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RESUMO

Titulo: ASSOCIAC}AO ENTRE BRUCELOSE, TUBERCULOSE, DIARREIA
VIRAL BOVINA E RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA EM BUFALOS
(Bubalus bubalis) (LINNAEUS, 1758) PROVENIENTES DO MUNICIPIO DE TAIPU
- R1IO GRANDE DO NORTE.

Foi realizado um estudo epidemioldgico para determinar a prevaléncia de anticorpos
séricos anti-Brucella abortus e a associacdo com as infecgcdes por Mycobacterium bovis,
virus da diarréia viral bovina (BVDV) e virus da rinotraqueite infecciosa bovina - IBR
(BHV-1). Foram analisadas 241 amostras séricas de bubalinos com aptiddo leiteira no
Municipio de Taipu — RN, empregando o teste do antigeno acidificado tamponado
(AAT) e as provas de soroaglutinacdo lenta em tubos (SAL) e 2—-mercaptoetanol (2-
ME) para o diagnostico da brucelose; prova de virusneutralizacdo (VN) para deteccéo de
anticorpos para BVD e IBR. Os animais foram também submetidos ao teste cervical
comparativo para tuberculose. Os resultados mostraram 32,34% de amostras soropositivas
para B. abortus, 24,07% de animais com reacdo positiva ao teste alérgico para
Tuberculose, 76,76% de animais sororreagentes para BVDV e 49,79% para BHV - 1. Foi

detectada associacdo entre animais reagentes e ndo reagentes aos testes para B. abortus e

BHV — 1 (p<0,001).



SUMMARY

Title:  ASSOCIATION AMONG ANTIBODIES FOR BRUCELLOSIS,
TUBERCULOSIS, BOVINE VIRUS DIARRHEA AND BOVINE INFECTIOUS
RHINOTRACHEITIS (IBR) IN WATER BUFFALOES (Bubalus bubalis)
(LINNAEUS, 1758) FROM TAIPU CITY - RIO GRANDE DO NORTE, BRAZIL.

An epidemiological study was performed to evaluate the prevalence of serum antibody to
B. abortus, BVDV, BHV - 1 and tuberculin sensitivity to M. bovis, and the association
among these infections. Sera from 241 dairy buffaloes were analyzed by buffered plate
antigen test (BPAT), serum agglutination test (SAT) and by 2-mercaptoethanol (2-ME) for
the diagnosis of Brucella abortus, virusneutralization (VN) for BVDV and BHV - 1 and
comparative cervical tuberculin test for M. bovis. The results showed 32,34% of positive
samples to B. abortus, 24,07% of positive tuberculin reactors, 76,76% of reactive samples

to BVDV and 49,79% to BHV — 1. Association was found between reagent and non reagent

animals to the tests to B. abortus and BHV — 1 (p<0,001).
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1. INTRODUCAO

O buafalo (Bubalus bubalis), (Linnaeus, 1758) pertence a Ordem Artiodactyla,
Subordem Ruminantia, familia Bovidae, Subfamilia Bovinae. E originario da Asia, e foi
levado inicialmente para a Africa, Europa, Oceania e posteriormente para as Américas.
(ABCB - ASSOCIACAO BRASILEIRA DE CRIADORES DE BUFALOS, 2003).

Segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a Agricultura - Food and
Agriculture Organization (FAO, 2004), o rebanho bubalino mundial é estimado em 164,3
milhGes de cabecas, representando 11% do rebanho bovideo mundial, apresentando uma
taxa de crescimento de 10% ao ano em paises em desenvolvimento, e mundialmente de
50%. A producéo de leite desta espécie aumentou 200% nas duas Ultimas décadas.

Animal extremamente rastico, o bufalo sobrevive em ambientes muitas vezes
inviaveis a criacdo de bovinos. Com incrivel capacidade adaptativa, apresenta ampla
distribuicdo geografica, habitando desde regides de baixissima temperatura como a Rdssia
até regiGes quentes e umidas como por exemplo a Ilha de Marajé no Brasil. Também se
destaca pela habilidade de transformar volumosos grosseiros em proteinas de alto valor
biolégico (CHAVES FILHO e TAVARES, 1992; SILVA et al., 1995). E ainda considerado
pela FAO (2004) um dos mais pacificos animais que servem ao homem.

Mundialmente o principal produto do bufalo é o leite, correspondendo a 10% de
todo leite produzido no mundo. Na india, este chega a 60% do leite produzido no pais
(ABCB, 2003). A introdugdo do animal no Brasil se deu no século XIX, em torno de 1890,
através da Ilha de Marajo — Pard, onde atualmente até a policia montada utiliza bufalos
(ABCB, 2003). O rebanho atual do pais é de aproximadamente 2,5 milhdes de cabecas,

com cerca de 15% deste rebanho localizado na regido Nordeste (FAO, 2004; ABCB, 2003).
1



No Brasil sdo criadas quatro ragas. Trés sdo de origem indiana: Carabao, mais
encontrada na Regido Norte; Murrah, com grande aptidao leiteira e por ser compacta e
precoce tem crescido muito em nimero no Brasil; e Jafarabadi: a maior, sendo denominada
pelo porte, rusticidade e eficiéncia de “o trator do Oriente”. Ha também a Mediterranea, de
origem italiana, que sofreu grande selecdo a producao leiteira na Europa (ABCB, 2003).

Uma das caracteristicas expressivas dos bufalos € a producdo de carne. No
Brasil, o enfoque principal é este, mostrando sua dupla aptiddo. Como durante muitos anos
foram animais essencialmente de trabalho, sua musculatura foi muito desenvolvida,
tornando o bufalo uma excelente alternativa para este fim. Em estudo realizado no Brasil
foi observado que, em média, cerca de 40% de consumidores entrevistados ja consumiram
carne identificada como de bufalo (GAGLEAZZI et al., 2003).

Considerando a demanda por carne e leite de bufalos e a produtividade atual, a
FAOQ (2004) prevé a continua expansdo desta cultura nos proximos anos.

Deve-se destacar, porém, que assim como os demais animais, para expressar
toda sua potencialidade, o bufalo necessita de boas condi¢bes de manejo, nutricdo e
sanidade (ABCB, 2003). Ele é descrito como um animal cujo potencial é subutilizado,
principalmente em regides que convivem com grandes problemas sociais (COCKRILL,
1974).

Os aspectos sanitarios da bubalinocultura até o presente momento ndo sdo
amplamente estudados devido ao fato de que, por muito tempo, estes animais estarem em
rebanhos isolados, sem grande nimero de cabecas, e pela crenca popular de que o manejo
dos bufalos ndo exigia técnicas préprias, ignorando as peculiaridades da espécie, como, por
exemplo, o estresse nutricional, principalmente decorrente de caréncia mineral,

notadamente de célcio, e a maior susceptibilidade ao estresse termico devido a pele grossa e

2



escura. Os bufalos eram ainda erradamente considerados imunes a varias doencas (LAU,
1999).

De acordo com o Office International des Epizooties - OIE (2003) varios
patdgenos importantes estdo envolvidos em doencas de bubalinos, e entre as enfermidades
infecto-contagiosas de origem bacteriana e viral destacam-se a brucelose, a tuberculose
(TB), a diarréia viral bovina (BVD) e a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR).

Atualmente estas enfermidades apresentam-se amplamente distribuidas,
destacando-se pela sua importancia econdmica, visto que participam como responsaveis
pela queda na produtividade, apontadas por ocasionar prejuizos a pecudria, com perdas
enormes devido as altas taxas de mortalidade, abortos, natimortos, gastrenterites,
conjuntivites, encefalites, problemas respiratorios e afeccdes do trato genital (BROWLIE,
1990; MILLER, 1991). H& também o aspecto de zoonose, conferindo importancia no
contexto de salde publica da brucelose e da tuberculose, que se constituem em risco
ocupacional para magarefes, fazendeiros, trabalhadores rurais e médicos veterinarios, além
dos riscos aos consumidores (BRASIL, 2003).

O transito de animais e seus produtos pode favorecer a disseminacdo destas
enfermidades, o que é normalmente agravado pelo carater persistente das mesmas, que
torna animais infectados fontes de contaminacéo para os susceptiveis. Ha ainda as barreiras
zoosanitarias comerciais impostas (FRAULO e GALIERO, 1999), o que se constitui em
um obstaculo no processo produtivo do agronegocio brasileiro.

Diante do exposto e devido ao potencial de crescimento da bubalinocultura na
Regido Nordeste, aliado a falta de relatos sobre estas enfermidades nos rebanhos bubalinos,

idealizou-se necessaria a realizacdo deste estudo, cujo objetivo foi verificar a prevaléncia e



a associacdo entre brucelose, tuberculose, diarréia viral bovina e rinotraqueite infecciosa

bovina em bufalos provenientes do municipio de Taipu - Rio Grande do Norte, Brasil.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Brucelose

A brucelose é uma zoonose de distribui¢do e importancia mundial pelo prejuizo
causado a saude animal, conferindo pesado tributo a pecuaria (FEITOSA et al., 1991).
Segundo Garcia-Carrilo (1984) € um dos mais serios problemas sanitarios em
bubalinocultura nas Américas, impedindo inclusive sua expansdo pela restricdo de
comércio devido a barreiras sanitarias citadas por Fraulo e Galiero (1999) na Italia. Causa
igualmente problemas de salude publica, sendo que 0 homem é infectado através do manejo
dos animais ou pelo consumo de leite cru e derivados (POESTER e THIESSEN, 1994).

Vasconcellos et al. (1987) relatam que os indices mais altos de infeccédo
ocorrem em gado leiteiro, especialmente nos rebanhos da América Latina e Asia. O maior
impacto econdmico se da portanto nos paises em desenvolvimento, especialmente naqueles
gue ndo implementaram programas de erradicacdao (CORBEL, 1997).

No Brasil, a enfermidade foi introduzida no inicio do século XX, pela
importacdo de gado europeu. A doenca se disseminou mais rapidamente pelo habito criado

de comercializar animais reagentes (LANGENEGGER, 1992a).

Associada frequentemente a problemas reprodutivos afeta também os bubalinos
(GUARINO et al., 2001; BRASIL, 2003). O agente etiologico € a bactéria do género
Brucella, coco-bastonete Gram negativo que compreende seis espécies: Brucella melitensis,
B. suis, B. ovis, B. canis, B. neotomae, com destaque a Brucella abortus, mais

frequentemente isolada em bafalos (FRAULO e GALIERO, 1999).



A doenca pode significar um problema latente, sem sintomas ou lesdes, sendo a
ocorréncia de manifestacGes clinicas variaveis. Nas fémeas das diversas espécies afetadas,
0 aborto no terco final da gestacdo é o sinal mais freqiente (NICOLETT]I, 1980), podendo
causar retencdo de placenta, metrite, além da queda na producéo leiteira. O feto abortado,
liquidos, placenta e envoltorios fetais sdo as principais fontes de contagio. A transmissao
ocorre por contato de animais sadios com restos contaminados, podendo ocorrer infecgdo
por ingestdo de produtos contaminados com materiais de partos ou abortos ou atraves de
lesGes teciduais. Os machos infectados podem transmitir a infeccdo as fémeas pela monta
natural (GUARINO et al., 2001) e a inseminacdo artificial também € incriminada.
Determinados fatores como a gestacdo e desenvolvimento sexual podem tornar susceptiveis
as fémeas bovinas, visto que a imaturidade sexual constitui fator de resisténcia a B. abortus,
devido a auséncia do eritritol, alcool presente no organismo do animal adulto
(LANGENEGGER, 1992a).

Em condicBGes de campo a brucelose bubalina ocorre de modo semelhante a
bovina (LAU, 1999), sendo ambas as espécies igualmente susceptiveis a enfermidade.
Poester et al. (2002) admitiram que a prevaléncia € maior em locais onde a densidade dos
rebanhos aumenta.

O controle eficiente e sobretudo a erradicacdo da brucelose se baseiam em um
diagnostico populacional seguro, através de provas soroldgicas. Sem estes dados, torna-se
inviavel a pratica de tais programas (MOLNAR et al., 2002).

No que se refere a frequéncia da infeccdo, inquéritos realizados revelam uma
grande variacdo na ocorréncia da doenca no mundo. Refai (2002), utilizando a
soroaglutinacdo lenta em tubo (SAL), detectou 10,0% do rebanho bubalino reagente no

Egito. Na india, através do emprego do teste do antigeno acidificado tamponado (AAT) e
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da soroaglutinacdo lenta em tubo (SAL) foi verificado por Isloor et al. (1998) média de
1,8% (129/7153) em granjas leiteiras em 23 Estados, aumentando este indice em
propriedades organizadas ao sul do pais com antecedentes de abortamentos, retencdo de
placenta e repetidas inseminacGes sem éxito. Em outro levantamento soroepidemioldgico
realizado em rebanhos bubalinos da india, Renukaradhya et al. (2002) reportaram média de
3,0% de sororreagentes, sendo que a regido de Nova Delhi mostrou indice de 23,3%
(7/30), também com as provas do AAT e SAL.

No Brasil a infeccdo tem sido reportada em varios Estados da Federacdo. Em
Sdo Paulo, Mathias e Pinto (1983) realizaram as provas do antigeno acidificado tamponado
(AAT) e de fixacdo do complemento (FC), encontrando indices de 38,2% (81/212) e 46,7%
(99/212) respectivamente. No mesmo Estado, Feitosa et al. (1991), observaram 24,0%
(378/1573) de animais sororreagentes através da soroaglutinacdo lenta em tubo (SAL).
Ainda no Estado de S&o Paulo, Fujii et al. (2001), através da utilizacdo do mesmo teste,
observaram 8,6% (19/122) de soropositivos.

Na regido Centro Oeste do Brasil, Costa et al. (1973), no Estado de Goias,
encontraram 20,6% (41/199) de animais positivos ao teste de soroaglutinacdo rapida
(SAR).

Com o emprego da SAL, Del’Rei et al. (2002) no Estado da Bahia, verificaram
frequéncia de 8,7% (29/337) de animais reagentes ao teste.

No Norte do Brasil, onde se encontram os maiores plantéis de bubalinos,
Munchow e Pisarz (1994) registraram 11,0% (112/1020) de positividade ao teste SAL no
Estado do Amazonas. No Estado do Para Lopes et al. (1999) observaram que 3,44% (1/29)
dos animais estudados foram positivos ao teste de imunoadsorgdo enzimatica (ELISA)

competitivo.



Molnar et al. (1998) também citam a alta prevaléncia de brucelose como sério
problema de satde animal em rebanhos bovinos e bubalinos na regido Amazoénica, e com 0
emprego do teste de ELISA competitivo Molnar et al. (2001b) examinaram 1181 amostras
de soro bubalino de 37 rebanhos paraenses e encontraram uma média de 17,52%
(207/1181) de positivos. Foi constatado que apenas trés propriedades se encontravam livres

da infeccdo, e a soropositividade variou de 1,70% a 78,84%.

2.2 Tuberculose

A tuberculose bovina e bubalina ¢ uma zoonose de evolugdo cronica e
distribuicio mundial, sendo causada por Mycobacterium bovis, da familia
Micobacteriaceae. Sdo bacilos curtos, aerobios, imdveis, ndo capsulados, sendo a alcool-
acido-resisténcia sua propriedade caracteristica (BRASIL, 2003).

O bacilo M. bovis é patogénico para varias espécies domésticas e silvestres,
sendo os bufalos susceptiveis a cepa bovina, que se constitui na principal causa da
tuberculose animal. A doenca caracteriza-se pelo desenvolvimento progressivo de lesbes
granulomatosas que podem estar localizadas em qualquer érgdo (BRASIL, 2003).

A tuberculose em um rebanho € introduzida principalmente por aquisi¢do de
animais infectados. A principal via de infeccdo é a respiratdria. Uma vez nos alvéolos, 0s
bacilos sdo fagocitados por macréfagos e seu destino depende da viruléncia do
microrganismo, da carga infectante e da resisténcia do hospedeiro. A via digestiva ocorre
principalmente em bezerros alimentados com leite de vacas com mamite tuberculosa ou

ainda por agua e forragens contaminadas (LANGENEGGER, 1992b).



Poucos sdo os levantamentos epidemiologicos sobre a freqliéncia da infeccédo
em bubalinos. Mohan (1968), descrevendo as doencas infecciosas e parasitarias de bufalos,
relata frequéncia de 18,00% na India e 25,00% no Paquistdo para M. bovis. No Egito, Selim
et al. (1978) também realizaram o teste comparativo em 25 bufalos, e 17 (68,00%) foram
reagentes.

Portugal et al. (1971) realizaram o teste cervical comparativo em 250 bafalos no
Estado de Séo Paulo, e 16 (6,40%) apresentaram-se reagentes. Com o emprego da mesma
técnica, Mota et al. (2002) no Municipio de Parintins, Amazonas, obtiveram 20,41%
(266/1303) de reacdo positiva.

Um estudo sobre a tunerculose bovina em 1735 bufalos abatidos para consumo
no Estado do Pard revelou que de 49 cepas micobacterianas 33 (67,3%) eram de

Mycobacterium bovis (FREITAS, 1999).

2.3 Diarréia Viral Bovina (BVD)

A BVD é uma infec¢do que apresenta distribuicdo mundial (HOUE, 1995),
causada por virus pertencente a familia Flaviviridae, género Pestivirus, que inclui ainda os
virus da peste suina classica (PSC) e doenca da fronteira dos ovinos (Border Disease — BD),
com os quais o virus da diarréia viral bovina (BVDV) esta relacionado (DONIS, 1995). E
um virus RNA envelopado, apresentando duas cepas descritas: ndo-citopatogénica e
citopatogénica (BROWNLIE, 1990).

A enfermidade foi descrita concomitantemente por Olafson et al. (1946) nos
Estados Unidos e Childs (1946) no Canada. A descricdo do virus como agente causal foi

realizada por Pritchard et al. e Shipper et al. (1955). No Brasil, o virus da BVD (BVDV) foi
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isolado em 1974 por Vidor em abatedouros no Estado de S&o Paulo (LANGENEGGER,
1992c¢).

Sdo susceptiveis bovideos de todas as idades, e as infeccbes podem variar
desde subclinicas com recuperacdo até a forma clinica grave com evolucdo para o 0bito,
como no caso da doenca das Mucosas (DM), descrita por Ramsey e Chivers (1956).

A transmissdo se da principalmente por contato entre os animais, sendo as
portas de entrada da infeccdo usualmente a orofaringe e o trato respiratorio. Meios
indiretos de infeccdo através de alimentos, urina, secrecdes oronasais, fezes, fetos abortados
e placenta, também ocorrem (LANGENEGGER, 1992a).

A transmissdo vertical tem papel importante na epidemiologia e patogenia da
doenca, e 0 BVDV é agente de distarbios na reproducdo bovina, relacionando-se com a
diminuicdo da taxa de prenhez (WEIBLEN, 1991). Sendo infectivo para fémeas
susceptiveis, leva a infec¢bes congénitas quando acomete vacas prenhes sorologicamente
negativas (BROWNLIE, 1985; BROWLIE, 1990; McGOWAN et al.,, 1993). Estas
infeccbes podem resultar em morte fetal, aborto, mumificacdo ou malformacdo fetal e
nascimento de bezerros inviaveis, sendo citado que a primoinfec¢do de fémeas prenhes leva
a infeccdo do feto em 100% dos casos (BAKER, 1995).

A enfermidade aguda se caracteriza por infeccdo priméaria na mucosa oronasal.
Pode haver pequenas ulceragfes de mucosa nasal, oral e esofageana (BAKER, 1987). A
disseminacéo sisttmica pode ocorrer na forma livre no soro ou de virus associado a capa
flogistica do sangue (TRUIT e SCHECHMEISTER, 1973). Podem ocorrer sindromes
gastroentéricas ou respiratorias, com diarréia ou pneumonia transitoria, ou ainda sindromes
hemorragicas, geralmente na forma de surtos (BAKER, 1995; CARMAN et al., 1998). Em

alguns casos de infecgdo aguda também pode ocorrer agalaxia (PERDRIZET et al., 1987).
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Infeccbes pelo BVDV assumem caracteristicas mais graves quando
concomitantes com outros agentes patogénicos, como o da rinotraqueite infecciosa bovina,
produzindo enfermidade mais severa do que na presenca de um s6 agente (BROWNLIE,
1990). Tal fato parece estar ligado a imunossupressao devida a uma leucopenia transitoria e
consequente disfuncdo dos neutrofilos (ROTH et al., 1981). Touros podem sofrer uma
depressdo temporaria de fertilidade, e eliminar transitoriamente virus através do sémen
(PATON et al., 1989).

Podem surgir ainda animais persistentemente infectados (PI): bezerros
saudaveis ao nascimento, filhos de vacas com primoinfeccdo entre aproximadamente 40 e
120 dias de gestacdo, sdo disseminadores da infeccdo, com papel relevante na
epidemiologia da doenca, pois sdo imunotolerantes a mesma e se tornam fontes continuas
de disseminacdo do BVDV (BROWNLIE, 1990; HORZINEK, 1990). Apds 150 dias de
gestacdo, o feto se torna imunocompetente e a infeccdo usualmente levara a uma resposta
com producdo de anticorpos e um bezerro normal vira a termo. Igualmente, em vacas
sororreagentes, 0s anticorpos maternos protegem a infeccdo fetal, sendo as infecgdes
congénitas e uterinas restritas a vacas sorologicamente negativas (BROWNLIE, 1990).
Weiblen (1992) lembra que em rebanhos com a enfermidade, a maioria dos animais esta
imune. Se algum animal susceptivel (negativo) ingressar no plantel, pode adquirir a doenca
e morrer.

Alguns animais virémicos podem alcancar maturidade sexual e serem mantidos
como reprodutores. Touros Pl tém méa qualidade, com fertilidade reduzida (KIRKLAND et
al., 1994; REVELL et al., 1988). O sémen também pode apresentar alteracfes (PATON et
al., 1990). Bezerros de vacas infectadas muitas vezes sdo fracos ao nascerem e ndo se

desenvolvem (BROWNLIE, 1990; BAKER, 1995).
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A doenca das mucosas (DM) ocorre quando animais persistentemente
infectados mais tarde sdo infectados com a cepa citopatogénica homéloga (BROWNLIE,
1990). Também pode ocorrer por superinfeccdo (BOLIN, 1995; BROWNLIE et al., 1984),
recombinacdo de biotipos ndo citopatogénicos ou mesmo mutacdo do bidtipo persistente
(LOEHR et al., 1998). A DM é invariavelmente fatal. Seu desenvolvimento pode ser tdo
rapido que os primeiros sinais percebidos podem ser a presenca de animais moribundos ou
mortos. Outras vezes, podem ocorrer anorexia, relutancia a locomover-se, dor abdominal,
diarréia profusa e erosbes na mucosa oral, com salivacdo e lacrimejamento excessivos. A
presenca e a intensidade desses sintomas podem variar segundo as formas aguda, subaguda
e cronica da doenca (BUCKNER e GRUNDER, 1995).

Estudos sorologicos sdo empregados para verificagcdo do estado sanitario de
rebanhos; testes pontuais podem ser realizados em triagem inicial, como parte de programa
para o controle e erradicacdo da BVD (LINDBERG e ALENIUS, 1999). No Egito,
Zaghawa et al. (1998) registraram a prevaléncia de 52,0% em rebanhos bubalinos.

No Brasil, a ocorréncia em bubalinos foi pesquisada por Lage et al. (1996)
utilizndo a virusneutralizacdo (VN). Os autores encontraram 52,7% (116/220) de animais
reagentes no Estado de Minas Gerais.

Silva et al. (2001) determinaram no Estado do Para 16,09% (113/815) de
prevaléncia da infeccdo pelo virus da diarréia bovina a virus (VBVD) através da utilizacdo

de um teste de ELISA comercial.
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2.4 Rinotraqueite Infeciosa Bovina (IBR)

A rinotraqueite infecciosa bovina (IBR)/vulvovaginite infecciosa bovina (IBV)
é enfermidade do trato respiratorio e reprodutivo, constituindo-se também em causa de
abortos. Descrita inicialmente por MILLER (1955) nos Estados Unidos, acarreta traqueite,
rinite, febre, conjuntivite, vulvovaginite e balanopostite, aléem de encefalite (KAHRS, 1977,
RIET-CORREA et al., 1989; RODRIGUES e FERNANDEZ, 1987; WEIBLEN et al.,
1989; WEIBLEN et al., 1991). Quando fémeas susceptiveis gestantes sao infectadas, pode
ocorrer o aborto, haver nascimento de bezerro com doenga sistémica aguda, ou ainda o
nascimento de bezerros aparentemente normais que morrem em poucos dias (MILLER,
1991).

De féacil transmissdo e distribui¢cdo cosmopolita, 0 agente etioldgico é um virus
DNA, pertencente a familia Herpesviridae, género Alphaerpesvirus, sendo conhecido como
Herpesvirus bovino tipo 1 - HVB-1 (GIBBS e RWEYEMANU, 1977). E um virus
envelopado, e replica-se em cultivos celulares, produzindo efeito citopatico (OIE, 2003).

Uma das principais caracteristicas desta familia é a inducdo do estado de
laténcia. Animais infectados pelo HVB-1 tornam-se portadores permanentes, com 0 Virus
permanecendo em células do sistema nervoso central. Sob condicBes estressantes o0 virus
pode recrudescer e migrar através das fibras nervosas a periferia, onde se multiplica e é
excretado. InfeccOes latentes com recrudescéncia periodica sdo fontes de virus (ROCHA et
al., 1998).

A transmisséo ocorre através da monta natural ou inseminacdo artificial e por

aerosois. Ha grande quantidade de virus em secre¢des respiratdrias, oculares e genitais. Os
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sinais clinicos séo variados, podendo diferir pela cepa do virus, dose e via de exposicéo do
animal. Bovideos de todas as idades sdo susceptiveis (WEIBLEN, 1992).

Na Malésia, Saw et al. (1985) encontraram 65,1% do rebanho bubalino
reagentes para o HVB-1. Aruna e Babu (1992), em trabalho realizado com bubalinos na
india, constataram 21,1% (236/1121) na prova de hemaglutinagio (HA). Verificaram ainda
que a infeccdo pelo virus da IBR aumenta com o avanc¢o da idade dos animais. Também na
india, Renukaradhya et al. (1996) encontraram 52,5% (63/120) de bubalinos reagentes
mediante o emprego do teste de ELISA, e Chinchkar et al. (2002) encontraram 33,91%
(155/458) utilizando a prova de VN.

No Brasil, o primeiro isolamento foi realizado por Alice (1978) na Bahia e por
Mueller et al. (1978) em S&o Paulo. Investigaces epidemioldgicas em Séo Paulo para
pesquisa de anticorpos anti-HVB-1 em bubalinos foram realizadas por Ikuno et al. (1984),
que encontraram 58,2% (182/213), utilizando o teste de hemaglutinacdo (HA) e Fujii et al.
(2001) detectaram frequéncia de 77,00% (171/222) em animais reagentes ao teste de
ELISA indireto no mesmo Estado.

Lage et al. (1996) encontraram 14,7% (35/238) de animais reagentes a prova
VN no Estado de Minas Gerais.

Na regido Norte, Munchow e Pisarz (1994) no Amazonas, utilizando o teste de
ELISA, encontraram 58,8% (506/861) de reagentes. Em diferentes municipios da llha do
Marajo, Estado do Para, Silva (1996) verificou variacdo de 27,12% a 75,31% de animais
reagentes a VN. Ainda neste Estado, Molnar et al. (2001a) através do emprego de ELISA

indireto, observaram 27,60% (122/442) de animais positivos para IBR na llha de Marajo.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram examindas 241 amostras sericas de bufalos da raca Murrah, Jafarabadi e suas
crias em idade de reproducdo (trés a 16 anos), no ano 2002, provenientes do municipio de
Taipu, Rio Grande do Norte. Os animais ndo eram submetidos a programas de vacinacdo
contra diarréia bovina a virus, rinotraqueite infecciosa bovina nem brucelose.

Os animais séo oito machos e 233 fémeas criados com a finalidade leiteira, sendo a
ordenha realizada mecanicamente. S8o0 mantidos no pasto, recebem agua ad libtum e sdo
recolhidos para pernoite.

Para a realizacdo desta pesquisa os procedimentos foram classificados na categoria
B, de acordo com os Principios Internacionais para a Pesquisa Biomédica Envolvendo
Animais (UNIFESP, 2004), adaptado do International Guiding Principles for Biomedical
Research Involving Animals (CIOMS, 1985) e todos os procedimentos realizados estdo de
acordos com o Consensus Recommendations on Effective Institutional Animal Care and

Use Committees (NIH, 1987).

3.2 AREA ESTUDADA

O municipio de Taipu localiza-se no Estado do Rio Grande do Norte (Anexo

01), Mesorregido Litoral Nordeste (Anexo 02), na latitude 5°37°18°S e longitude
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35°35°48°°0, a 50 quilometros (km) de Natal, capital do Estado. Possui uma populacéo de
461 cabecas de bubalinos, das racas Murrah, Jafarabadi e hibridos.

3.3 OBTENCAO DOS DADOS EPIDEMIOLOGICOS

Foram colhidos dados referentes aos animais estudados, conforme questionario

em anexo (Anexo 03).

3.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS LABORATORIAIS

O tamanho da amostra para calculo da frequéncia de animais reagentes para B.
abortus, M. bovis, BVDV e HVB-1 foi determinado em funcdo da menor prevaléncia
estimada, que foi de 7,5% com relagéo a brucelose na Bahia (DEL’REI et al., 2002), grau
de confianca almejado (95%) e margem de erro esperado (5%). Foi aplicada a formula do
Centro Panamericano de Zoonosis (CEPANZO, 1979) para estudos de prevaléncia por
amostragem, em compilacao elaborada por Reis (2003).

O n estabelecido foi 144, porém devido a facilidade na ocasido da coleta o
nimero de amostras tornou-se superior. O nivel de confianca foi de 95 % para 0s quatro
agentes objetos deste estudo.

As amostras séricas foram obtidas mediante puncdo da veia lateral da cauda dos
animais, utilizando-se de agulhas descartaveis' e tubos de ensaio estéreis?, mantidos

inclinados em repouso. Apos a formacgdo do coadgulo, os soros obtidos foram transferidos

1 Agulha de 40x12 - Bencton & Dickson
2 Tubos de ensaio 13 x 100 mm
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para tubos plésticos tipo “eppendorf”® devidamente identificados e mantidos a -20°C até a
realizacdo das provas sorologicas para a deteccdo de anticorpos para as enfermidades

brucelose, BVD e IBR.

3.5 PROCESSAMENTO DO MATERIAL

3.5.1 TESTE INTRADERMICO PARA TUBERCULOSE

Os 241 animais foram testados conforme determina o Programa Nacional para o
Controle e Erradicacdo de Brucelose e Tuberculose (PNEBT) do Ministério da Agricultura
(BRASIL, 2004). Foi realizado o teste cervical comparativo (TCC), com o emprego da
técnica de tuberculinizacdo intradérmica dupla comparativa, empregando Pure Protein
Derivate (PPD) bovino e PPD aviario, em inoculagfes intradérmicas de 0,1 mL (dose

correspondente de 5.000 Ul da PPD bovina e de 2.500 Ul da PPD aviaria) com o emprego

de seringas descartaveis estéreis de 1,0 mL na tabua do pescoco (lado direito) dos animais,
a 20 cm de distancia uma da outra. A espessura da pele foi medida antes da aplicacéo e
apo6s 72 horas utilizando-se um cutimetro. A interpretacdo foi feita de acordo com o
referido Programa (BRASIL, 2004), para verificar o numero de animais com reagdes

imunoalérgicas presentes.

3 Eppendorf ReaktiosgerafaBe, Marca Geratebau
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3.5.2. SOROLOGIA PARA BRUCELOSE

Empregou-se para pesquisa de anticorpos especificos anti-Brucella a técnica do
antigeno acidificado tamponado (AAT) como teste triagem, sendo as amostras que
apresentaram reacGes positivas submetidas subseqlientemente as tecnicas de
soroaglutinacdo lenta em tubos (SAL) e 2-mercaptoetanol (2-ME) (BRASIL, 2003). A
realizacdo e a interpretacao das provas ocorreram de acordo com o Programa Nacional para
0 Controle e Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT) e a Instrugédo
Normativa sobre o regulamento técnico do PNCEBT do Ministério da Agricultura, Pecuaria

e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2003; BRASIL, 2004).

3.5.2.1. ANTIGENO ACIDIFICADO TAMPONADO (AAT)

Apbs o descongelamento, com auxilio de uma pipeta automatica, 30 pL de cada
amostra sérica foram colocados sobre placa de vidro, e em seguida 30 pL do antigeno.
Homogeneizou-se entdo com bastdo de vidro, e decorridos quatro minutos foi realizada
leitura com auxilio de luz indireta, e consideradas reacfes positivas aquelas amostras que

apresentaram formacao de grumos.

3.5.2.2. SOROAGLUTINACAO LENTA EM TUBOS (SAL)
Em série de quatro tubos de vidro 10 x 100mm com auxilio de pipetas de Bang,
os soros foram diluidos nas proporcées de 1:25 (0,08 mL), 1:50 (0,04 mL), 1:100 (0,02

mL) e 1:200 (0,01 mL). Foi adicionado a cada tubo 2 mL do antigeno diluido a 1% em
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solugdo salina com 0,5% de fenol. Os tubos foram tampados e as suspensdes formadas
incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C, por 48 horas, sendo consideradas as reacfes
conforme leitura com o auxilio de luz artificial indireta.

3.5.23. 2- MERCAPTOETANOL (2-ME)

Em quatro tubos de vidro 10x100mm com auxilio da pipeta de Bang os soros foram
diluidos nas proporcdes de 1:25 (0,08 mL), 1:50 (0,04 mL), 1:100 (0,02 mL) e 1:200 (0,01
mL), sendo adicionado a cada tubo 1 mL do 2-ME na diluicdo de trabalho (feita em
solucdo salina). Apds periodo de 30 minutos em repouso, adicionou-se em cada tubo 1 mL
do antigeno diluido a 2% em solucdo salina 0,085%. Os tubos foram tampados e as
suspensdes formadas incubadas em estufa bacteriolégica a 37°C, durante 48 horas,

procedendo-se entdo a leitura, com o auxilio de luz artificial indireta.

3.5.3 SOROLOGIA PARABVD E IBR

As amostras de soro foram testadas em triagem, sendo processadas pela prova
de virusneutralizacdo (VN) (OIE, 2003), em microplacas de poliestireno de 96 orificios
tratadas para cultivo celular.

Apds inativacdo dos soros em banho-maria a 56°C durante 30 minutos, 0s soros
foram diluidos em meio essencial minimo (MEM) na proporcao de 1:5 (BVD) e soro puro
(IBR), em quadruplicata, com 50 microlitros (uL) da amostra por orificio. As cepas virais
empregadas foram: Colorado (IBR) e NADL Il (BVD), utilizando-se 100 DLsg para cultivo
celular.

A mescla soro/virus foi colocada em estufa com atmosfera de 5% de CO; a

37°C durante uma hora, apos a qual foi acrescentada suspensdo de células de linhagem
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continua de rim de bovino — Madin-Darby Bovine Kidney (MDBK), com concentracao de
250.000 células/mL. As microplacas foram incubadas por cinco dias e realizadas leituras
diarias para observacdo de efeito citopatico.

A prova foi validada observando-se o comportamento esperado dos controles
positivo, negativo, de células, de toxicidade dos soros em estudo e o de retrotitulagdo para o
numero de doses letais efetivamente utilizado na prova - mantido entre 30 e 300 DLasqo.

Amostras positivas apresentaram neutralizacdo completa na diluicdo 1:10
(BVD) e 1:2 (IBR), enquanto as amostras negativas apresentaram efeito citopatico

caracteristico, nas mesmas diluicdes.
3.6 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi constituida por andlise de dispersdo de freqiiéncias
utilizando-se o teste Qui-quadrado para testar a hipotese referente a associacdo entre as
variaveis estudadas.

Quando se rejeitou a respectiva hipotese de nulidade efetivou-se, por
conseguinte, o grau de associacdo das classificacbes da tabela de contingéncia,

empregando-se o coeficiente de contingéncia (CC), pela seguinte férmula:

X2 cal
CC= X? Cal+N Onde N = soma das freqiiéncias observadas

A significancia obtida na anéalise dos dados foi determinada ao nivel de 5% de
probabilidade (REIS, 2003). O “software” para obtencdo dos calculos foi o Minitab 13 para

microcomputador.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos 241 bubalinos testados se encontram expressos para as

diferentes enfermidades na Tabela 1.

Tabela 1 — Distribuicdo das freqliéncias absoluta e relativa dos resultados aos  testes

empregados no diagnostico de enfermidades bacterianas e virais em bufalos

criados no Municipio de Taipu — RN, 2004

Enfermidades

Total por
Brucelose® Tuberculose® BVD® IBR©
Frequéncias enfermidade
R NR R NR R NR R NR
Absoluta 78 163 58 183 185 56 120 121 241

Relativa (%) 32,37 67,63 24,07 7593 76,76 23,24

49,79 50,21 100,00

R - Reagente; NR — Ndo reagente; @ AAT, SAL e 2-ME; OTCC; ©OVN

4.1 Brucelose

Os resultados obtidos evidenciaram que 32,37% (78/241) dos animais foram

reagentes para brucelose, e 67,63% (163/241) ndo reagentes (Tabela 1).

Os resultados aqui obtidos foram superiores aos valores citados na literatura

internacional por Refai (2002) no Egito; Isloor et al. (1998) e Renukaradhya et al. (2002) na

india, que utilizaram a SAL e 0 AAT.
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Com relacdo ao Brasil, os resultados aqui registrados s@o superiores aqueles
encontrados no Estado de S&o Paulo por Sandoval et al. (1979) que utilizaram a SAR;
Feitosa et al. (1991) mediante o emprego da SAL e Fujii et al. (2001) com 0 mesmo teste.
Também superam os resultados encontrados no Estado de Goias com a SAR por Costa et
al. (1973) e no Estado da Bahia por Del’Rei et al. (1990) utilizando a SAL, e ainda os
valores obtidos no Estado do Amazonas por Munchow e Pisarz (1994) e no Estado do Para
por Lopes et al. (1999) e Molnar et al. (2001b) com o emprego de ELISA competitivo.

Vale salientar que os resultados foram inferiores aqueles descritos por Matias e
Pinto (1983) ao empregarem as provas do AAT e de fixacdo do complemento (FC), que
encontraram indices de 38,2% (81/212) e 46,7% (99/212) respectivamente. Molnar et al.
(2001b) utilizando ELISA competitivo, observou soropositividade de até 78,84% no Estado
do Para.

Segundo o MAPA (BRASIL, 2003) a brucelose bovina e bubalina esta
distribuida de forma endémica no Brasil, independentemente das formas de criacdo ou
exploracdo as quais estejam submetidos os rebanhos, comprometendo significativamente a
produtividade dos plantéis, e, consequentemente, a producdo nacional e as exportacoes.

Como os dados obtidos, a populacdo bubalina estudada nédo foge deste contexto.

A freqiiéncia de animais positivos para brucelose observada neste estudo
assemelhou-se aos observados por Vasconcellos et al. (1987), que relataram indices mais

altos de infeccdo em gado leiteiro, destacando rebanhos da América Latina.

Fato relevante é o de ndo ter sido praticada quarentena nem exames nos animais
adquiridos, tdo pouco era realizada a vacinacgao para brucelose, 0 que pode ter contribuido

para o0 nimero de animais positivos encontrados no presente estudo.
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Os resultados encontrados neste estudo possivelmente se devem também ao tipo
de manejo adotado (semi-intensivo), que permite contato intimo entre os animais, e durante
a manutencdo destes no pasto, permite o acesso irrestrito destes com restos de abortos ou
partos contaminados.

Dos oito machos que integravam o plantel, dois (25,00%) foram reagentes para
brucelose, fato que pode ter contribuido para a elevada frequéncia da doenca no plantel.
Guarino et al. (2001) admitem a monta natural como importante meio para a presenca e
disseminacdo da brucelose bubalina, realidade esta semelhante a encontrada no rebanho
brasileiro.

Das 233 fémeas testadas, 25 possuiam histérico de aborto, e 22 delas
apresentaram-se entre as 76 reagentes para brucelose. Langenegger (1992a) considera que a
principal forma de transmissdo da enfermidade se da atraves do contato de animais

susceptiveis com restos de abortos contaminados.

A Mesorregido do Litoral Nordeste onde esta estabelecida a populacdo estudada,
se constitui em uma regido agroecologica de clima tropical com seis meses de chuva ao
ano, o que pode favorecer a manutencdo da B. abortus neste periodo do ano, quando a
umidade € mais elevada, uma vez que, exemplificando, este agente infeccioso pode
permanecer viavel por cerca de 100 dias em &gua, e 180 dias em um feto a sombra

(BRASIL, 2003).

Vale salientar que mesmo em areas secas, quando 0s animais sdo mantidos no
pasto com contato irrestrito, a prevaléncia pode ser maior do que em &reas umidas com o

contato entre animais controlado (SILVA et al., 2000).
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Tendo em vista a diferenca na sensibilidade e especificidade dos testes, as
diferencas aqui observadas podem ser resultado dos diferentes testes soroldgicos
apresentados. Nicoletti (1992) concluiu que a prova de FC era de utilidade limitada no
diagnostico da brucelose em bufalos devido a presenca de falso-positivos. Guarino et al.
(2001) assegura que o teste de FC deve ser empregado como teste confirmatério da
brucelose bubalina. Em virtude da alta concordancia do AAT e 2-ME, Megid et al. (2000)
sugerem a utilizacdo do teste de AAT na triagem para o diagnostico da brucelose bovina, o
gue vem sendo atualmente praticado pelas normas do Programa Nacional para o Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT) do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2004). Segundo o programa, o0s testes de
SAL e 2-ME devem ser empregados como confirmatérios apés o AAT. Resultados
inconclusivos devem ser examinados posteriormente pelo teste de FC ou outro que o
substitua, devendo ser utilizado também para o trénsito internacional. A recomendacdo do
OIE (2003) consiste na realizacdo dos testes de AAT, FC e ELISA, e de forma

complementar, o teste de polarizacdo de fluorescéncia (FPA).

Poester et al. (2002) expressam 0 pensamento comum de que este novo
programa para o controle da brucelose do MAPA, que tem como orientacdo imunizacdo de
fémeas jovens, segregacdo e sacrificio dos animais sororreagentes, traz grandes
expectativas na luta contra esta enfermidade no pais.

Foi testada a associacdo entre a presenca de anticorpos anti-Brucella abortus
com relacdo a animais reagentes para tuberculose, BVD e IBR a fim de determinar o grau
de coincidéncia entre os resultados dos testes e verificar a existéncia ou ndo de associacao

significativa entre as infecgdes.
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Comparando-se os resultados obtidos para brucelose com os de tuberculose,
observou-se que 8,3% dos animais testados (20/241) reagiram para ambas as enfermidades,
enquanto que 51,87% (125/241) dos animais apresentaram resultado negativo para
brucelose e para tuberculose (Tabela 2). Dentre os animais positivos para brucelose,
74,36% (58/78) ndo reagiram a tuberculinizacdo. Dos animais negativos para brucelose,

23,31% (38/163) foram reagentes para tuberculose.

Tabela 2 — Associacgdo entre as frequéncias dos animais reagentes e nao reagentes aos

Testes para brucelose e tuberculose em bufalos criados no Municipio de

Taipu — RN, 2004

Tuberculose

Positivo Negativo

Brucelose Total X2c,y  Niveldep
FA FR(%) FA  FR (%)

Positivo 20 8,30 58 24,06 78

Negativo 38 15,77 125 51,87 163 0,156 0,692

Total 58 183 241

FA- Frequéncia Absoluta; FR — Frequiéncia Relativa
X?19=3,84

Os resultados obtidos no teste X? (qui-quadrado) demonstraram auséncia de
associacdo entre a infeccdo por B. abortus e M. bovis.

Ao serem comparadas as prevaléncias de animais reagentes para brucelose e
para BVD, foi observado que 25,31% (61/241) dos animais reagiram concomitantemente
para ambas as enfermidades. Foram negativos para ambas as enfermidades 16,19%

(39/241) dos animais (Tabela 3). Observou-se que 21,79% (17/78) dos animais positivos
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para brucelose foram negativos para BVD; e 51,45% (124/163) dos animais negativos para

brucelose eram reagentes para BVD.

Tabela 3 — Associagdo entre as frequéncias dos animais reagentes e ndo reagentes aos
Testes para brucelose e BVD em bufalos criados no Municipio de Taipu —

RN, 2004
BVD
Positivo Negativo
Brucelose Total X2, Niveldep
FA FR (%) FA FR (%)

Positivo 61 25,31 17 7,05 78

Negativo 124 51,45 39 16,19 163 0,134 0,714
Total 185 56 241

FA- Frequéncia Absoluta; FR — Frequéncia Relativa

X?1q1= 3,84

Foi verificado que ndo houve associacdo entre animais reagentes aos testes para
B. abortus e BVDV.

Na comparacdo das ocorréncias de animais reagentes para brucelose e para
IBR, foi verificado que 21,58% (52/241) dos animais reagiram concomitantemente para
ambas as enfermidades, e foram negativos para ambas as enfermidades 39,42% (95/241)
dos animais (Tabela 4). Observou-se ainda que dos animais positivos para brucelose,
33,33% (26/78) foram negativos para IBR, e 58,28% (95/163) dos animais negativos para

brucelose eram reagentes para IBR.
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Tabela 4 — Associagdo entre as freqiiéncias dos animais reagentes e ndo reagentes aos

testes para brucelose e IBR em bufalos criados no Municipio de Taipu — RN,

2004
IBR
Positivo Negativo
Brucelose Total X2, Niveldep
FA FR (%) FA FR (%)

Positivo 52 21,58 26 10,78 78

Negativo 68 28,22 95 39,42 163 13,135 0,001
Total 120 121 241

FA- Frequéncia Absoluta; FR — Frequéncia Relativa

X?1q= 3,84

O resultados do teste de X? (qui-quadrado) aplicado entre as variaveis estudadas
(sendo o valor de X? ca € maior que o do X%uap) evidenciou a associagdo entre a frequéncia
de ocorréncia entre as infeccdes por Brucella abortus e HVB-I nos bubalinos criados no

municipio de Taipu — RN.

4.2 Tuberculose

De acordo com a Tabela 1, pode-se observar que foram positivos a
tuberculinizacdo 24,07% dos animais testados (58/241), enquanto que 0s nao-reagentes
corresponderam a 75,93% (183/241).

Os dados aqui encontrados acham-se proximos daqueles observados por Mohan

(1968) na india e no Paquistdo. Contudo, os dados deste trabalho foram inferiores aqueles

27



apresentados por Selim et al. (1978), que detectaram 68,00% de reagentes em bubalinos do
Egito.

Ao serem comparados os resultados expressos na Tabela 1 com os dados
nacionais, pode-se observar que os dados foram superiores aqueles apresentados por
Portugal et al. (1971) no Estado de S&o Paulo. Esta diferenca ja foi constatada por
Lilenbaum (2000) em bovinos, ao apontar os maiores indices de positividade nos Estados
do Norte e Nordeste, e 0s menores nos Estados do Sul e Sudeste.

Mota et al. (2002) no Municipio de Parintins, Amazonas obtiveram 20,41% de
positividade ao mesmo teste, evidenciando valores inferiores, porém préximos aos do
presente estudo.

Segundo Mota e Nakajima (1992) o confinamento tem importancia na difusdo
da doenca no rebanho, o que explica a maior prevaléncia em gado leiteiro. Os mesmos
autores citam os bufalos da Ilha de Marajé como um exemplo de “confinamento natural
temporario” na época das cheias quando o gado se aglomera nas partes altas ou no inverso,
guando procuram aguas estagnadas em secas prolongadas. Os bufalos criados para
finalidade leiteira, de forma semi-intensiva, sdo submetidos a contato intimo na préatica de
manejo diario. O MAPA (BRASIL, 2003) destaca ainda que a prevaléncia no gado leiteiro
é superior em relacdo ao gado de corte.

Como se observou em relagdo a tuberculose bovina, em bubalinos a
enfermidade também apresenta dados bastante diferenciados devido a dimensao territorial e
as caracteristicas regionais, ocorrendo, contudo, em todo o pais (BRASIL, 2003).

Na comparagdo dos resultados de animais reagentes para tuberculose e para
BVD, foi observado que 19,92% (48/241) mostraram-se reagentes para ambas as

enfermidades e 19,08% (46/241) dos animais resultaram né&o reagentes para ambas (Tabela
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5); 17,24% (10/58) dos que se apresentaram positivos para tuberculose foram negativos
para BVD e 74,86% (137/183) dos animais negativos para tuberculose apresentaram-se
reagentes para BVD.

Tabela 5 — Associagéo entre as frequiéncias dos animais reagentes e ndo reagentes aos
testes para tuberculose e BVD em bufalos criados no Municipio de Taipu —

RN, 2004
BVvD
Tuberculose Positivo Negativo ol X2 Nivel de p
FA FR(®%) FA  FR(%) Cal
Positivo 48 19,92 10 4,15 58
Negativo 137 56,85 46 19,08 183 1,539 0,215
Total 185 56 241

FA- Frequéncia Absoluta; FR — Frequéncia Relativa
X% 19=3,84

Né&o foi contatada associacdo entre resultados de bubalinos reagentes aos testes
para M. bovis e BVDV.

Comparando-se a ocorréncia de animais reagentes para tuberculose e para IBR,
foi observado que 12,45% (30/241) dos animais reagiram concomitantemente para ambas
as enfermidades. Foram negativos para as duas enfermidades 38,59% (93/241) dos animais
(Tabela 6); 48,27% (28/58) dos que se apresentaram positivos para tuberculose foram
negativos para IBR e 49,18% (90/183) dos animais negativos para tuberculose eram

reagentes para IBR.
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Tabela 6 — Associagdo entre as freqiiéncias dos animais reagentes e ndo reagentes aos
testes para tuberculose e IBR em bufalos criados no Municipio de Taipu —

RN, 2004

IBR

Positivo Negativo
Tuberculose Total

FA FR(%) FA  FR (%)

X%2caq Niveldep

Positivo 30 12,45 28 11,62 58
Negativo 90 37,34 93 38,59 183 0,114 0,736
Total 120 121 241

FA- Frequéncia Absoluta; FR — Frequéncia Relativa

X2 1= 3,84
O resultado do teste de X? aplicado entre as variaveis estudadas nio demonstrou

associacdo entre as infec¢bes por M.bovis e HBV-1.

4.3 Diarréia Viral Bovina (BVD)

Para BVD 76,76% (185/241) dos animais apresentaram-se reagentes a prova de
VN e 23,24% (56/241) foram ndo-reagentes (Tabela 1).

Os resultados aqui apresentados foram superiores aqueles encontrados por Lage
et al. (1996), através da virusneutralizacdo (VN) no Estado de Minas Gerais e Silva et al.
(2001) com a utilizacdo de ELISA comercial em bubalinos no Estado do Para.

Como se observou, e de acordo com Almeida et al. (2000) em inquérito
realizado em bovinos, ha indicacdo de grande atividade do virus no rebanho estudado, uma
vez que 0s animais ndo receberam vacina contra este virus. Dentre os 185 animais
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reagentes, havia quatro machos e 181 fémeas. Destas, 20 apresentaram historico de aborto.
A prevaléncia encontrada € um componente da epidemiologia da BVD que necessita ser
mais profundamente estudado no sentido de se obter um modelo para esta infec¢cdo na area
estudada. A auséncia de sinais clinicos caracteristicos da infec¢do aguda leva a considerar a
possibilidade de ocorréncia de infecgdo subclinica (BROWNLIE, 1990). Vale destacar que
Langenegger (1992c) lembra que animais reagentes geralmente nao apresentam problemas,
pois sdo imunocompetentes frente a BVD, sendo os animais sorologicamente negativos
susceptiveis a enfermidade.

Comparando-se a ocorréncia de animais reagentes para BVD e para IBR,
verificou-se que 38,60% (93/241) dos animais foram reagentes para ambas as enfermidades
simultaneamente, e 12,03% (29/241) dos animais apresentaram-se nao reagentes para BVD
e IBR (Tabela 7). Dos animais reagentes para BVD, 49,72% (92/185) apresentaram-se nao
reagentes para IBR; e 48,21% (27/56) dos animais negativos para BVD resultaram

reagentes para IBR.

Tabela 7 — Associagéo entre as frequéncias dos animais reagentes e ndo reagentes aos
testes para BVD e IBR em bufalos criados no Municipio de Taipu — RN,

2004
IBR
Positivo Negativo
BVD A RO FAERY Total X2y Nivel dep
Positivo 93 38,60 92 38,17 185
Negativo 27 11,20 29 12,03 56 0,073 0,787
Total 120 121 241

31



FA- Frequéncia Absoluta; FR — Freqiiéncia Relativa

X2 19= 3,84
Observou-se que ndo ocorreu associagdo entre animais reagentes aos testes de

VN empregados para deteccdo de anticorpos para BVDV e HVB-1.

4.4 1BR

De acordo com os dados na Tabela 1 relativos a prova de VN para IBR, 49,79%
(120/241) dos animais mostraram-se reagentes a prova, enquanto que 50,21% (121/241)
apresentaram-se ndo-reagentes.

Os resultados aqui apresentados foram superiores aos dados observados por
Aruna e Babu (1992), que utilizaram a HA e Chinchkar et al. (2002) com a prova de VN na
india; Lage et al. (1996) pela prova de VN no Estado de Minas Gerais; Molnar et al.
(2001a) com emprego de ELISA indireto na Ilha de Marajé e Silva (1996) mediante a VN
no Para.

Os dados deste estudo estdo préximos embora ainda superiores aqueles
apresentados por Renukaradhya et al. (1996) que utilizaram o teste de ELISA e Ikuno et al.
(1984) utilizando o teste de HA.

Contudo, os presentes valores foram inferiores aos relatados por Saw et al.
(1985) na Malésia, que encontraram 65,1% do rebanho bubalino reagentes; Fujii et al.
(2001) que detectaram a freqliéncia de 77,00% de animais reagentes ao teste de ELISA
indireto no Estado do Para, e Silva (1996) que encontrou até 75,31% de animais reagentes
ao teste VN no mesmo Estado.

Carbrey et al. (1971) enfatizam que a confirmacdo laboratorial através da

deteccdo de anticorpos séricos é essencial, pois 0 achado de anticorpos neutralizantes em
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bovinos leva a conclusdo de que os animais foram previamente infectados ou receberam
imunidade materna. Segundo Fuji et al. (2001), é importante reunir dados da
soroprevaléncia dos agentes na regido para auxilio na interpretacdo dos testes soroldgicos.
Aruna e Babu (1992), na india, verificaram ainda que a infecgdo pelo virus da IBR aumenta
com o avanco da idade. Ressaltamos que a populacdo bubalina estudada é constituida por
animais em idade reprodutiva, 0 que pode contribuir para a prevaléncia (49,79%)
encontrada. Das 116 fémeas reagentes, 14 ja abortaram, e houve quatro machos
sororreagentes.

Del Fava et al. (1998) em estudo realizado em rebanho bovino infectado por
HVB-1, relatam que as vacas se constituiram na fonte da infeccdo para o rebanho. Com
relacdo a brucelose, as fémeas representam igualmente papel crucial na disseminacéo da
infeccdo nos plantéis, uma vez que séo os produtos de abortos a principal via de infeccao da
enfermidade.

As condicdes de manejo dos bubalinos estudados podem favorecer a
permanéncia das infeccdes, e deve ser ressaltado que o0s animais nao eram investigados para
a existéncia ou ndo de animais reagentes, e 0 contato entre 0s mesmos se da livremente.
Animais adquiridos ndo eram testados nem submetidos a quarentena quando introduzidos
no plantel.

Uma vez que foi demonstrada a associacdo entre a frequéncia de ocorréncia
entre as infecgbes por Brucella abortus e HVB-1 nos bubalinos criados no municipio de
Taipu — RN, tal realidade parece estar ligada ao que dizem Rocha et al. (1998), ao
afirmarem que fator importante na transmisséo da IBR e da manutencdo desta infecgéo nos
rebanhos é que os animais infectados pelo HVB-1 tornam-se portadores por toda a vida,

sendo que o virus se estabelece de forma latente em seus ganglios nervosos.
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Animais submetidos a estresse como infec¢do intercorrente podem apresentar
depressdo do sistema imune com a quebra do estado de laténcia viral, possibilitando a
reativacdo da infeccdo, com ou sem sintomas clinicos, e re-excrecdo do virus para o
ambiente (ROCHA et al., 1998).

O valor do Coeficiente de Contingéncia foi de 23%, demonstrando segundo
Reis (2003), que embora ocorra associacdo entre a infeccdo por B. abortus e HVB-1, as
enfermidades estdo fracamente associadas. Segundo Fujii et al. (2001), o estudo simultaneo
da freqliiéncia de ocorréncia de diferentes agentes de abortamento possibilita avaliar a

importancia de cada um deles, para que se possa adotar medidas adequadas de controle.
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5. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que:

1. A alta frequéncia de anticorpos anti-Brucella abortus associados a virus
HVB-1 demonstra que estes agentes podem estar implicados nos problemas

reprodutivos na populacédo bubalina estudada e de saude publica.

2. A alta frequéncia de animais reagentes a tuberculinizacdo indica que o M.
bovis esta consideravelmente difundido entre bufalos em idade reprodutiva

no municipio estudado.

3. As elevadas freqiiéncias de anticorpos anti-BVDV evidencia atividade viral
na regido estudada, sendo necessario, dentre os bubalinos ndo reagentes,
investigar a ocorréncia ou nao de persistentemente infectados como fonte de

infeccdo para 0s susceptiveis.
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ANEXO 01 - MAPA DO ESTADO DO RIO GRANDE DO NORTE

Rio Grande do Norte: Mesorregido 06 — Litoral Nordeste
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ANEXO 02 - MAPA DA MESORREGIAO DO LITORAL NORDESTE

Mesorregido do Litoral Nordeste: 06 - Localizagdo do Municipio de Taipu - RN
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ANEXO 03 - QUESTIONARIO INVESTIGATIVO

Data da colheita: /

Propriedade:

Proprietario:

Finalidade:

Histdrico de vacinagéo:

Pratica quarentena?

Repeticdo de cio?

Crias debilitadas?

Abortos?

Queda de producgéo?

Ocorréncia de endometrites?

Retencéo de placenta?

Outras queixas?

Presenca de outros animais?
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