo de movimentos de animais) e administracdo de suplementos vitaminicos e
minerais de alta qualidade para prevenir o apetite depravado, particularmente a
ingestao de chorume e urina (MUGHINI-GRAS et al., 2014).

Um método para controlar a leptospirose combina a reducao da prevaléncia
da infeccdo por sorovares mantidos na populacdo e a diminuicdo do grau de
exposicao ecologica a leptospira mantida por animais de vida livre (NICOLINO et al.,
2014).

Além da vacinacdo com os sorovares da regido, para se alcancar o controle

séo necessarios esfor¢cos no cultivo de cepas locais, além dos avangos na tipagem
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molecular, para que a leptospirose ndo permaneca endémica nos paises em
desenvolvimento (LILENBAUM; MARTINS, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Realizar um estudo sorolégico das infecgBes pelo Alphaherpesvirus Bovino
tipo | (BoAHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV), Virus de Schmallenberg

(SBV) e Leptospira spp. em bovinos no Estado de Alagoas, Brasil.

3.2. Especificos

- Determinar a prevaléncia da infeccédo por Alphaherpersvirus Bovino tipo 1 (BoAHV-
1);

- Determinar a prevaléncia da infec¢ao por Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV);

- Determinar a prevaléncia da infec¢ao por Virus de Schmallenberg (SBV);

- Determinar a prevaléncia da infec¢ao por Leptospira spp.
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CAPITULO 1

ARTIGO 1

Soroprevaléncia da infec¢éo por alphaherpesvirus bovino tipo 1 (BoAHV-1),
virus da diarreia viral bovina (BVDV), Leptospira spp. e coinfeccdo em bovinos
em Alagoas, Brasil

(Artigo a ser submetido para a revista Pesquisa Brasileira Veterinaria)
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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa realizar um estudo de soroprevaléncia das
infeccdes por Alphaherpesvirus Bovino 1 (BoAHV-1), Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDV) e Leptospira spp. em bovinos criados no Estado de Alagoas, Brasil. Foram
analisadas 460 amostras da soroteca de Agéncia de Defesa Agropecuéaria de
Alagoas-ADEAL, procedentes de bovinos n&o vacinados de 100 propriedades
distribuidas em 99 municipios alagoanos e nas trés mesorregides: Agreste, Leste e
Sertdo. O diagnodstico soroldgico foi realizado com kits comerciais de Ensaio
Imunoenzimético (ELISA) indireto para pesquisa de anticorpos anti-BoAHV-1e BVDV
e por meio do teste de soroaglutinagdo microscépica (SAM) para pesquisa de
anticorpos anti-Leptospira spp. Observou-se uma soroprevaléncia de 75% (345/460)
para BoAHV-1, 53,3% (245/460) para BVDV, 36,5% (168/460) para Leptospira spp.
A variagdo da prevaléncia por propriedade em cada mesorregido foi de 85,1%
(21/24) a 93,8% (46/49) para BoAHV-1; 70,3% (19/27) a 83,3% (20/24) para BVDV e
65,3% (32/49) a 83,3% (20/24) para Leptospira spp. Observou-se maior
soropositividade para BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp., 61,0% (212/345) e 61,0%
(148/245), 52,3% (88/188) respectivamente, nos animais procedentes da
mesorregido Leste, com associacdo significativa para BOAHV-1 e BVDV (p<0,005).
A coinfeccao de BoAHV-1 e BVDV esteve presente em 45% (206/460) das amostras
analisadas, de BOAHV-1 e Leptospira spp. em 26,52% (122/460), BVDV e
Leptospira spp. 20,22% (93/460), e BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp. 16,96%
(78/460). Os sorovares de Leptospira spp. mais prevalentes foram Tarassovi
(19,56%; 90/460), Wolffi (15,87%; 73/460), Prajtino (15,22%; 70/460) e Bovis
(13,26%; 61/460). Sugere-se a atuacao integrada dos érgdos de defesa oficial com a
implementacdo de um programa sanitario especifico para as infeccdes por BoAHV-
1, BVDV e Leptospira spp., visando o monitoramento, a eliminagdo gradual dos
animais positivos, implementacdo de um programa de vacinacdo e aplicacdo de
medidas de biossegurancga, para minimizar os impactos econémicos e sanitarios nos
rebanhos do estado de Alagoas, Brasil.

Palavras-chave: aborto; emergente; laténcia; sorologia; vetor

ABSTRACT
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The objective of this research was to conduct a seroprevalence study of infections by
Bovine Alphaherpesvirus 1 (BoAHV-1), Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) and
Leptospira spp. in cattle raised in the State of Alagoas, Brazil. A total of 460 samples
from the Agricultural Defense Agency of Alagoas-ADEAL were analyzed, coming
from unvaccinated cattle from 100 properties distributed in 99 municipalities in
Alagoas and in the three mesoregions: Agreste, Leste and Sertdo. The serological
diagnosis was performed with commercial indirect Immunoenzymatic Assay (ELISA)
kits to search for anti-BoAHV-1 and BVDV antibodies and through the microscopic
agglutination test (SAM) in the field dark for anti-Leptospira spp antibodies. There
was a seroprevalence of 75% (345/460) for BoOAHV-1, 53.3% (245/460) for BVDV,
36.5% (168/460) for Leptospira spp. The variation in prevalence by property in each
mesoregion ranged from 85.1% (21/24) to 93.8% (46/49) for BoAHV-1; 70.3%
(19/27) to 83.3% (20/24) for BVDV and 65.3% (32/49) to 83.3% (20/24) for
Leptospira spp. There was a higher seropositivity for BoAHV-1, BVDV and
Leptospira spp., 61.0% (212/345) and 61.0% (148/245), 52.3% (88/188) respectively,
in animals from from the East mesoregion, with a significant association for BoAHV-1
and BVDV (p<0.005). BoAHV-1 and BVDV co-infection was present in 45%
(206/460) of the analyzed samples, BoAHV-1 and Leptospira spp. in 26.52%
(122/460), BVDV and Leptospira spp. 20.22% (93/460), and BoAHV-1, BVDV and
Leptospira spp. 16.96% (78/460). The serovars of Leptospira spp. most prevalent
were Tarassovi (19.56%; 90/460), Wolffi (15.87%; 73/460), Prajtino (15.22%; 70/460)
and Bovis (13.26%; 61/460). It is suggested the integrated action of the official
defense agencies with the implementation of a specific health program for infections
by BoAHV-1, BVDV and Leptospira spp., aiming at monitoring, the gradual
elimination of positive animals, implementation of a vaccination program and
application of biosafety measures to minimize the economic and health impacts on

herds in the state of Alagoas.

Key-words: abortion; emergente; latency; sorology; diarrhea; vector
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INTRODUCAO

A diarreia viral bovina, a rinotraqueite infecciosa bovina e a leptospirose
sdo doencas que ocasionam grandes impactos na bovinocultura. Estdo incluidas na
lista de doengas de notificacdo obrigatoria da Organizagdo Mundial de Saude Animal
— WOAH (WOAH, 2022) e da lista de doencas de bovinos e de mdltiplas espécies
(leptospirose) que requerem notificacdo mensal de qualquer caso confirmado do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2013).

BoAHV-1 pode ocasionar perdas, principalmente, relacionadas aos
disturbios reprodutivos (BEZERRA et al., 2012). O custo médio da infeccdo com
BoHV-1 foi estimado em US$ 379 por vaca infectada, considerando a probabilidade
de aborto (CAN; ATASEVEN; YALCIN, 2016).

A infeccdo por BVDV tem um impacto devido aos prejuizos dos sinais
clinicos, como lesbGes orais, ulceracbes e erosées no trato digestivo, abortos,
malformacfes congénitas e mortalidade neonatal, repeticdo de cio, infertilidade ou
diminuicdo da producéo de leite (NORONHA; CAMPOS; SARDI, 2003, FINO et al.,
2012). As perdas monetérias diretas devido ao BVDV variam de €0,45 a
€604,13/animal/ano (YUE et al., 2022).

A leptospirose € uma doenca zoonotica responsavel por distlrbios
reprodutivos como infertilidade, aborto, natimortalidade e mortalidade perinatal
causada por infeccéo pelo género Leptospira spp. (CHEUQUEPAN VALENZUELA et
al., 2020; WOAH, 2022; ZAMIR et al., 2022).

Os programas de controle e erradicacdo estao se tornando cada vez mais
comuns em grande parte do mundo (LANYON et al., 2014), mas apesar dos
prejuizos causados pela ocorréncia dessas infecgces amplamente disseminadas nos
rebanhos bovinos, ndo existe no Brasil um Programa Oficial de Prevencdo e
Controle. Objetivou-se com esta pesquisa determinar a soroprevaléncia de bovinos
naturalmente infectados com BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp. no estado de

Alagoas, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Etica
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Este projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais
/Universidade Federal Rural de Pernambuco — CEUA/UFRPE com aprovacéo pelo
parecer 04/2020.

Amostragem

Realizou-se um estudo epidemiologico transversal de soroteca com
delineamento estatistico e informacbes sobre as propriedades selecionadas
empregadas no estudo da brucelose bovina no estado de Alagoas no ambito do
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT), coordenado pelo Departamento de Defesa Animal do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento e pela Agéncia de Defesa e Inspecéo
Agropecuaria de Alagoas (ADEAL).

Para esta pesquisa, foram selecionadas todas as amostras procedentes
da soroteca oriundas de bovinos em idade reprodutiva, de propriedades com
rebanhos com pelo menos cinco animais e nao vacinados contra BoAHV-1, BVDV,
Leptospira spp., totalizando 460 amostras. Uma propriedade foi considerada positiva

guando apresentou pelo menos um animal soropositivo.

ELISA Indireto para BoAHV-1 e BVDV

As amostras foram testadas com kits iIELISA (IDEXX Laboratories®,
Westbrook, Maine, EUA) para pesquisa de anticorpos anti-BoAHV1 Ab (sensibilidade
de 97,4% e especificidade de 99,8%) e anti-BVDV (sensibilidade de 98,5% e
especificidade de 99,4%).

A interpretacdo dos resultados foi determinada através da comparagao
das porcentagens de bloqueio da amostra com as porcentagens esperadas de

acordo com as instrucdes de teste do fabricante.

Soroaglutinacdo de microscopia em campo escuro

A técnica de soroaglutinacdo de microscopia em campo escuro foi
realizada com antigenos, conforme as normas do Ministério da Saude (BRASIL,
1995). 17 sorovares de leptospiras patogénicas: Bratislava, Castellonis, Canicola,
Djasiman, Grippotyphosa, Copenhageni, Icterohemorraghiae, Pomona, Pyogenes,

Hardjo, Wolffi, Tarassovi, Prajtino, Minis, CTG. Bovis, Guaricura, conforme Tabela 1.
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As placas foram incubadas em estufa a 37°C por uma hora e lidas em microscopio
de campo escuro. As amostras que apresentavam 50% ou mais de aglutinacdo no
sorovar correspondente, eram tituladas. O titulo final da amostra, correspondia ao

maior titulo em que houve 50% ou mais de aglutinacdes.

Anélise estatistica
A soroprevaléncia para as infecgcdes por BoAHV-1, BVDV e Leptospira

spp., foi determinada empregando-se andlise descritiva dos dados. Utilizou-se o
teste de qui-quadrado ou o teste exato de Fisher quando necessario para verificar
associacdo das mesoregibes com a soroprevaléncia e coinfeccdo. Diferenca
estatistica significativa foi considerada quando p < 0,05. As andlises foram
realizadas no pacote estatistico Epi Info versdo 7.2.3.1 (Atlanta, USA).

A prevaléncia real (PR), o valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo
negativo (VPN), foram calculados empregando-se as seguintes férmulas:
PR= Pa+SP-1

SE +SP -1

VPP = Pa*SE
Pa*SE+ (1-Pa)*(1-SP)

VPN=___ (1-Pa)*SP____
(1-Pa)*SP + (1-SE) *Pa

Onde:

Pa = prevaléncia aparente;

SP = especificidade do Kkit;

SE = sensibilidade do kit.

RESULTADOS

Das 460 amostras analisadas neste estudo, a prevaléncia real foi de 76%
(345/460) para BoAHV-1, 53,7% (245/460) para BVDV e 36,5% (168/460) para
Leptospira spp., com titulos variando de 100 a 1600. Os sorovares de Leptospira
spp. mais prevalentes foram 19,56% (90/460) Tarassovi, 15,87% (73/460) Wolfii,



15,22% (70/460) Prajitino e 13,26% (61/460) Bovis, conforme demonstrado na

Tabela 1.

Tabela 1. Distribuigdo da soroprevaléncia por titulagdo dos sorovares de Leptospira spp. em bovinos

procedentes no estado de Alagoas, Brasil.

Sorovar (Prevaléncia)

Titulagéo (Prevaléncia)

Tarassovi (19,56% - 90/460)

Wolffi (15,87% - 73/460)

Prajitino (15,22% - 70/460)

Bovis (13,26% - 61/460)

Canicola (1,30% - 6/460)

Copenhageni (1,30% - 6/460)

Pyogenes (1,30% - 6/460)

Castellonis (1,08% - 5/460)

Pomona (0,22% - 1/460)
Guaricura (0,22% - 1/460)

100 (7,39% - 34/460)
200 (7,39% -34/460)
400 3,04% - 14/460)
800 (1,09% -5/460)
1600 (0,65% - 3/460)
100 (7,61% - 35/460)
200 (5,00 — 23/460)
400 (2,17% - 10/460)
800 (1,09% - 5/460)
200 (8,70 — 40/460)
400 (4,78 — 22/460)
800 (1,74% - 8/460)
100 (6,09% - 28/460)
200 (3,91% -18/460)
400 (2,17% - 10/460)
800 (1,09% - 5/460)
100 (0,65% - 3/460)
200 (0,65% - 3/460)
100 (0,43% - 2/460)
200 (0,22% - 1/460)
400 (0,65% - 3/460)
100 (1,09% - 5/460)
200 (0,22% - 1/460)
100 (0,87% - 4/460)
200 (0,22% - 1/460)
100 (0,22% - 1/460)
100 (0,22% - 1/460)
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Analisando a distribuicdo das propriedades com amostras positivas de
acordo com as mesorregides, observou-se a variacdo de prevaléncia de 85,1%
(23/27) a 93,8% (46/49) para BoAHV-1; de 70,3% (19/27) a 83,3% (20/24) para
BVDV e de 70,4% (19/27) a 83,3% para Leptospira spp., conforme os dados

descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Distribuigdo da soroprevaléncia para BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp. por mesorregides e

propriedades, em bovinos procedentes no estado de Alagoas, Brasil.

Doenca Mesorregides Propriedades Propriedades Prevaléncia Prevaléncia

" 0 real

(n) positivas (n) aparente (%) (%)

Agreste 24 21 87,5 89,8

BoAHV-1 Leste 49 46 93,8 96,2

Sertao 27 23 85,1 87,3

Agreste 24 20 83,3 84,5

BVDV Leste 49 38 77,5 78,5

Sertao 27 19 70,3 71,0
Leptospira  Agreste 24 20 83,3
spp Leste 49 32 65,3
Sertao 27 19 70,4

Os valores da soroprevaléncia distribuida entre as mesorregides de
origem das amostras estdo dispostos na tabela 3. Observou-se na mesorregiao
Leste soropositividade de 61% (212/345) para BoAHV-1 e 61% (148/245) para
BVDV, ambos resultados com p<0,005. A tabela 4 apresenta a prevaléncia de
coinfeccao para BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp.

Tabela 3. Distribuicdo da soroprevaléncia para BoAHV-1 BVDV e Leptospira spp., distribuidos por

mesorregifes, em bovinos procedentes no estado de Alagoas, Brasil.

Doenca Total de Mesorre Animais positivos por  Prevaléncia  Prevaléncia Valor p
animais gibes regido (n) aparente (%) real (%)

positivos
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(n)

BoAHV-1 345 Agreste
Leste

Sertao

BVDV 245 Agreste
Leste

Sertao

Leptospira spp. 168 Agreste
Leste

Sertao

65
212
68

57
148
40

42
88
38

18,8
61,4
19,7

23,2
60,4
16,3

25
52,3
22,6

19,1
61
20

23,1
61
16

0,0036

0,0229

0,0666

Tabela 4. Distribuicdo da soroprevaléncia de coinfec¢do de BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp. em

bovinos procedentes no estado de Alagoas, Brasil.

Coinfeccao Total de animais Prevaléncia
positivos (n) (%)

BoAHV-1 206/460 45,00%

+ BVDV

BoAHV-1 + 122/460 26,52%

Leptospira spp

BVDV + 93/460 20,22%

Leptospira spp

BoAHV-1 + 781460 16,96%

BVDV

+ Leptospira spp

DISCUSSAO
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Os resultados encontrados confirmam a ocorréncia das infeccdes por
BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp. em bovinos, demonstrando que, assim como em
outros Estados, as trés enfermidades estéo disseminadas em Alagoas, Brasil.

A populacdo bovina estudada estava em idade reprodutiva, contribuindo
para a prevaléncia encontrada, ja que a infeccdo pelo BoAHV-1 aumenta com a
idade (LEITE et al., 2020), o que pode ser estendido para a infeccdo por BVDV e
Leptospira spp. (THOMPSOM et al., 2006).

Anteriormente, um estudo envolvendo amostras oriundas de 21 estados,
analisou, por soroneutralizacdo, 46 amostras de soro de vacas com historico de
aborto em Alagoas, obteve-se 37% (17/46) de positividade para BoAHV-1 no
primeiro relato da infeccao pelo agente no estado (LIMA et al., 2011). No entanto, o
namero de amostras foi menor que esta pesquisa.

Prevaléncia de 79,5% para BoAHV-1 foi relatada em Pernambuco (SILVA
et al., 2015), 68,1% no estado do Maranhdo (BEZERRA, et al., 2019), 73% na
Paraiba (FERNANDES et al, 2019), 60,0% em Goias e 68,7% em S&o Paulo
(ZANATTO et al., 2019). Valores de prevaléncia inferiores foram encontrados 40,9%
no Rio Grande do Sul (DUARTE; SANTANA, 2018) e 48,6% em Minas Gerais
(HAAS et al.,, 2020). Diversos estudos de soroprevaléncia foram descritos para
BVDV: 99,5% em Pernambuco (SILVA et al., 2015), 66,87% no Maranh&o
(BEZERRA et al., 2019), 65,5% na Paraiba (FERNANDES et al., 2018), 59,1% no
Rio Grande do Sul (DUARTE; SANTANA, 2018), 73,1% e 53,1% em duas regides da
Bahia (SOUZA et al., 2019), 62,5% em S&o Paulo (ZANATTO et al., 2019).

Considerando a soroprevaléncia encontrada neste estudo, é importante a
identificacdo e descarte dos animais positivos uma vez que a caracteristica de
laténcia viral induzida por BoAHV-1 favorece o animal portador, que € uma fonte de
infeccdo para o animal suscetivel, perpetua o agente na propriedade e diminui a
produtividade (BEZERRA et al., 2012; COSTA et al., 2015; SILVA et al., 2015). Para
o BVDV, destaca-se que as perdas econdmicas podem ser evitadas com a
implementacdo de triagem precoce e remocédo de bezerros Pl, pois estes nao
produzem resposta adequada as vacinas, 0 que representa um alto risco para o
rebanho e o animal pode ndo expor o seu potencial na producdo (GOMES et al.,
2023).
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Barbosa et al. (2019) observaram que rebanhos leiteiros que utilizam
monta natural, presenca de ordenha mecanica e maior nimero de fémeas sao
importantes fatores de risco para as infecgcdes por BoOAHV-1. Enquanto que a nao
realizacdo de quarentena influencia a taxa de soropositividade para BVDV. Os
autores também observaram que a realizacdo de inseminacao artificial, reduziu o
risco em 56,1% das propriedades da infeccao pelas as duas infecgdes.

Para Leptospira spp., foi relatada prevaléncia em outros estados, de 47,63%
em Pernambuco (OLIVEIRA et al., 2001), 42,86% em regido de fronteira brasileira
(GONCALVES et al., 2021), 40,48% em Rondoénia (ROCHA et al., 2022), 61,1% na
Paraiba (PIMENTA et al., 2014), 65,49% no Para. Favero et al. (2001), no periodo
de 1984 a 1997, observaram 58,4% de positividade em soros de bovinos oriundas
de Alagoas. Favero et al (2001) encontraram 58,4% amostras positivas em um
estudo analisando amostras de soro de bovinos de 21 estados coletadas entre 1984
a 1997. Outro estudo analisou apenas nove amostras das quais quatro se
apresentaram positivas (44,44%) (FURQUIM; SANTOS; MATIAS, 2021). A diferenca
entre os resultados deste estudo e os registrados em outros relatos pode estar
relacionada as regides geograficas, planos de amostragem e medidas de controle
adotadas nas propriedades (MACHADO et al., 2016).

Os dados reforcam a necessidade de adocédo e/ou intensificacdo de
medidas de prevencado e controle desse patdgeno, com o objetivo de evitar perdas
econbmicas e transmissédo do agente aos seres humanos (OLIVEIRA et al., 2013).

Os riscos de infeccdo do bovino por Leptospira spp. também estédo
associados a fatores ambientais como chuvas e clima adverso, fatores de manejo e
sistemas de cultivo com outras espécies produtivas ou a presenca de animais
domésticos (caninos) e animais silvestres (roedores) nos rebanhos (LANCHEROS-
BUITRAGO et al., 2022).

A disseminacdo determina a importancia que esse agente pode
representar na sanidade da bovinocultura (HERRMANN et al., 2012). No sistema
extensivo de criacdo, amplamente utilizado, favorece a ocorréncia da doenca uma
vez que os rebanhos bovinos estdo em contato com outras espécies animais,
principalmente silvestres, que podem ser importantes reservatérios, favorecendo a
permanéncia e disseminacdo do agente etiolégico (SANTOS et al., 2021). Na

pecuaria leiteira intensiva, os sistemas de manejo podem contribuir para a
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prevaléncia da doenca clinica, destacando a préatica de separar bezerros ao nascer e
apenas expondo-0s ao rebanho adulto infectado apds maturidade, garantindo assim
uma reposicao regular de animais totalmente susceptiveis (ELLIS, 2015).

Dentre os sorovares, O sorovar Tarassovi foi o mais frequente neste
estudo, provavelmente decorrente do sistema de criacdo consorciada com outras
espécies, como 0s suinos, que sdo hospedeiros de manutencdo deste sorovar
(LEITE et al.,, 2018) e animais selvagens levantando a suspeita de envolvimento
dessas espécies como reservatorios e potenciais transmissores (HASHIMOTO et al.,
2015).

Este sorovar pode ser persistentemente, embora intermitentemente,
excretado pela urina (HAMOND et al., 2022) mas ndo esta incluido nas vacinas
comerciais para bovinos disponiveis no mercado, que possuem em sua composi¢cao
os antigenos Pomona, Wolffi, Hardjo, Icterohaemorrhagiae, Canicola e
Grippotyphosa (SANTOS et al., 2021), o que reforca estes estudos para
conhecimento das variantes circulantes e atualizacdo das cepas vacinais.

O sorovar Wolffi, segundo mais encontrado neste estudo reforca a
importancia de pesquisas para isolar esse sorovar, uma vez que nunca foi isolado de
bovinos brasileiros (OLIVEIRA et al., 2018).

O sorovar Hardjo, € o principal responséavel pela leptospirose bovina. Este
sorovar ja foi identificado como duas espécies, L. interrogans sorovar Hardjo (tipo
Hardjoprajtino) e L. borgpetersenii sorovar Hardjo (tipo Hardjobovis, mais prevalente
em todo o mundo), neste estudo com 15,22% e 13,26%, respectivamente
(ORJUELA; PARRA-ARANGO; SARMIENTO-RUBIANO, 2022), permitindo inferir
que perdas reprodutivas possam estar ocorrendo nestes rebanhos (GENOVEZ et al,
2011), assim como o sorovar Hardjo gendtipo Prajtino tem a capacidade de colonizar
e persistir no trato genital de vacas e touros infectados sugerindo que a
disseminacdo venérea possa ser um fator de transmissdo nos rebanhos deste
estudo (ELLIS, 2015). Favero et al. (2001) detectaram em um estudo 0s sorovares
Hardjo (55,5%) e Wolffi (11,1%) em Alagoas.

Os sorovares Hardjoprajtino e Hardjobovis encontrados neste estudo, sdo
0s principais agentes da Leptospirose Genital Bovina, relatada recentemente, uma
doenca reprodutiva silenciosa e crénica caracterizada por morte embrionaria levando

a repeticdo do estro e subfertilidade, que apesar de ser a mais comum de
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leptospirose em bovinos, sua caracteristica subclinica a torna uma sindrome
negligenciada (LOUREIRO; LILENBAUM., 2020).

Destarte, ndo pode ser descartada a possibilidade de reacfes cruzadas,
entre sorovares membros do sorogrupo Sejroe, como 0s encontrados neste estudo,
Prajtino ou Wolffi, poderia estar infectando o animal (SILVA PINTO et al., 2016).

Diferente dos titulos inferiores a 1:100 e 1:200, que indicam leptospirose
endémica, os titulos individuais acima de 1:800 encontrados para 0S sorovares
Tarassovi (1,74%), Prajitino (1,74%), Wolffi (1,09%) e Bovis (1,09%) € ainda mais
preocupante pois caracterizam infeccdo ativa com possivel leptospiraria e
contaminagcdo ambiental (SCHILLINGS et al., 2019). Além disso, refor¢a o potencial
zoondtico do consumo de leite cru, habito comum na regido, visto que o sorovar
Hardjo pode ser isolado em leite cru infectado armazenado a 4°C por um periodo de
10 dias (MAZZOTA et al., 2021). Nesta perpesctiva, estes dados requerem uma
mobilizacao &gil por parte dos érgdos de fiscalizacdo, uma vez que, coloca-se em
risco a producao, reproducédo e saude publica.

A distribuicdo encontrada da prevaléncia por mesorregides a partir de
87,3% para BoAHV-1, de 71% para BVDV e 65,3% de Leptospira spp., demonstra a
disseminacdo das infec¢cdes nos rebanhos, corroborando com resultados de outros
autores em estudos no Maranhao (SOUSA et al.,, 2009), Bahia (CHAVES et al.,
2012), Pernambuco (SOUZA et al., 2019) e Rondbdnia (ROCHA et al, 2022),
indicando que a atuacao dos orgaos de defesa por meio de estratégias sanitarias
especificas e implementacédo de medidas de prevencao e controle, pode alcancar as
propriedades de bovinos de forma mais ampla e efetiva.

Verificou-se na observacdo da prevaléncia nas mesorregibes uma
associacdo para a ocorréncia na mesorregido leste. A origem do animal é um
aspecto relevante para detectar dados epidemioldgicos caracterizando, assim,
aspectos sanitarios dos animais locais. De acordo com o IBGE (2021) a mesorregido
leste possui o maior rebanho dentre as mesorregibes alagoanas, com
aproximadamente 591.876 bovinos (agreste e sertdo possuem 395.653 e 333.707
bovinos, respectivamente) o que favorece a disseminacdo desses agentes,
principalmente pelas movimentacdes de animais nao fiscalizadas. Outro fator é que
a criacdo de bovino de corte tem crescido no leste alagoano, como alternativa por
parte dos grandes latifundiarios (ALAGOAS, 2017), caracterizando propriedades
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com maior extensdo, numero elevado de animais, menor taxa de substituicdo de
vacas e menor nivel de controle sanitario de doencas reprodutivas em comparacao
com fazendas leiteiras (DIAS et al., 2013).

A ocorréncia de coinfeccdo demonstra a potencializacdo dos prejuizos
relacionados as infec¢cbes e a dificuldade de manejo profilatico especifico. Outros
autores também observaram a coinfec¢do para os agentes, mas em proporcdes
menores que este estudo, 8,41% (MELO et al., 2004) e 31,4% (BARBOSA et al.,
2019), sugerindo que as medidas de prevencéo e controle para BoAHV-1, BVDV e
Leptospira spp. nas propriedades avaliadas podem estar ausentes ou serem
ineficazes, necessitando de intervencédo técnica urgente para minimizar os impactos
sanitarios e econdmicos nos rebanhos.

A nao utilizacdo de vacinas nos rebanhos deste estudo indica que a
prevaléncia encontrada é resultante da exposi¢cdo natural aos microrganismos e
favorece para ocorréncia de animais soropositivos (PIMENTA et. al, 2014). A
auséncia de imunizacdo somada a auséncia de diagnostico nos animais facilita a
circulagdo destes agentes nos rebanhos bovinos, o que resulta em prejuizo para a
saude animal, preservagdo ambiental e saide publica na regido estudada (DUARTE;
SANTANA, 2018). Observou-se gque a implementacédo de um programa de vacinacao
contra leptospirose diminuiu abortos e mastites em um rebanho e ocasionou 100%
de resultados soroldgicos negativos (CHIARELI et al., 2012).

Por ndo haver requisitos legais para controlar os agentes e nem existir um
programa nacional de controle e erradicacdo, a decisdo de controlar e prevenir as
infeccdes recai sobre o produtor (FOUNTAIN et al., 2022) e rebanhos n&o vacinados
apresentam proporcbes mais significativas de animais soropositivos (MONTES;
MONTI, 2021). Adicionalmente, a falta de informa¢édo dos criadores, dos 6rgaos e
veterinarios sobre esses agentes, torna um desafio na prevencao e controle.

A vacinacdo de bovinos contra BoAHV-1, BVDV e Leptospira spp. ainda
nao é uma pratica difundida em nosso pais, apesar da diversidade de vacinas
comerciais licenciadas contra esses agentes no Brasil associados aos protocolos de
vacinacdo para reproducdo (BACILLI et al., 2019). Dessa forma, uma ferramenta
para alcancar o controle € a implementacdo de um programa de biosseguranca, com

0 objetivo de, primeiramente, reduzir a exposi¢cao aos proprios patégenos, mitigar os
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riscos sanitarios que facilitam a transmissdo e a disseminacdo dos agentes
(BARBOSA et al., 2019).

Quanto ao BVDV, isso envolve principalmente a identificacéo e eliminagéao
do animal persistentemente infectado e a instalacdo de medidas de biosseguranca
para prevenir a reintroducdo do virus (GROOMS, 2005). Importante incluir a
vacinagcdo com vacinas com marcador gE deletado, seguida da remocao de todos
animais soropositivos e posterior vigilancia € garantir a deteccdo precoce da
infeccdo em rebanhos livres de infeccdo por BoAHV-1 (ISCARO et al., 2021). Para
Leptospira spp. a promogédo de préticas rotineiras de saneamento e higiene também
contribui para a reducao da prevaléncia da leptospirose na propriedade (MACHADO
et al., 2016) e a vacinacdo com sorovares prevalentes na regido, caso contrario, a
imunizacao nao é eficaz (ROCHA et al., 2022). Adicionalmente, para se alcancar o
controle sdo necessarios esfor¢cos no cultivo de cepas locais, além dos avangos na
tipagem molecular, para que a leptospirose ndo permaneca endémica nos paises em
desenvolvimento (LILENBAUM; MARTINS, 2014). Nesta perspectiva, ressalta-se a
importancia do monitoramento periddico das propriedades, para avaliar a eficacia

das medidas preventivas imnplementas (FINO et al., 2012).

CONCLUSOES

A soroprevaléncia sugere a ocorréncia das infec¢cdes por BoAHV-1 e BVDV
e de Leptospira spp. isolada e conjuntamente nos rebanhos bovinos do estado de
Alagoas, Brasil, sendo elevada para as duas enfermidades. E possivel inferir o
impacto negativo nos indices zootécnicos, principalmente reprodutivos, dos
rebanhos. O estudo reforca a necessidade de monitoramentos sorolégicos e de
realizacdo de modelos que simulem o0s impactos econdmicos e sanitarios nos
rebanhos que embasem a adocédo de medidas de prevencdo e controle especificas

nas propriedades para minimizar a disseminacéo dos agentes na regiéo.
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Pesquisa de anticorpos contra o virus de Schmallenberg em bovinos procedentes do
estado de Alagoas, Brasil

(Artigo a ser submetido para a revista Scientia Agricola)
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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa realizar um estudo sorologico da infeccdo por
Schmallenberg virus (SBV) em bovinos criados no Estado de Alagoas, Brasil. Foram
analisadas 460 amostras da soroteca de Agéncia de Defesa Agropecuaria de
Alagoas- ADEAL, procedentes de bovinos nao vacinados de 100 propriedades
distribuidas em 99 municipios das trés mesorregifes alagoanas: Agreste, Leste e
Sertdo. O diagndstico sorolégico foi realizado com kits comerciais de Ensaio
Enzimatico (ELISA) indireto e competitivo. Observou-se que 0,87% (4/460)
apresentaram como suspeita no ELISA indireto. Destas, apenas uma continuou
suspeita apos ser submetida ao ELISA competitivo. O fortalecimento de estratégias
regionais de vigilancia e controle para patégenos emergentes Sao necessarios.
Outros estudos que incluam o isolamento viral em ruminantes e vetores Sao
importantes para confirmarem a circulacdo do agente.

Palavras-chave: elisa; doenga exdtica, malformacéo, vetor

ABSTRACT

The objective of this research was to conduct a serological study of Schmallenberg
virus (SBV) infection in cattle raised in the State of Alagoas Were analyzed 460
samples from the seroteca Agricultural Defense Agency of Alagoas - ADEAL, coming
from unvaccinated cattle from 100 properties distributed in 99 municipalities in
Alagoas and in the three mesoregions of Alagoas: Agreste, Leste and Sertdo.
Serological diagnosis was performed using commercial indirect and competitive
Enzyme Assay (ELISA) kits. It was observed that 0.87 (4/460) were questionable in
the indirect ELISA. Of these, only one remained questionable after being subjected to
the competitive ELISA. Strengthening regional surveillance and control strategies for
emerging pathogens is needed. Other studies that include viral isolation in ruminants
and vectors are important to confirm the circulation of the agent.

Key-words: elisa; exotic disease, malformation, vector
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INTRODUCAO

7

O agente etiolégico, o virus Schmallenberg (SBV), € um Orthobunyavirus
pertencente ao sorogrupo Simbu (familia Peribunyaviridae). E transmitido por
vetores, mosquitos do género Culicoides, entre ruminantes domésticos e selvagens.
A infeccdo é geralmente assintomatica ou autolimitada em ruminantes adultos
(JIMENEZ-MARTIN et al., 2021).

No entanto, quando ruminantes séo infectados durante um periodo critico da
gestacao, o SBV pode causar aborto, natimorto ou malformagdes fetais graves que
se tornam perceptiveis varios meses apos a infec¢cdo aguda da mée e afetam mais
comumente o sistema nervoso central, 0 musculo esquelético e/ou o esqueleto axial
e sdo resumidas como sindrome artrogripose-hidranencefalia (WERNIKE; BEER,
2020).

SBV é considerado enzodtico na Europa e surtos esporadicos e a circulagcéo
viral foram relatados em outros continentes, incluindo Asia e Africa (ZHAI et al.,
2018). Em regifes enzodticas, é necessaria a manutencao e verificacdo regular dos
diagndsticos e em regides ainda ndo afetadas, devem ser estabelecidos sistemas de
diagnostico adequados para estarem preparados para uma possivel introdugcédo da
doenca (WERNIKE; BEER, 2019).

A deteccdo precoce de doencas emergentes transmitidas por vetores € de
grande importancia para minimizar seu impacto no bem-estar animal, no comércio
de animais e nos custos associados a um surto, considerando que existe dificuldade
na deteccdo no inicio da doenca quando resulta em sinais clinicos inespecificos em
uma enfermidade, pois podem ser mal interpretados como procedentes de doencas
enzodticas comuns, condicdbes ambientais ou qualidade alimentar reduzida
(VELDHUIS et al., 2016).

Dessa forma, a preocupacdo com a doenca de Schmallenberg na América
esta relacionada a emergéncia inesperada e disseminagédo conforme verificado nos
surtos que ocorreram em outras regibes geograficas, que até entdo, também era
uma enfermidade desconhecida (ZIENTARA; BECK; LECOLLINET, 2020).
Considerando a falta de conhecimento sobre a epidemiologia do SBV no Brasil,
objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorréncia de anticorpos contra o virus de

Schmallenberg em amostras de bovinos procedentes de Alagoas.
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MATERIAL E METODOS
Etica
O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais /Universidade

Federal Rural de Pernambuco — CEUA/UFRPE com aprovacdo pelo parecer
04/2020.

Amostragem e envio ao laboratorio
Tratou-se de estudo epidemiologico transversal de soroteca com
delineamento estatistico e informacbes sobre as propriedades selecionadas
empregadas no estudo da brucelose bovina no estado de Alagoas no ambito do
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT), coordenado pelo Departamento de Defesa Animal do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e pela Agéncia de Defesa e Inspecédo
Agropecuaria de Alagoas (ADEAL).
Para esta pesquisa, foram selecionadas todas as amostras procedentes da
soroteca de bovinos em idade reprodutiva e oriundos de propriedades com rebanhos

a partir de cinco animais.

Elisa Indireto e ELISA Competitivo para SBV

As amostras foram enviadas devidamente acondicionadas e conservadas em
temperatura de congelamento para as analises. Utilizou-se o kit ELISA indireto
(IELISA - IDVET®) para SBV (sensibilidade de 97,72% e especificidade de 99,67%).
Os soros que apresentaram reacdes suspeitas foram submetidos ao teste de ELISA
competitivo (CELISA - IDVET®) para SBV (sensibilidade de 97,6% e especificidade
de 100%).

De acordo com o protocolo do fabricante, as amostras foram categorizadas
em trés grupos: positivas, suspeitas e negativas. Para o IELISA as amostras foram
positivas quando a porcentagem calculada > 60,00%, suspeitas se porcentagem
calculada > 50,00% e < a 60,00% e negativas quando a porcentagem calculada <
50,00%. No cELISA foram positivas quando a porcentagem calculada < 40,00%,
suspeitas se porcentagem calculada < 40,00% e < 50,00% e negativas quando a

porcentagem calculada >50,00%
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Constatou-se no ELISA indireto que 99,13% (456/460) das amostras
analisadas foram negativas e 0,87% (4/460) foram classificadas como suspeitas. As
amostras suspeitas foram submetidas posteriormente ao ELISA por competicdo e
obteve-se 25% (1/4) das amostras classificadas como suspeita. Os resultados
sugerem a nao circulacao viral nos rebanhos deste estudo, e sem relato de deteccéo
no pais.

De Souza Nunes Martins et al. (2022), realizaram um estudo no Brasil, para
analisar, por técnica molecular, 1665 amostras de sangue bovino e 313 fetos
abortados, e teste sorolégico para 596 amostras de soro, mas nao foi encontrada
nenhuma amostra positiva. Em Pernambuco, 368 amostras de soro de caprinos
foram submetidas ao ELISA competitivo e negativas para SBV (FERREIRA, 2022).

A interpretacdo dos resultados suspeitos nos testes sorolégicos (ELISA),
como neste estudo, deve ser realizada com cautela, pois como ndo ha notificacdo da
enfermidade no pais, 0s casos suspeitos devem ser considerados negativos
(RASEKH; SARANI, HASHEMI, 2018). Os pocos dos kits utilizados neste estudo
estdo cobertos com a proteina nucleocapsidica recombinante do SBV; e reacfes
cruzadas com outros sorogrupos Simbu relacionados, como os virus Aino (AINV) e
Akabane (AKAV) devem ser consideradas (AZKUR et al., 2020; RASEKH; SARANI;
JAFARI, 2022), mas até a presente data estes virus ndo foram relatados na
populagao bovina no Brasil.

O aumento do comércio internacional nos ultimos trinta anos, as mudancas
climaticas causadas pela revolucdo industrial, a desorganizacdo dos ecossistemas,
sao alguns dos fatores que podem favorecer o surgimento de doencas em regides
onde estavam ausentes (ZIENTARA; BECK; LECOLLINET, 2020).

Durante a Ultima década, a ocorréncia de doencas virais emergentes
aumentou consideravelmente em varias regides em todo o mundo, entre 0s virus
patogénicos emergentes ou reemergentes estdo um grande numero dos chamados
virus transmitidos por artrépodes (arbo), ou seja, virus que sdo transmitidos entre
seus hospedeiros vertebrados por insetos e outros artrépodes (SICK et al., 2019).

No Brasil, foram registradas 299 espécies de Culicoides, a maioria delas na

Regido Amazbnica, e em Alagoas recentemente teve o primeiro relato de um
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membro dos Ceratopogonidae, Culicoides insignis (RIOS et al., 2021), assim, o SBV
possui condicdes de se estabelecer e disseminar caso seja introduzido no pais.

E importante implementar um sistema de vigilancia para o SBV no Brasil, pela
doenca ser transmitida por vetor, disponivel no pais e altamente competente e pelas
malformacdes fetais terem sido observadas apenas semanas ap6s onde ocorreram

os surtos e a infeccdo materna (ROBERTS et al., 2014).

Conclusao

Nado foram detectadas amostras positivas para a infeccdo pelo Virus
Schmallenberg o que sugere a nao circulagdo viral nos rebanhos analisados. No
entanto, considerando a existéncia do vetor no pais que permite o estabelecimento
do SBV no pais, € necessario o fortalecimento de estratégias regionais de vigilancia
epidemioldgica. A realizagdo constante de estudos epidemiolégicos em ruminantes e
de deteccdo do SBV em ruminantes e em vetores é importante para o monitorar a
circulacdo do agente e detecta-lo precocemente em caso de introducdo no pais,

minimizando os impactos econdmicos e sanitarios.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo constatou a ocorréncia das infecgdes por BoAHV-1, BVDV
e Leptospira spp., ndo identificando evidéncia sorologica para SBV em bovinos no
estado de Alagoas, Brasil. Reforca-se que as praticas de biosseguranca, as medidas
de prevencdo e controle devem ser implementadas com a necessidade de
monitoramento sorologico, vacinagdo e apoio dos 6rgdos de defesa animal nas
propriedades, com o objetivo de minimizar os impactos da presenca de cada uma
das enfermidades e da atuacao sinérgica da coinfeccdo encontrada.

N&o foi encontrada evidéncia de animais sorologicamente positivos para
infeccdo pelo Virus Schmallenberg nas amostras analisadas o0 que sugere a nao
circulacdo viral nos rebanhos analisados. A realizacdo constante de estudos
epidemiolégicos em ruminantes e de isolamento do SBV em ruminantes e em
vetores € importante para o0 monitorar a circulacdo do agente e detecta-lo
precocemente em caso de introducdo no pais, minimizando os impactos econémicos

e sanitarios.
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