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Resumo

As ilhas das Flores e do Corvo pertencem ao grupo ocidental do arquipélago dos
Acores. Existem cerca de 7700 bovinos distribuidos por 372 exploragdes, das quais, 30 sdo
exploracdes leiteiras. Neste levantamento, todos os bovinos das exploragdes leiteiras foram
testados para a presenca de anticorpos contra a Doenca Viral Bovina (BVD) e para a presenca
de virus da Doenca Viral Bovina (BVDV). O rastreio foi realizado com amostras individuais
de soro utilizando o ensaio de imunoabsor¢do enzimatica, teste de anticorpos ELISA (kit
comercial ‘IDEXX BVDV total AbTest”) e misturas de amostras de soro utilizando a técnica
da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-PCR) (kit comercial ‘MagVetTM
Universal’ e ‘LSI VetMAX™ BVDV Screening Real-Time PCR Kit, synthetic EPC”). Para
o0s animais com idade igual ou inferior a 6 meses, foi feita a colheita de sangue para tubos
com anticoagulante (EDTA) para pesquisa de antigénio anti-BVDV.

A seroprevaléncia e prevaléncia de BVDV foi determinada em 30 exploragdes
leiteiras, testando 277 bovinos de Ilha das Flores e 17 de Ilha do Corvo, de setembro de 2015
a janeiro de 2016. Todos os rebanhos leiteiros estavam sob as campanhas oficiais de
saneamento, muito deles apresentando problemas de fertilidade.

Ndo foram identificados animais Pl. A prevaléncia de BVDV ao nivel das
explorac@es foi de 100% na ilha do Corvo e 83,3% na ilha das Flores. A seroprevaléncia de
BVDV nos animais foi 36,8% e 83,3% na ilha das Flores e do Corvo, respetivamente

Este estudo é mais um passo para controlar e erradicar a BVDV nos bovinos leiteiros
nestas duas ilhas. Dada a alta taxa de animais afetados por BVDV, é essencial tomar medidas
nas exploracBes, fazer um levantamento epidemioldgico para descobrir a causa desta
seroprevaléncia, abatendo os animais Pl (quando presentes) e implementando medidas para

impedir a disseminacgéo do virus na populacao de bovinos.

Palavras-Chave: diarreia viral bovina (BVD), BVDV, prevaléncia, Flores, Corvo (Agores).




Abstract

Flores and Corvo islands belong to western group of the Azores archipelago. There
are about 7700 bovines distributed by 372 herds from which 30 are dairy herds. In this survey,
all cattle from dairy herds were tested for the presence of antibodies against Viral Bovine
Disease BVD and for the presence of the Viral Bovine Disease virus (BVDV). The screening
was performed with individual serum samples using the enzyme linked immunosorbent assay
ELISA antibody test (commercial kit ‘IDEXX BVDV total AbTest”) and pools of serum
samples using Real Time Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) (commercial Kit
‘MagVetTM Universal’ and ‘LSI VetMAX™ BVDV Screening Real-Time PCR Kit,
synthetic EPC’). For animals aged less than 6 months, blood collection was performed with
tubes with anticoagulant (EDTA) to investigate the presence of anti-BVDV antigene.

Seroprevalence and prevalence of BVDV was determined in 30 dairy herds, testing
277 cattle from Flores Island and 17 from Corvo Island, from Setember 2015 to January 2016.
All the dairy herds were under oficial disease control programs and most of them presented
fertility problems.

Persistently infected animals were not identified. The seroprevalence of BVDV
between herds was 100% in Corvo Island and 83,3% in Flores Island. The seroprevalence of
BVDV between animals was 36,8% and 83.3% in Flores and Corvo Islands, respectively.

This study is another step to control and eradicate the BVDV in cattle in these two
islands. Given the high rate of affected animals by BVDV, it is essential to take measures in
herds, do an epidemiological survey to find the cause of this high seroprevalence, removing
the PI animals (when present) and implementing measures to prevent the dissemination of

the virus in cattle population.

Keywords: bovine viral diarrhea (BVD), BVDV, prevalence, Flores, Corvo, (Azores).




Abreviaturas, siglas e simbolos

AC — Anticorpos

ADN — Acido desoxirribonucleico

AEI — Acetiletilamina

AG — Antigénio

ARN — Acido ribonucleico

BVD - Diarreia Viral Bovina (do inglés Bovine Viral Diarrhea)

BVDV -Virus da Diarreia Viral Bovina (do inglés Bovine Viral Diarrhea Virus)
BVD-MD - Diarreia Viral Bovina - Doenca das Mucosas

cp — Citopatogénico

DM — Doenca das Mucosas

DRDA - Direcdo Regional de Desenvolvimento Agrario

EDTA — Acido etilenodiamino tetra-acético (do inglés Ethylenediamine tetraacetic acid)
e.g. - exempli gratia (por exemplo)

ELISA — Ensaio imunoenzimatico (do inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)
IC — Intervalo de Confianca

IAMA — Instituto de Alimentacdo e Mercados Agricolas

LRV - Laboratdrio Regional de Veterinaria

ncp — Nao citopatogénico

NK — Linfocitos exterminadores naturais (do inglés Natural Killer)

OIE - Organizacdao Mundial de Saude Animal (anteriormente designada por Organizacédo
International de Epizootias)

ORF - Fase de leitura aberta (do inglés Open reading frame)

PCR - Reacdo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction)

PI — Persistentemente infetado

R.A.A. — Regido Autonoma dos Agores

Rpm — Rotagbes por minuto

RT-PCR - Reagd0 em cadeia da polimerase em tempo real (do inglés Real Time -
Polymerase chain reaction).

SDAFC — Servigo de Desenvolvimento Agréario das Flores e Corvo

SNC — Sistema Nervoso Central

SRB - Sindrome Respiratério Bovino

TA — Testagem e Abate




UTR - Regides ndo traduzidas ou regides nao codantes de uma molécula de ARN (do inglés
Untranslated Regions)

VHB-1 — Virus Hepatite B-I

VD — Diarreia viral (do inglés Viral Diarrhea)

% — Percentagem

® — Marca Registada

™ _ Marca registada ou marca de fabrica (do inglés Trade Mark).

Vi
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Introducéo

A diarreia viral bovina (também conhecida pelos acronimos DVB e BVD) é uma
doenca infeciosa causada pelo virus da diarreia viral bovina (Bovine viral diarhea virus -
BVDV), pertencente a familia Flaviviridae, membro do género Pestivirus (Valle et al. 1999;
ICTV, 2015).

O BVDV € um importante agente infecioso de bovinos, responsavel por perdas
econdmicas significativas nas exploraces leiteiras e de carne em todo o mundo (Flores et
al., 2005; Heuer et al., 2007; Houe, 2003). De acordo com Rocha (2009) “as perdas
econdmicas causadas por BVD séo consideraveis apesar da extensdo destas ser dificil de
calcular porque temos que supor que um numero de infe¢fes de BVD remanescem sem serem
diagnosticadas ou as perdas associadas aquelas infecdes ndo estdo reconhecidas como
sendo causadas pelo virus.” (Rocha, 2009; p.2). Estas perdas podem depender de varios
fatores diferentes tais como da estrutura da exploracdo, da percentagem de animais
suscetiveis (seronegativos), do risco de exposicdo, do valor da perda causado pela infecdo
num animal suscetivel ou do custo de cada categoria de perda (Wolf, 1997). O problema
assenta sobretudo nas perdas causadas pela reducédo da fertilidade e da producéo de leite; as
perdas podem ser produtivas (inducdo de imunossupressdo) e reprodutivas (morte
embrionaria, abortos e estadios tardios de gestagdo).

O BVDV apresenta uma enorme variabilidade genética e antigénica. Sendo um virus
de ARN, a sua capacidade de mutacdo e recombinacdo confere-lhe tanto a capacidade de
causar infecdes subclinicas (com inducdo de imunossupressdo), como de desencadear doenca
hiperaguda e fatal, frequentemente em sinergia com outros agentes.

Apresenta dois bidtipos designados por ndo-citopatico (BVDV-ncp) e citopéatico
(BVDV-cp), dependendo do efeito que tem em tecidos celulares, em que o tipo ncp é o mais
comum e mais importante, visto ser o que atravessa a placenta e infeta o feto (Brownlie et al,
1987). Séo considerados dois genotipos, 0 BVDV-1 (forma mais isolada) e BVDV-2 (forma
mais atipica), sendo o BVDV-1 o gendtipo utilizado em vacinas e testes de diagnostico
(Quinn et al. 2004; Kuta et al., 2015).

Os sinais clinicos de infecdo por BVDV sdo muito variaveis, incluiem desde poucos
ou nenhuns sinais até sinais muito graves que levam a morte do animal. Esses sinais tendem
a ser determinados pelo genotipo do virus, se a infecdo € aguda ou cronica, se a fémea esta

gestante bem como outros fatores. Alguns dos sinais de infegdo aguda sdo: febre, letargia,



diarreia, leucopenia, perda de apetite, corrimento nasal, descarga ocular, lesGes orais,
diminuicdo da producéo de leite (Radostits & Littlejohns,1988). A infecédo crénica pode levar
a sinais de doencga da mucosa (DM).

Um dos principais problemas que tem afetado as explora¢Ges pecuérias das ilhas das
Flores e do Corvo € sem duvida a existéncia de doencas do foro reprodutivo, as quais tém
causado problemas como morte embrionaria, aborto, nascimento de vitelos mortos,
nascimento de vitelos debilitados que morrem nas primeiras semanas de vida e intervalo entre
partos alargado. No caso das exploracOes leiteiras, este problema faz-se sentir também na
reducdo do periodo de lactacdo, menor producédo de vitelos por ano e durante a vida util da
vaca. Também provoca perdas econdémicas ao causar 0 aumento significativo da incidéncia
de patologias do foro respiratorio, hematoldgico, gastrointestinal, circulatorio e imunoldgico.
Como resultado final, verifica-se a diminui¢do do rendimento das exploragfes bem como o
aumento dos custos em assisténcia veterinaria.

O virus da diarreia viral bovina é o agente infecioso mais importante nas exploracdes
leiteiras e no que respeita aos Acores, existe uma elevada prevaléncia do BVDV como
demonstrado pelas analises realizadas pelo Laboratério Regional de Veterindria (LRV) em
2008: 57,5% de prevaléncia no total das nove ilhas e 84,2% de exploracGes positivas. Estes
resultados poderdo advir da inexisténcia de um programa de controlo e erradicacdo
organizado, sistematizado e coordenado pelas entidades oficiais, no caso dos Acores, pela
Direccdo Regional da Agricultura.

Sendo a bovinicultura leiteira de extrema importancia econémica para 0
arquipélago, € imperativo a execucdo de um plano de vigilancia e erradicacao desta patologia
sendo inclusive uma orientacdo da Unido Europeia que pretende erradicar esta doenca do
espaco comunitario, facto substanciado pela Directiva 88/407/CEE de 14 de junho de 1988,
que fixa as exigéncias de policia sanitaria aplicaveis as trocas comerciais intra-comunitarias
e as importagdes de sémen de animais da espécie bovina, alterada pela Decisdo de Execucao
da Comissao 2011/630/EU de 20 de setembro de 2011.

O objetivo geral desta dissertacao foi avaliar a situagdo da Diarreia Viral Bovina na
populacdo bovina de aptid&o leiteira nas ilhas das Flores e do Corvo. O objetivo especifico
foi determinar a prevaléncia em todas as exploracOes leiteiras, destas duas ilhas, com
evidéncia de contacto com o BVDV. A realizagdo deste estudo, que permitiu diagnosticar a
situacdo da disseminacao do virus, envolveu avaliagdes sorologicas das exploragdes leiteiras

para verificar a prevaléncia do virus assim como identificar os seus fatores de risco mediante



a aplicacdo de um questionario epidemioldgico junto dos produtores. A partir daqui, sera
possivel estabelecer um plano de controlo eficiente e prevenir a infecdo por este agente,

diminuindo as perdas econdmicas e conduzir a sua erradicacdo nas explora¢Ges bovinas.



Capitulo I - Relatorio de Estagio



Relatorio de Estagio

O estégio curricular foi realizado no Servico de Desenvolvimento Agrério das Flores
e Corvo (SDAFC), localizado na ilha das Flores (Estrada Regional- Fazenda. 9960-220
Fazenda, Lages das Flores) durante os meses de setembro de 2015 a marco de 2016.

Este estagio permitiu, através do acompanhamento dos trabalhos de indole
veterinaria em espécies pecudrias - maioritariamente em bovinos de aptid&o leiteira - adquirir
competéncias que possibilitam o desenvolvimento de atividades de uma forma independente
aplicando todos os conhecimentos tedricos e praticos adquiridos durante o curso.

O principal objetivo do estagio foi efetuar o diagnostico da BVD nas exploragdes
leiteiras das ilhas das Flores e do Corvo (Acores). Nesse sentido foram adquiridas
competéncias técnicas no procedimento de colheita e envio de amostras para testes
imunoldgicos em bovinos, no ambito da detecdo de anticorpos do virus BVD e do antigénio
permitindo a identificacdo de animais persistentemente infetados (PI). Paralelamente foi feita
uma analise e maneio do risco, assentando este Ultimo na identificacdo dos fatores de risco
presentes, sob a forma de um questionario epidemioldgico nas exploragdes leiteiras obtendo-
se informacéo relevante de avaliacdo do risco de introducdo, manutencdo e disseminacéo da
BVD nessas exploragoes.

Para além desta instituicdo de acolhimento, o estagio curricular também decorreu no
IAMA (Instituto de Alimentacdo e Mercados Agricolas) — Matadouro das Flores (Caminho
dos Vales, S/N. 9970-380 Santa Cruz das Flores), em vérias exploracdes de leite e de carne
e em acdes pontuais de atividade médico-veterinaria um pouco por toda a ilha das Flores. No
primeiro caso adquiriram-se competéncias no &mbito do controlo oficial, nomeadamente em
termos de decisdes sanitarias, controlo de higiene das instalacfes da unidade de abate e 0
cumprimento dos requisitos legais nas operagdes de abate. Nos restantes casos, adquiriram-
se competéncias no ambito do controlo oficial e fiscalizacdo (autoridade sanitéria veterinaria)
bem como o exercicio de clinica de pequenos e grandes animais, realizacdo de exames a
animais e aconselhamento a produtores (alimentacdo, nutricdo, reproducdo, instalacdes de

alojamento e controlo da qualidade dos produtos). Assim:

1) Local: Servico de Desenvolvimento Agrario das Flores e Corvo - SDAFC

Periodo: setembro de 2015 a margo de 2016



Responsavel: Dr. Dércio Silveira (Médico Veterinario)

Objetivo: obtencdo de competéncias no ambito do procedimento técnico de colheita e envio
de amostras para testes imunoldgicos para determinacdo da prevaléncia do BVDV em vacas

leiteiras.

Atividades desenvolvidas: Acompanhamento das Brigadas Sanitarias do Servico de
Desenvolvimento Agrario das Flores e Corvo na colheita de amostras de sangue em todos 0s
bovinos de todas as exploracdes leiteiras das Ilhas das Flores e do Corvo num total de 30
exploracGes (24 na llha das Flores e 6 na llha do Corvo). A seroprevaléncia e a prevaléncia
de BVDV foi determinada testando 277 bovinos da ilha das Flores e 17 da Ilha do Corvo.

2) Local: Matadouro da ilha das Flores (IAMA)
Periodo: setembro de 2015 a marc¢o de 2016
Responsavel: Dr.2 Cétia Lourengo (Médica Veterinaria)

Atividades desenvolvidas: obtencdo de competéncias no &mbito de Inspecdo Sanitaria a

bovinos, ovinos, caprinos e suinos.

3) Local: llha das Flores
Periodo: setembro a dezembro 2015
Responsavel: Dr. Dércio Silveira (médico veterinario)

Atividades desenvolvidas: clinica de pequenos animais.

4) Local: Ilha das Flores
Periodo: setembro a dezembro 2015

Responsavel: Dr. Dércio Silveira (médico veterinario)



Atividades desenvolvidas: clinica de grandes animais: acompanhamento de exploracdes
leiteiras e de carne em toda a ilha das Flores; cesarianas em vacas; necropsias a bovinos para
estudo no Laborat6rio Regional de Veterinaria da Regido Auténoma dos Acores (Direcdo
Regional do Desenvolvimento Agrario/ Direcdo de Servigos de Veterinaria); aconselhamento

técnico.



Capitulo Il — Enquadramento Tedrico-Conceptual



1 — Diarreia viral bovina

1.1 — Historia

A BVD é uma virose que foi diagnosticada pela primeira vez nos Estados Unidos da
América em 1946 a partir de um surto num rebanho de bovinos; os animais apresentavam
febre, ulceracdo das mucosas, diarreia, tosse e hipersalivacdo. A doenca, no entanto,
caracterizava-se por uma elevada morbilidade e uma baixa mortalidade (4-8%). Foi
reconhecido que a doenca tinha uma componente respiratéria (sinais de doenca respiratoria),
leucopenia, bem como uma diminuicéo na producéo de leite e um aumento da taxa de aborto.
A doenca foi reprodutivel experimentalmente, mas ndo foi possivel isolar nenhuma bactéria
dai que se tenha suspeitado de uma etiologia viral e introduzido o nome de ‘diarreia viral’
(Olafson, et al., 1946).

Também em 1946, no Canada, Childs (1946) descreveu uma doenca dos bovinos
muito semelhante, mas mais grave e com uma elevada taxa de mortalidade, embora a
morbilidade (dentro da exploracdo) fosse baixa. Os bovinos afetados exibiam diarreia aquosa
e sanguinolenta, pirexia, desidratacdo, tenesmo, taquipneia, taquicardia, orelhas caidas,
anorexia, corrimento nasal, hipersalivacdo, Ulceras nas narinas, focinho, labios, mucosas e
membranas da cavidade oral. O relatério original também descreveu lesdes de pele sobre as
regides inguinal e perineal, face interna das coxas e dentro das orelhas.

Na década de 50, nos Estados Unidos da América, Ramsey & Chivers (1953)
descreveram uma sindrome muito semelhante ao descrito por Childs e designaram-no por
Doenca das Mucosas (DM). Os principais sintomas desta nova doenca eram hemorragias e
lesGes intestinais, diarreia grave, depressdo, anorexia e ulceracdo da mucosa oral. Mas ao
contréario da ‘diarreia viral’, esta ndo foi possivel ser desencadeada experimentalmente pelo
que foram consideradas doencas diferentes. Em 1957 foi possivel isolar um virus (cp) a partir
de um caso de DM mas mesmo assim nao foi possivel reproduzir a doenga experimentalmente
(Underdahl, et al., 1957). No mesmo ano investigadores da Universisdade de Cornell (Nova
lorque, E.U.A) conseguiram isolar um virus ndo citopatico (ncp) de um caso de ‘diarreia
viral’ sem, contudo, estabelecerem liga¢do entre ambas as doencas (Lee & Gillespie, 1957).
Em 1960 investigadores dessa mesma universidade isolaram um virus cp de um caso de
‘diarreia viral’ denominado na altura por Oregon C24V. Apos a inoculagdo, 0 virus

desencadeou sintomas tipicos da doencga e levou a producdo de anticorpos que neutralizavam



0 virus cp e ncp. Apds analises efetuadas, conclui-se que os virus da ‘diarreia viral’ ¢ da
Doenca das Mucosas tinham muito em comum e ambos estavam relacionados com o virus da
Peste Suina Cléassica (na época chamada de Colera Suina) (Darbyshire, 1962).

Em 1961, o Oregon C24V foi modificado de forma a poder ser utilizado como a
primeira vacina contra a ‘diarreia viral’. Infelizmente o uso generalizado desta vacina causou
uma variedade de efeitos adversos colaterais incluindo inducdo da DM, insuficiéncia
reprodutiva e defeitos congénitos (Bolin, 1995b).

Embora houvesse semelhancas na patologia da ‘diarreia viral’ ¢ da DM, havia
diferencas substanciais: a ‘diarreia viral’ bovina estava associada a surtos esporadicos, com
elevada morbilidade, mas baixa mortalidade, enquanto que a DM foi observada em bovinos
jovens com baixa morbilidade, mas mortalidade da ordem dos 100%. Quando o0s
investigadores tentaram reproduzir a DM com isolados do virus cp, a doenga resultante
assemelhava-se a ‘diarreia viral’ branda. Estas observacgdes, bem como outras similaridades,
levaram a que a DM ¢ a ‘diarreia viral’ bovina fossem consideradas a mesma doenga com
pequenas variacdes (Jubb & Kennedy, 1963). No final da década de 60, a doenca foi
vulgarmente chamada de ‘BVD-DM”.

No final da década de 80, tudo o que era conhecido sobre BVDV foi revisto. Um surto
hemorragico grave em bovinos adultos e vitelos associado ao BVDV-ncp foi registado em
varios paises (Perdrizet et al., 1987). Este surto foi caracterizado por febre, trombocitopenia,
diarreia sanguinolenta, epistaxe, hemorragias petequiais e equimoses na superficie das
mucosas. O surto, que se tornou conhecido como "surto de BVD hiperagudo” foi atribuido
ao BVDV-ncp em vez da combinacgdo esperada cp/ncp que provoca a DM. Este foi o ponto
de partida para que se considerasse que o BVDV-ncp pode realmente causar doenca grave
em bovinos. Em 1993 nos Estados Unidos da América, Canada e Inglaterra (David et
al.,1994; Pellerin et al., 1994; Carman et al.,1998) foi registado um surto com sinais clinicos
semelhantes aos da DM, afetando bovinos de todas as faixas etarias; os sinais mais comuns
foram diarreia e sinais de doenca respiratdria. Os bovinos mais velhos apresentavam lesfes
orais, as fémeas infetadas abortaram e as taxas de mortalidade do rebanho rondaram em media
25% (Carman et al.,1998).

Desde entdo, a caraterizagdo do BVDV a um nivel imunoldgico, molecular e
genético foi impulsionada vigorosamente. Sabe-se hoje que a DM é uma manifestacao clinica
do BVDV e que ocorre em animais portadores especificamente imunotolerantes que sao

persistentemente infetados com o BVDV-ncp e que se tornam super-infetados com a estirpe



cp do virus ou entdo quando ocorre uma mutacdo do virus ncp em cp (Beldk & Ballagi-
Pordany, 1991; Hertig et al., 1991; Baker & Houe, 1995). Os avancos nesta area permitiram
em 1994 identificar o gen6tipo 2 do BVDV (Carman et al., 1998; Ridpath et al., 1994).

1.2 — Virus

O virus da diarreia viral bovina manifesta-se de vérias formas clinicas: subclinica,
infecBes respiratdrias, gastroenterites, alteraces cutaneas, trombocitopenia e hemorragias,
problemas reprodutivos (retorno de cio, nascimento de vitelos fracos, malformagdes
congénitas e nado mortos) e a forma altamente fatal que ocorre principalmente em animais
PI conhecida como Doenca das Mucosas (DM) (Baker, 1995; Flores et al., 2005).

A etiologia do virus foi estabelecida pela primeira vez nos anos 60 do séc. XX. Até
ai era taxonomicamente considerado Togavirus (familia Togaviridae), s6 mais tarde, apos
sequenciacdo gendémica é que foi considerado como Pestivirus, mais adequado a familia
Flaviviridae, género Pestivirus. Dentro deste género incluem-se também dois virus que
causam doencas de notificacdo obrigatoria a Organizacdo Mundial de Saide Animal: o virus
da Peste Suina Cléssica e o virus ovino da Doenga das Fronteiras (Border Disease) (Edwards
& Paton, 1995; OIE, 2015).

Os pestivirus sdo virus esféricos com um diametros de 40-60 nm, com uma estrutura
de cépside icosaédrica (uma Unica proteina do capsideo) (Lindenbach et al., 2007). O genoma
do BVDV consiste numa cadeia linear simples de ARN constituidos por cerca de 12.300
nucléotidos. A grelha de leitura (ORF) tem aproximadamente 3900 coddes e é flanqueada
pelas regides 5 -untranslated (5’-UTR) e 3 -untranslated (3’- UTR), regides ndo codificantes
mas importantes para o inicio da transcricdo e estabilidade do genoma. A ORF é traduzida
numa unica poliproteina que é processada tanto pelas proteases virais como pelas proteases
celulares, em proteinas virais maturas, estruturais (C ou p14, E™, E1 e E2 ou gp48, gp33 e
gp55) e ndo estruturais (NP, p7, NS2-3 ou p125, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (Ridpath,
2005). A proteina C, do capsideo, intervém no empacotamento do ARN genémico e fornece
suporte para a formacdo do envelope do virido. As trés glicoproteinas, E™, E1 e E2, estdo
associadas ao envelope lipidico. A glicoproteina E2 apresenta os principais locais de
reconhecimento para a producdo de anticorpos neutralizantes contra o BVDV (Ridpath,

2005). Os segmentos do genoma viral mais utilizados na analise filogenética do BVDV séo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ridpath%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10954582

a regido 5’-UTR e a regido imediatamente adjacente, que codifica a proteina ndo estrutural
NP (a primeira a ser produzida) (Bolin & Grooms, 2004).

A grande diversidade de virus expressa-se na forma de inGmeros genotipos,
subgenotipos e, dentro destes, isolados. No caso dos pestivirus sdo conhecidos: virus da Peste
Suina Classica (PSC), o BVD de tipo 1 (BVDV-1), o BVD do tipo 2 (BVDV-2), virus da
Doenca da Fronteira e um geno6tipo representado por um unico virus denominado Giraffe-1
(Van Metre, et al., 2008). Em 2004, um pestivirus atipico foi isolado a partir de um lote de
soro de vitelo contaminado, proveniente do Brasil; este virus, chamado D32/00_HoBi, foi
proposto como protétipo de uma nova espécie de pestivirus, BVDV-3 (Decaro et al., 2011;
Bauermann et al., 2013).

Atualmente estdo identificados 17 subgenoétipos de tipo 1 e 4 subgenétipos do
BVDV de tipo 2 (Nam et al., 2015). O BVDV-1 ¢ a forma mais isolada e 0 BVDV-2 a forma
mais atipica, sendo que o BVDV-1 é o gendtipo utilizado em vacinas e nos laboratérios como
virus de referéncia, por exemplo: BVDV-NADL, BVDV-Singer, BVDV-C24V e BVDV-NY
1 (Baker & Houe, 1995; Pellerin et al., 1995; Quinn et al., 2004; Kuta et al., 2015).

Até recentemente, pouco se sabia dos genotipos de BVDV circulantes em Portugal.
Em 2006, Barros et al., realizaram um estudo envolvendo 34 estirpes portuguesas isoladas
no campo, consistindo na amplificagdo por RT-PCR de um fragmento da zona 5’-UTR,
seguido de clonagem e sequenciacdo. Daqui resultou a extrapolacdo duma andlise
filogenética que revelou que a maioria dos virus, com origem em efetivos bovinos
distribuidos por varias regides do pais, pertencia ao genétipo BVDV-1 (subgenoétipos 1b, 1a,
1d e 1le); também foram identificados trés virus como sendo BVDV-2. Concluiu-se que o
virus BVDV-1b era o gen6tipo mais prevalente e que também existia em Portugal o genétipo
BVDV-2. Mais recentemente Benevides et al. (2015) investigaram 84 isolados de BVDV das
9 ilhas do Arquipélago dos Acores e através da analise filogenética e da sequéncia de
nucledtidos da regido 5 -untranslated (5’-UTR) dos isolados investigados, foi demonstrado
gue o BVDV-1a, -1b e -1d séo os subtipos predominantes no arquipélago; foram também
identificados os subtipos -1e e -1h bem como o BVDV-2.

Enquanto que os genotipos sao diferentes nos seus genomas, os bidtipos podem ser
identificados com base nas caracteristicas fenotipicas. O BVDV também se pode dividir em
dois bidtipos de acordo com o efeito que provocam em cultura de células: o citopatogénico
ou citopatico (cp) e o ndo citopatogénico ou nao citopatico (ncp) (Lindberg, 2003; Peterhans

etal., 2003). O BVDV ncp € o mais frequente na natureza e € o responsavel pela maioria dos



danos causados por BVD, enquanto amostras de BVD cp sédo isoladas exclusivamente de
animais acometidos da Doenca das Mucosas ou de surtos de doenca pds-vacinal (OIE, 2015).

O BVDV ncp codifica uma proteina ndo estrutural denominada NS23; o BVDV cp
codifica duas proteinas separadas NS2 e NS3. A NS3 ¢ considerada uma proteina marcadora
de BVDV cp. (Baker & Houe, 1995). Ambos os bidtipos sdo patogénicos para 0s bovinos
(Kovacs et al., 2003; Peterhans et al., 2003). O bidtipo citopatico (cp) induz vacuolizagédo
citoplasmatica e morte celular, passados poucos dias ap06s a infecdo (efeito citopético). O
bidtipo ndo citopatico (ncp) estabelece uma infecdo inaparente e persistente, todavia ndo
causa alteracdes morfoldgicas nas células (Baker & Houe, 1995; Van Metre et al., 2008).

A citopatogénese ocorre como resultado de alteracBes genéticas (insercoes,
duplica¢des e/ou rearranjos), dentro da proteina nao estrutural NS23 (Lindberg, 2003). Estas
mutacdes estdo associadas com o desenvolvimento da DM, a qual ocorre quando animais
imunotolerantes persistentemente infetados com um virus ncp séo super-infetados com um
cp (Beladk & Ballagi-Pordany, 1991; Hertig et al., 1991; Baker & Houe, 1995) ou devido a
uma mutacao do virus ncp em cp (Hertig et al., 1991). A DM é a infecdo mais grave com
100% de mortalidade; apenas o bidtipo ncp pode ser isolado a partir de animais Pl, mas ambos
0s biétipos podem ser isolados a partir dos animais que sofrem da DM (Pellerin et al., 1995).

Os BVDV-1 e BVDV-2 tém diversas carateristicas em comum; ambos podem
provocar doencas sérias, a maioria (70-90%) das infe¢bes sdo, no entanto, assintomaticas
(isto é, as diferencas na estrutura genética ndo esclarecem a viruléncia). Ambos os genétipos

ocorrem tanto como biotipo citopético como ndo-citopatico (Ridpath & Bolin, 1995).

1.3 — Epidemiologia

O virus da BVDV tem distribuigdo mundial, existindo em bovinos de aptidao leiteira
e de carne. Estd reportado em todos os paises da Europa, com excecdo dos paises
escandinavos onde € atualmente considerado erradicado, podendo existir, mas em niveis de
prevaléncia muito baixos, de dificil detecdo. Nos paises onde esta presente, a prevaléncia de
animais seropositivos varia muito, entre os 40% e os 90%. A frequéncia de animais Pl na
populacdo bovina dos paises onde 0 BVDV esta presente ronda os 0,5% até 2% (Houe, 1999;
Niza-Ribeiro, 2008). Nos E.U.A as pesquisas indicam que a prevaléncia de animais Pl é
baixa, inferior a 1% (Wittum et al., 2001; O’Connor et al., 2007; Fulton et al., 2009); a



prevaléncia de vacas leiteiras infetadas com BVDV é de 15% (Houe et al., 1995) e numa
pesquisa com base na detecdo de BVDV através de RT-PCR em amostras de leite é de 1,7%.

O genotipo BVDV-1 é o mais frequente, sendo rastreado em mais de 90% dos casos,
no entanto o BVDV-2 também j& foi identificado em alguns paises da Europa como é o caso
da Holanda, Italia, Alemanha, Bélgica e Polonia (Houe, 1999; Giangaspero et al., 2001,
Astiz, 2013; Doll & Holsteg, 2013; AHVLA, 2014; Mirostaw et al., 2014) bem como no
Reino Unido, embora em menor escala (AHVLA, 2014). Em Espanha e segundo Aduriz et
al. (2015) o BVDV-2 so foi identificado em 2015, sendo que em Portugal ja havia sido
detetado em 2006 (Barros et al., 2006).

Além dos bovinos, outros artiodatilos (caprinos, suinos, ruminantes selvagens)
podem ser infetados. Embora estes animais ndo adquiram doenca das mucosas podem, entre
outros, sofrer da reducdo da fertilidade. Foi provado que é possivel haver transmissao viral
interespécies de ovinos para bovinos (Carlsson & Belak, 1994).

Os principais reservatorios do virus sdo os bovinos Pl, pois eliminam milhdes de
particulas virais diariamente, aumentando assim o risco de contégio e infecdo dos animais
que lhe estdo proximos — funcionam como reservatdrios e fonte permanente de virus para
toda a manada.

Para além da infecdo adquirida dos bovinos PI, um bovino pode adquirir o virus em
contacto com animais com infecdo aguda (IA) (Brownlie et al., 1987). Os animais que
contactam o virus pela primeira vez sofrem uma infecdo transitdria, virémia, desenvolvem
uma resposta imunitaria e passam a eliminar o virus nas suas secre¢des e excre¢des (Baker,
1987; Dubovi, 1994; Houe, 1999; Lindberg & Alenius, 1999; Lindberg, 2003). A quantidade
de virus eliminada por estes animais com infecdo aguda €, no entanto, menor que a produzida
pelos bovinos PI (Kirkland et al., 1991).

O virus esta presente nos exsudados 6culo-nasais, saliva, urina, fezes, sémen, fetos
abortados, liquidos uterinos, placenta, fluido amniético, muco vaginal e colostro (Givens et
al., 2003; Givens & Waldrop, 2004; Gard et al., 2007; Lanyon et al., 2014).

As portas de entrada do BVDV sdo a mucosa digestiva, nasal, ocular e genital
(Andrews, 2004; Thurmond, 2005).
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1.3.1 — Prevaléncia

A infecdo pelo BVDV tem distribuicdo mundial, apesar de ocorrerem diferencas na
prevaléncia entre paises. Para além da América do Norte, ja foi relatada em vérios paises
como o Reino Unido, Irlanda, Noruega, Dinamarca, Suécia, Polonia, Alemanha, Austria,
Hungria, Italia, Grécia, Suica, Franca, Espanha, Portugal, Brasil, Cuba, Uruguai, Chile,
México, Jordania, Nova Zelandia, Australia entre outros, sendo considerada de natureza
ubiqua (Reinhardt et al., 1990; Lindberg & Alenius, 1999; Schreiber et al., 1999; Valle et al.
1999; Giangaspero et al., 2001; Niza-Ribeiro et al., 2004; Billinis et al., 2005; Solis-Calderon
et al., 2005; Grooms et al., 2006; Riviera, 2008; Ridpath et al., 2010; Barrett et al., 2011,
Astiz, 2013; Doll & Holsteg, 2013; AHVLA, 2014; Lanyon & Reichel, 2014; Aduriz et al.,
2015; Szabara et al., 2016). A prevaléncia dos anticorpos antivirais no gado bovino pode
também variar entre regides geograficas dentro do mesmo pais (Khan, 2010).

Por sua vez, os fatores ambientais tais como a densidade da populagéo, aptiddo do
gado (para leite ou carne), tipo de exploracédo e as praticas de biosseguranca, influenciam a
gravidade e a prevaléncia da doenca em determinadas populacdes de animais (Brock, 2004).

Ribeiro & Pereira (2004) efetuaram um estudo onde quantificaram a prevaléncia do
BVDV na populacdo de exploracfes de bovinos leiteiros nos concelhos de Povoa do Varzim
e Ponte de Lima (Portugal) e chegaram a conclusdo que o tamanho da populacdo influencia
a distribuicdo do BVDV ou seja que as exploracdes de maior dimensdo tém maior
probabilidade de serem infetados do que os animais de exploragfes mais pequenas; neste
mesmo estudo foi possivel determinar que a introducdo de animais Pl provenientes da Unido
Europeia, foi responsavel por 30% da prevaléncia. Pelo contrario, Billinis et al. (2005)
concluiram que, ap6s a andlise de 39 exploracdes leiteiras, o tamanho da exploracdo nao
estava associado a prevaléncia de animais portadores de anticorpos ou PI’s. De acordo com
um estudo realizado por Houe, Kjeer-Ersbgll & Lindberg (2003), o nivel elevado de infecdo
esta significativamente associado a altas densidades populacionais de gado bovino, mas nao
ficou provado que esse nivel de infe¢do esteja associado ao tamanho da exploracdo, pois
parece haver alguma confusdo entre ‘tamanho da exploracéo e ‘densidade populacional’.

Numerosos sdo o0s estudos que mostram diferentes valores de prevaléncia
(seroprevaléncia) e incidéncia de animais P1. Nas areas onde a BVD é endémica esses valores
variam principalmente entre 60-85% (prevaléncia) e um nivel maximo de 1-2% (animais PI)
(Houe, 1999).
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Convém no entanto distinguir entre ‘prevaléncia individual ou entre animais e
‘prevaléncia nas exploragdes’: a prevaléncia individual é obtida pela proporcdo entre o
namero de bovinos seropositivos na exploragdo e o total de bovinos amostrado/estudado
enquanto que a prevaléncia nas exploragdes € dada pela proporcdo entre 0 nimero de
explorac@es seropositivas (considerando uma exploracdo seropositiva quando pelo menos se
encontra um animal seropositivo nessa exploracdo) e o numero total de exploracbes
amostradas/estudadas.

De acordo com Bitsch & Rgnsholt (1995), a Finlandia, Noruega e Dinamarca
apresentavam valores percentuais para animais Pl respetivamente de 1%, 9% e 39% em
exploracdes leiteiras. Segundo O'Neill et al. (2009) uma baixa prevaléncia de bovinos PI tem
sido descrita no Reino Unido (0,8%), Bélgica (0,75%), Dinamarca (1,1%-1,4%), Alemanha
(0,9%), Poldnia (0,9%) e Irlanda (0,6). Na Hungria, Kovagé et al. (2015) apontam para 70%
de seropositividade para BVD de acordo com um inquérito de monitorizagdo a nivel nacional;
das exploracdes leiteiras estudadas, 43,4% eram seropositivas; neste pais Szabéara et al.
(2016) efetuaram um estudo sobre a prevaléncia entre 2008 e 2012 a cerca de 75% da
populacdo de gado do pais e demonstraram que a prevaléncia do virus nas exploragdes foi de
12,4% e que a prevaléncia individual foi de 7,2%. Na Eslovénia, de 7968 amostras
individuais, 18% revelaram-se positivas na pesquisa de anticorpos para a BVD (Grom
& Barlic-Maganja, 1999) e na Italia a seroprevaléncia individual cifrou-se em 33% (Ferrari
et al., 1999). Na Grécia os valores médios sdo de 14% (prevaléncia) e de 1,3% (animais PI)
(Billinis et al., 2005). Na Sui¢a, apés a implementagdo de um programa nacional de
erradicacdo do BVDV, foi possivel reduzir a proporc¢éo de vitelos nascidos seropositivos de
1,8% para 0,2% (Presi et al., 2011).

J& em paises fora da Unido Europeia podemos encontrar valores para a prevaléncia
na exploracdo de 100% (todas as exploracdes estudadas continham pelo menos 1 animal
positivo) e prevaléncia individual de 81% (Chile) (Reinhardt et al., 1990). Na Jordania foram
encontrados valores de prevaléncia individual de 31,6% e de prevaléncia na exploracdo de
80,7% (Talafha et al., 2009). Num estudo conduzido nos Estados Unidos da América, foram
avaliados 3157 animais em 66 explorac6es com aproximadamente 50% dessas exploragdes a
possuir historial de infe¢cdo por BVDV, mostrando 1,7% de animais Pl e 89% de animais
seropositivos (Houe, 1995). No Brasil e de acordo com um estudo realizado por Silva (2014),
no Estado de S&o Paulo, foram examinadas amostras séricas de 12854 fémeas, acima de 24

meses, distribuidas em 1732 propriedades e determinadas as prevaléncias nas fémeas de
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47,08% e na exploracdo de 78,21%. De acordo ainda com a mesma autora (Silva, 2014), na
Argentina, Uruguai, Venezuela, Colémbia, Peru, Chile, Equador e México, as prevaléncias
de infecdo por BVDV em bovinos variam de 6,3% a 74% entre os individuos e de 16 a 100%
nas exploragoes.

Niza-Ribeiro et al. (2004) realizaram uma pesquisa de anticorpos em 6682 amostras
de soro bovino, nos concelhos de Povoa de Varzim e Ponte de Lima (Portugal) tendo obtido
resultado positivo em 63,3% das amostras; foi feita a pesquisa de antigénio a 8549 amostras
tendo sido detetado em 58 animais Pl e em 4 animais com virémia transitoria.

Stilwell et al. (2007) avaliaram a seroprevaléncia dos anticorpos contra 0 BVDV em
136 vacas, nunca vacinadas, correspondente a 25% do efetivo de oito vacadas de raca
Mertolenga, Preta e Cruzada (Mertolenga x Charolesa ou Preta x Limousine) pertencentes a
uma mesma exploracdo do Ribatejo (Portugal); foi ainda determinada a seroprevaléncia dos
mesmos anticorpos em 73 vitelos, filhos destas vacas, no dia do desmame. Obtiveram uma
percentagem bastante elevada de anticorpos (acima de 60%) nas vacas de todas as manadas
e, em oposicao, baixos niveis de anticorpos nos vitelos (3% a 6%).

Canario (2009) determinou a seroprevaléncia do BVDV em 20 exploragfes de
bovinos de carne em regime de exploracdo extensiva, sem programa vacinal contra a doenca,
distribuidas pela regido do Alentejo (Portugal), através da pesquisa de anticorpos anti-BVDV;
foram detetadas 39 amostras positivas num universo de 111 animais analisados,
correspondendo a uma seroprevaléncia de 35,1% e a seropositividade estava presente em 12
das 20 exploragdes analisadas (65%).

No que diz respeito a Regido Auténoma dos Acores (R.A.A), 0s primeiros casos da
doenca surgiram em animais importados da Alemanha em 1986. Desde 1996 que se realizam
pesquisas seroldgicas da doenca e desde 1999 que se iniciou a identificacdo dos animais PI.
Estudos efetuados por Pinto et al., (2004), os quais se basearam na analise serologica de 1763
animais com sintomatologia reprodutiva (abortos) em 29 exploragdes, na ilha de S&o Miguel,
permitiram estimar uma prevaléncia de exploracbes com niveis de anticorpos positivos de
100% e uma proporg¢do de animais seropositivos de 60%.

Benevides (2005) avaliou os niveis de anticorpos positivos em amostras de leite e
de sangue na ilha Terceira. Foram pesquisadas 799 exploracdes leiteiras desta ilha (74,6%) e
21178 vacas leiteiras (65,4%). Do total das exploraces estudadas, verificou-se que a
prevaléncia de exploracfes ndo vacinadas, com niveis de anticorpos positivos do BVDV em

amostras de leite foi de 97,2% e a prevaléncia de exploracdes vacinadas, com niveis de



anticorpos positivos do BVDV foi de 98,7%. Relativamente as amostras de sangue,
Benevides (2005) estimou que em 71,3% das exploracdes ndo vacinadas, a seroprevaléncia
se encontrava acima dos 30%; em 26% das exploragOes estimou que a seroprevaléncia se
encontrava entre 10% e 30% e apenas 2,8% das exploracgdes a estimativa deveria ser menor
do que 10%.

De acordo com a Direcdo Regional de Desenvolvimento Agrario — DRDA (2008),
existe uma elevada prevaléncia de animais positivos nos Acores, demonstrada pelas analises
de sangue efetuadas por esta entidade: 57,5% no total das 9 ilhas (31106 animais testados) e
de 63,9% em S. Miguel (7526 animais testados). Em relacdo a percentagem de exploragdes
consideradas positivas, encontraram-se 84,2% no arquipélago (1731 exploraces testadas) e
97,9% em S. Miguel (141 exploracdes testadas).

Na ilha das Flores e do Corvo, Rocha (2009) verificou, do total de exploragdes
estudadas (n=383), que a seroprevaléncia de explora¢cdes com niveis de anticorpos positivos
do BVDV em amostras de soro foi de 84,4% (281 exploracGes positivas) para a ilha das
Flores e 100% para a ilha do Corvo. Relativamente a prevaléncia de animais com niveis de
anticorpos positivos do BVDV em amostras de soro, esta autora determinou 43,2% para a
ilha das Flores e 74,6% para a ilha do Corvo. No que diz respeito a prevaléncia de exploracdes
infetadas com BVDV foram analisadas amostras de sangue destas explora¢es, tendo obtido

um valor de 0,2% (prevaléncia global de animais infetados com BVDV).

1.3.2 — Transmissao

Os bovinos jovens PI (com biotipo ncp) sdo a principal fonte de infecdo para outros
animais, eliminando para o ambiente grandes quantidades de virus durante toda a vida
(Deregt & Loewen, 1995; Houe, 1999; Flores, 2003; Grooms, Baker & Ames, 2006;). Para
além dos animais PI, animais com infecdo aguda também excretam o virus por alguns dias
(Flores et al.,2005).

A transmisséo de agentes infeciosos, como é o caso da BVDV, é influenciada por
quatro fatores: (1) infecciosidade da estirpe viral, (2) nimero de contactos adequados entre
animais infetados e suscetiveis por unidade de tempo, (3) duragéo do periodo infecioso (ou a
prevaléncia de animais infetados na exploracdo durante um determinado periodo) e (4)
presenca de animais suscetiveis, que ndo possuem anticorpos seroneutralizantes (imunidade

humoral) e/ou imunidade celular necessaria para prevenir a infe¢do (Thurmond, 2005).



A transmissdo do BVDV pode ser feita de duas formas: forma vertical e forma
horizontal. A transmissao vertical ocorre por infecdo transplancentaria do feto. Esta infecéo
pode, por sua vez, acontecer de dois modos: quando a mée contacta pela primeira vez com o
virus sofrendo uma infecdo transitoria com virémia ou quando as vacas gestantes sao bovinos
Pl ao BVDV (Straver et al.,, 1983; Radostits & Littlejohns,1988; Houe, 1992). Na
transferéncia embrionaria é possivel haver transmissao do virus para o feto se a fémea
recetora tiver infegdo aguda ou for PI; ou se o soro fetal bovino usado para lavar o embrido
conter BVDV (Thurmond, 2005). Pode ent&o, ocorrer transmissao vertical da fémea recetora
para o feto, resultando em morte embrionaria/fetal ou no nascimento de um vitelo Pl (Xue et
al., 2009).

A transmisséo horizontal pode ser direta ou indireta. A transmisséo direta ocorre
normalmente pelo contacto direto oral ou nasal de animais suscetiveis com bovinos P1, sendo
este considerado o principal meio de transmissdo horizontal direta (Travén et al., 1991; Houe,
1995). O BVDV também pode ser transmitido através do sémen de touros Pl assim como de
touros com infecbes agudas (Givens & Waldrop, 2004). A taxa de infecdo pode ser de 100%
no caso de touros Pl (Meyling & Jensen, 1988); no caso de touros com infe¢do aguda esses
valores sdo mais baixos (Kirkland et al., 1991). Existe inclusive uma diretiva da Unido
Europeia (Diretiva 2003/43/CE) que prevé que, antes da utilizacdo/expedicdo de sémen de
bois seropositivos para BVDV, devera ser recolhida uma amostra de cada animal e sujeita a
isolamento do virus ou a teste antigénio-Elisa para o BVDV.

Em exploragdes de carne, a mistura acidental de machos Pl com fémeas reprodutoras
suscetiveis, durante a época de reproducdo pode resultar num grande surto de DM (Radostits
et al., 2000). A transmissdo durante a transferéncia de embrides é possivel, no entanto pode
ser evitada pela utilizacdo de medidas higiénicas adequadas (Gard et al., 2007; Meyling et
al., 1990).

Em exploragdes sem animais Pl a transmissdo é normalmente indireta. Este tipo de
transmissdo requer um vetor do virus entre bovinos infetados e bovinos suscetiveis. O sucesso
desta infecdo depende da estabilidade do BVDV no exterior. Atualmente ha poucos dados
disponiveis, mas é provavel que a infeciosidade desapareca apds 3-4 semanas fora do animal
(Mars et al., 1999; Niskanen & Lindberg, 2003). Material contaminado como agulhas,
vestuario, calgado, ou alimento e agua com virus, excrecdes e secrecoes, S0 0s vetores mais
comuns (Houe, 1995; Niskanen & Lindberg, 2003; Grooms et al., 2009).
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Existem também alguns estudos relativamente a transmissédo de BVDV por moscas
hematofagas como Haematobia irritans, Stomoxys calcitrans e Haematopota pluvialis (Tarry
et al.,1991; Chamorro et al., 2011).

A velocidade de transmissdo do BVDV dentro das exploracbes depende da
prevaléncia de animais PI, da taxa de contato entre animais e da viruléncia das estirpes virais
(Houe, 1999; Thurmond, 2005). Esta velocidade depende da propria fonte do virus: mais
lenta no caso de se propagarem através de animais com virémia temporaria; mais rapida no
caso de existir um animal Pl (Houe, 1995; Campbell, 2004;).

A introducdo de um animal Pl num rebanho pode resultar na rapida disseminagéo
do virus entre a maioria dos bovinos suscetiveis, em menos de 6 meses. Contrariamente, se
um bovino com quadro agudo for a fonte de virus, a disseminacdo do BVDV pode requerer
um periodo maior (Grooms, Baker & Ames,2006).

A disseminacdo do BVDV entre exploragdes, na maioria das vezes, ocorre pela
aquisicdo de novos bovinos Pl ou fémeas que estejam prenhes de fetos Pl (Houe, 1999;
Thurmond, 2005). Exploracdes que tenham adquirido animais com menos de 5 anos
apresentam alto risco de possuirem animais Pl. A compra de novos bovinos que estejam a
incubar uma infecdo aguda é uma fonte importante para a introducdo do virus no rebanho
(Grooms, Baker & Ames,2006). O contacto com outros bovinos através da cerca, em pastos
comunitarios ou em feiras e exposi¢des podem ser importantes vias de transmissao do virus
de rebanho para rebanho (Houe, 1999; Thurmond, 2005 Grooms, Baker & Ames,2006).

1.3.3 — Imunologia

O BVDV sobrevive na populacéo de bovinos usando duas estratégias: uma, o virus
causa infecdes agudas, mas ocorre resposta humoral e resposta imunitaria, ainda que de forma
lenta, induzindo & protecdo contra nova reinfecdo; a outra estratégia é através de infecdes
persistentes em que o virus estabelece imunotolerdncia especifica (Peterhans, Jungi &
Schweizer, 2003; 2006). Alem disso, o virus tem ampla variabilidade genética, mas s6 o virus
ncp é que € o Unico que pode estabelecer infecdo persistente, através de infecdo em estagios
iniciais do desenvolvimento fetal, a fim de persistir evidenciando a resposta imune especifica
(Peterhans, Jungi & Schweizer, 2003).



O sistema imunitario da vaca reage as infecdes agudas com a formacao de anticorpos
e ativando os linfocitos T (células T, CD4+ e CD8+) que reconhecem tipos diferentes de
BVDV. A presenca de anticorpos neutralizantes € confirmada ap6s as duas semanas que se
seguem ao primeiro contacto com o virus. No entanto, a cinética da resposta da
linfoproliferacdo parece diferir entre virus cp e ncp (Collen & Morrison, 2000). Apds o
contacto das células com o virus, segue-se a producéo dos interferdes pelos linfocitos T. Os
interferdes sdo libertados para o liquido intersticial e sangue; sdo reconhecidos pelos
linfocitos exterminadores naturais ou “natural-killer” (NK), pelos linfocitos CD4+ e CD8+ e
pelos linfécitos B.

Os linfocitos B sdo os principais responsaveis pela eliminacdo do virus. Quando
contactam com o antigénio (AG) especifico do virus ou quando séo alertados pelos interferGes
produzidos pelos linfocitos T, diferenciam-se em plasmaocitos o que permite a sintese de
anticorpos (AC) em larga escala. Os AC ligam-se ao AG agregando-os de modo a facilitar a
acao das NK e de outras células imunitarias presentes no local (Murphy & Chanock, 2001).
Os linfécitos CD4+ sdo também de extrema importancia em infecGes por BVDV, uma vez
que conseguem detetar uma grande quantidade de proteinas especificas do BVDV e em
contacto com as mesmas, conseguem aumentar rapidamente os seus niveis séricos de modo
a tornar a resposta imunitaria mais rapida e agressiva (Howard et al., 1992; Collen &
Morrison, 2000). O CDA4+ ataca principalmente NS3 e E2 mas também C, E™, NP e NS23
- proteinas estruturais e ndo estruturais do virus. A virémia é evidente dos 2 aos 4 dias apés
a exposicao; tanto a resposta celular como a imunidade humoral apenas podem ser detetadas

apos a fase virémica.

1.3.4— Patogenia

Depois da transmissdo do virus e da infecdo do hospedeiro, o primeiro sofre
endocitose pelas células do 6rgdo alvo, e no reticulo endoplasmatico (citoplasma) sofre
replicacéo, onde depois € libertado por exocitose (Ridpath, 2005) (Figura 1). Este replica-se
nos orgaos linfoides, incluindo células da linha de defesa, como os linfocitos B, T, mondcitos,
macrofagos e células dendriticas. Replica-se ainda no aparelho gastrointestinal e respiratorio.
Nos machos também se replica na vesicula seminal e prostata e nas fémeas, nos ovarios
(Kirkland et al., 1991; Shin & Acland, 2001).



Os biotipos do BVDV tém diferentes orgaos preferenciais para se replicarem; no
caso do ncp, replica-se preferencialmente nos leucdécitos, tecidos linfoides, colon proximal,
glandula parotida e aparelho respiratério, enquanto que o cp replica-se preferencialmente no
trato gastrointestinal e ovarios (Liebler-Tenorio, Ridpath & Neill, 2004; Ronddn-Barragén,
2006; Noiva, 2010).

A patogenia depende de fatores interativos multiplos, envolvendo as fases pré-natal
(ou intrauterina) e pos-natal e de fatores imunoldgicos do hospedeiro. A probabilidade de
ocorrer uma infecdo na vaca ou novilha gestante e essa infecdo ser transplacentaria é
determinada pelo estado imunitario do animal (passivo ou ativo por exposi¢do ou vacinagdo),
pelo tempo de gestacdo, pela idade fetal no momento da infecdo e pelo gendtipo e bidtipo do
virus em questdo (Moennig & Liess, 1995).

De acordo com Evermann & Ridpath (2002), experimentalmente através de estudos
em fetos abortados chegou-se a conclusdo que BVDV-1 estd vulgarmente associado a
infecdes persistentes, defeitos congénitos, e ao nascimento de vitelos fracos; enquanto o
BVDV-2 esta associado a aborto e a morte embrionaria. N&o esta totalmente esclarecido
como ocorre este mecanismo de infecédo fetal; alguns estudos sugerem que o BVDV pode
atravessar a placenta causando vasculite no lado materno da placenta permitindo o acesso a
circulacéo fetal (Fredrikse et al.,1999; Grooms, 2004; Gunn, Stott & Humphry, 2004; Flores
et al., 2005; Kahn, 2010).

O virus pode ser transmitido através de cobric¢do natural ou por inseminacéo artificial
(Fray, Paton & Alenius, 2000; Radostits et al, 2000) podendo levar a falhas na fertilizacéo,
reabsorcdo embrionaria (com retorno ao estro em intervalos regulares ou irregulares),
abortos, mumificacdo fetal, nados mortos, nascimento de animais fracos e invidveis que
morrem logo ou tem crescimento retardado, ou nascimento de animais Pl (Radostits et al,
2000; Rufenacht et al., 2001; Flores, 2003; Grooms, Baker & Ames, 2006; OIE, 2015). A
inseminacdo de novilhas soronegativas e livres do virus, com sémen contaminado, pode
resultar em taxas de concec¢do deficientes inicialmente, seguida por concecdo normal apds
seroconversdo e nascimento de animais normais sem evidéncia de infecdo com o virus
(Radostitis et al., 2002).
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Figura 1: Ciclo de replicacdo viral dos pestivirus: 1) adsorcao; 2) endocitose; 3) fusdo com
lisossomas; 4) descapsidacdo; 5 e 6) traducdo; 7) formacdo da poliproteina viral; 8)
replicacéo; 9) encapsidacdo; 10 e 11) organizagéo; 12) libertacdo dos virides. (Adaptado de
Leyssen, De Clercq & Neyts, 2000).

As consequéncias da infecdo fetal normalmente sdo observadas desde varias
semanas a varios meses depois da infecdo materna e sdo determinadas pela fase da gestacdo
em gue a fémea é infetada, biotipo (cp/ncp) e pela estirpe do virus (Flores et al., 2005; Liebler-

Tenorio, 2005).

1.3.4.1) Infecéo pré-natal

e Infecdo anterior a concegéo

A exposi¢do dos animais ao virus durante o ciclo éstrico, antes da inseminacao ou
da cobricdo natural, pode provocar uma diminuicdo da taxa de concecdo, devida a ovulagao
tardia (infertilidade) com repeticdo do cio (Andrews et al., 2004; Liebler-Tenorio, 2005;
Kahn, 2010; OIE, 2015). No entanto, estas alteragcOes sdo passageiras e o0 animal apresenta

retorno ao ciclo éstrico (Flores et al., 2005).
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O BVDV também tem sido associado a ovarites em novilhas inférteis (Grooms,
Baker & Ames, 2006). Vacas Pl podem apresentar alteracbes morfolégicas nos ovarios,
sugerindo uma reducg&o na atividade ovérica. A disfuncdo ovérica é uma das vias pela qual a
infecédo por BVDV causa diminui¢cdo das taxas de concecdo (Liebler-Tenorio, 2005; OIE,
2015). O virus provoca alteracGes no utero e no ovario, normalmente inflamatorias, como
salpingites e ovarites que podem prolongar-se por longos periodos de tempo podendo chegar
até 60 dias apos a infecdo (Ssentongo, Johnson & Smith, 1980; Grooms, Brock & Ward,
1998). Todas estas alteracbes conduzem a um decréscimo da fertilidade ou até mesmo
infertilidade e em caso de fémea gestante, produzem um ambiente incompativel para o
desenvolvimento do feto (Grooms, Brock & Ward,1998).

O mecanismo exato que leva ao decréscimo nas taxas de concec¢do nao esta bem
esclarecido, mas acredita-se que depende dos eventos reprodutivos que estdo a ocorrer no
momento da infecdo. Sabe-se que a dindmica ovarica esta alterada, que ha um crescimento
alterado de odcitos que tém menor vitalidade, ha alteracdo na producao de hormonas (Fray et
al.,1999; 2000b), héa alteracdo da composic¢édo do liquido folicular (Bielanski et al., 1993), o
que consequentemente leva a um decréscimo transitorio ou permanente da fertilidade e a um
aumento na taxa de repeticdo de cios (McGowan et al.,1993Db).

Ao longo dos udltimos anos tém sido realizados varios estudos com o intuito de
provar que o BVDV produz alteragbes reprodutivas ndo s6 no periodo gestacional, mas
também antes deste.

Num estudo realizado por Whitemore, Zemjanis & Olson (1981), o BVDV néo
parece inibir a concecdo de qualquer bovino seropositivo ou seronegativo quando a
inoculacdo € feita por via oral ou intranasal ou introduzida no Gtero da vaca seropositiva no
momento da reproducéo.

No entanto em ensaios realizados mais tarde por Virakul et al. (1988), é comprovado
que as taxas de concecdo sdo menores em bovinos contaminados durante o periodo de
concecdo em relacdo a bovinos seropositivos antes de iniciarem o novo ciclo reprodutivo,
numa percentagem de 44,4% nos primeiros e 78,6% nos ultimos.

McGowan et al. (1993a) comparou novilhas seropositivas ao virus com novilhas que
contactaram pela primeira vez com 0 BVDV no periodo entre a concecéo (dia 0) e os 51 dias
de gestacéo e constatou que a taxa de concecao e o sucesso da gestagcdo em animais que eram
seropositivos antes de ficarem gestantes € maior que os que sofreram seroconversdo nos

primeiros dias de gestacdo (McGowan et al., 1993a; 1993b). Num outro grupo de novilhas
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onde foi realizada uma inoculacéo direta do virus, as novilhas que foram inoculadas aos 9
dias antes da inseminacdo tinham taxas de concecéo de 44%, enquanto que as novilhas que
ndo foram inoculadas tinham taxas de 79%. Esta reducgdo na taxa de concecao foi atribuida a
falha de fecundagdo ou morte embrionaria precoce provocada pelo virus (McGowan et al.,
1993b). Neste mesmo estudo, novilhas que apenas foram expostas a vacas e vitelos Pl, 4 dias
apos a inseminacdo, verificou-se que a taxa de concecédo destas novilhas foi de 60%; aos 77
dias de gestacdo essa mesma taxa decresceu para 33%. Esta diminui¢do da taxa de gestacédo
em relacdo a taxa de concecdo inicial foi atribuida a falha na fertilizacdo, bem como a morte
embrionaria precoce; de realcar que as novilhas que ndo foram expostas aos bovinos Pl
apresentavam uma taxa de gestacdo de 79% (McGowan et al., 1993b).

Num estudo efetuado por Kafi, Mcgowan & Jillella (1994), foi provocada a
superovulagao a dois grupos de vacas sendo que um deles foi posteriormente infetado com
BVDV; este ultimo sofreu uma diminuicdo significativa no nimero de Corpos Lateos (a
principal fonte de progesterona na vaca) palpaveis bem como no nimero de embrides viaveis
guando posteriormente inseminado.

Infecdo e subsequente virémia durante a fase pré-ovulatdria pode resultar em menor
taxa de crescimento folicular (Grooms et al., 1998; Fray et al., 1999;). A infecdo pelo BVDV
também altera a secrecdo hormonal ovérica (Fray et al., 1999; Fray et al., 2000b; Fray et al.,
2002) e vacas Pl geralmente tem os ovarios hipoplasicos e com menor namero de foliculos
antrais (Grooms et al., 1996).

Todos estes estudos mostram que a infecdo pelo BVDV altera a dindmica ovarica e
essas alteracBes levam, consequentemente, a uma reducdo na fertilidade, que pode ser

temporaria ou permanente (Grooms, 2004).

e Infecdo venerea

A inseminagdo de novilhas seronegativas e livres de virus com sémen contaminado
com BVDV pode provocar taxas de concec¢do inicialmente baixas, seguidas de concecbes
normais, seroconversdo contra o virus e nascimento de vitelos normais sem evidéncia da
infecéo (Gondim, 2006).

A presenca do virus no sémen de touros esta relacionada com infegdes persistentes,
mas também com infec¢Bes agudas transitorias pos-natais dos touros (Radostits et al., 2000;

Evermann & Barrington, 2005; OIE, 2015). Nalgumas situacdes a qualidade do sémen em
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touros infetados pode ser anormal, tendo como resultado a reducéo da fertilidade (OIE, 2015);
noutras, o sémen de um touro Pl imunotolerante podera ser normal e as taxas de gestacdo das
novilhas suas descendentes podem ser normais, sendo que os espermatozoides de um animal
infetado ndo contém necessariamente o virus (Liebler-Tenorio, 2005).

InfecOes agudas de touros imunocompetentes e seronegativos com o BVDV podem
provocar a eliminacdo do virus pelo sémen para além do periodo de virémia (Evermann &
Barrington, 2005; Liebler-Tenorio, 2005; Radostits et al.,2000; OIE, 2015;). Infegdes
testiculares prolongadas e localizadas, com BVDV também tem sido experimentalmente
reproduzidas ap0s a infecdo aguda de touros com BVDV. O ARN viral foi detetado no sémen
durante 2,75 anos ap0s a exposic¢do ao BVDV e o virus infecioso produzido a partir de tecido
testicular foi detetado até 12,5 meses ap0s a exposicdo ao BVDV (Givens et al.,2003).

Tanto na infe¢do aguda, como na infecdo persistente, pode ocorrer a deterioragédo da
qualidade do sémen, caracterizada normalmente pela reducdo da concentracdo e mobilidade
espermatica, assim como aumento de anomalias morfol6gicas dos espermatozoides, facto que
resulta na reducdo da fertilidade, apesar dos individuos estarem clinicamente saudaveis
(Grooms, 2004; Evermann & Barrington, 2005; Flores et al., 2005). A quantidade de virus
no sémen de um touro com infecdo aguda é muito menor do que aquela encontrada no sémen
de touros PI (Larson, 2005).

De acordo com Liebler-Tenorio (2005) os locais onde ocorre maior replicacdo do
virus no trato genital masculino sdo as vesiculas seminais e as glandulas prostaticas, causando

a excrecdo no fluido seminal.

¢ Infecdo durante o periodo embrionario: 0-45 dias de gestacéo

O virus ao infetar o feto neste periodo pode ser responsavel pela morte embrionaria
e aborto, uma vez que induz autolise fetal como consequéncia direta da sua replicacdo em
orgdos fetais e/ou pela resposta imunitaria dos 6rgdos ao virus ou ainda por provocar um
aumento brusco dos corticosteroides fetais. As vacas gestantes, mesmo em estado subclinico,
podem ter abortos causados pelo BVDV que podem acontecer em qualquer fase da gestagéo
mas sobretudo no primeiro trimestre de gestacdo (Casaro, Kendrick & Kennedy, 1971;
Kendrick, 1971; Done et al., 1980; Duffell & Harkness, 1985).
InfecOes naturais de novilhas seronegativas, 4 dias ap6s a inseminacgdo, provocam

virémia entre 8 a 17 dias e as taxas de concegdo e de gestacdo diminuem, comparativamente
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com novilhas ndo infetadas (Andrews et al., 2004; Brock, 2004; Flores et al., 2005; Liebler-
Tenorio, 2005; Gondim, 2006; Kahn, 2010).

Em condigOes experimentais, ambos os tipos de BVDV (cp e ncp), mostraram-se
letais para o feto neste periodo (Scott, Kahrs & Parsonson, 1972; Done et al.,1980; Duffell et
al., 1984; Brownlie, Clarke & Howard, 1989).

Num ensaio feito por Roeder et al. (1986), o BVDV foi introduzido numa
exploracdo, tendo-se verificado uma taxa de abortos de 21% durante os 6 meses seguintes.

Dependendo da altura da infecdo pode ocorrer reabsorcdo fetal, mumificagdo ou
expulsdo do feto (Casaro, Kendrick & Kennedy, 1971; Done et al.,1980; Evermann &
Barrington, 2005). A morte fetal por BVDV ocorre normalmente entre 10 a 27 dias ap0s
exposicao ao virus com expulsdo do feto 50 dias depois (Murray, 1991). Este intervalo de
tempo que medeia entre a morte e a expulsao do feto dificulta ou impossibilita o isolamento
do virus na placenta e no feto, pelo que na maioria das vezes a taxa de abortos por BVDV
estad subvalorizada (Baker, 1987).

Quando ocorre expulsdo do feto logo ap6s a sua morte ou em condi¢bes
experimentais, as lesdes fetais observadas incluem conjuntivite, lesGes peribronquiolares,
pneumonia interalveolar e miocardite. As lesdes placentéarias incluem vasculite, edema,
congestdo e hemorragia. Por vezes pode-se observar degeneracao e necrose dos tecidos fetais
(Murray, 1991).

As novilhas infetadas em que a concecdo fracassou retornam normalmente o estro

cerca de 20 dias depois da inseminacgdo (Radostits et al., 2000).

e Infecdo apds o periodo embriondrio: 45 -125 dias de gestacao

Os fetos que sobrevivem a uma infecdo por BVDV-ncp entre o0s 45 e os 125 dias de
gestacdo, desenvolvem imunotolerancia ao virus e consequentemente tornam-se animais PI’s
ao BVDV. Isto ocorre neste periodo porque ainda ndo houve desenvolvimento do tecido
linfoide fetal e desta forma o feto ndo tem como impedir a replicacdo virica e esta ocorre de
forma passiva, ou seja ndo haverd desenvolvimento de anticorpos seroneutralizantes,
acabando o animal por assumir o BVDV como se fosse seu, nascendo com infecdo persistente
(Deregt & Loewen, 1995; Radostits et al., 2000; Swasdipan et al., 2002; Andrews et al.,
2004; Brock, 2004; Evermann & Barrington, 2005; Flores et al., 2005; Larson, 2005; Kahn,
2010).
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Estes bovinos sdo a principal razdo da manutencdo do BVDV na populacgéo bovina,
pois funcionam como ‘reservatorios’, principal fonte de virus numa exploragdo, sendo
responsaveis pela maior parte dos casos de transmissdo horizontal do virus — secrecdes
lacrimais e nasais, saliva, urina e fezes (Travén et al., 1991; Houe, 1995; Wittum et al, 2001;
Fairbanks et al., 2004). Os bovinos que nascem persistentemente infetados libertam o virus
continuamente durante toda a sua vida (Moennig & Liess, 1995) e a virémia esta sempre
presente, no entanto a concentracdo de virus no sangue pode decrescer (Fray et al., 2000).

Embora 0 mecanismo exato para produzir Pl ainda ndo esteja totalmente esclarecido,
pensa-se que a circulacdo do virus no sangue do feto durante o desenvolvimento do seu
sistema imunitario (90-120 dias) € um pré-requisito para se produzir imunotolerancia ao
virus. De acordo com Swasdipan et al. (2002), o virus atravessa a placenta e propaga-se pela
alantoide e liquido amni6tico, seguindo-se o feto, e uns dias mais tarde estabelece uma
infec@o nas glandulas uterinas. Esta forma de infecdo permite, durante a formacao do sistema
imunitario do feto, que as proteinas virais sejam reconhecidas como antigénios proprios,
“self”, o que resulta na rejeigdo e destruicdo de linfocitos B ¢ T anti-BVDV. Assim, infeces
persistentes ao BVDV parecem surgir de uma imunotolerancia especifica dos linfécitos B e
T ao virus, o que resulta numa auséncia de anticorpos contra 0 mesmo (Peterhans, Jungi &
Schweizer, 2003; Grooms, 2006; Smirnova et al., 2008).

As infecdes persistentes sé sdo produzidas pelo bidtipo ncp (Brownlie, Clarke &
Howard, 1984;1989; Bolin, Littledike & Ridpath, 1991; Peterhans et al., 2010), enquanto que
as infecBes experimentais com o bi6tipo cp, ndo tém produzido bovinos P1 (Casaro, Kendrick
& Kennedy, 1971; Done et al.,1980; Brownlie, Clarke & Howard, 1989). Pensa-se que 0
BVDV-ncp produz infecBes persistentes devido a inabilidade que tem para induzir o Utero a
produzir o interferdo-T, o que se traduz numa forma 6tima do virus evitar a resposta
imunitaria do organismo e estabelecer uma infecéo persistente (Howard et al., 1992). Outro
mecanismo também de grande importancia para a persisténcia, é a tolerancia das células
CDA4+ ao virus (Collen et al., 2002).

Em condigdes experimentais foram produzidos 100% de animais Pl quando a vaca
foi infetada aos 75 dias de gestacdo (Cortese et al., 1998; Brock & Chase, 2000; Brock
& Cortese, 2001). De acordo com um estudo realizado por Blanchard et al., (2010) a
exposicdo a BVDV entre os 30 e 0s 125 dias de gestagéo resultou em infe¢do persistente nos

vitelos desse estudo, baseado na presenca do virus diagnosticado 6-7 meses ap0s o inicio de
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infecdo fetal. No entanto as infecOes persistentes raramente ocorrem quando se ultrapassa 0s
100 dias de gestacdo (Baker,1995).

¢ Infecdo durante o periodo fetal: 125-150 dias de gestacéo

A infecdo transplacentéria do feto aproximadamente entre os 125 e 150 dias de
gestacdo pode provocar defeitos congénitos (Brock, 2004; Flores et al., 2005; Grooms, 2006;
Grooms, Baker & Ames, 2006), sendo vulgarmente conhecida por infecdo congénita. Este
periodo de desenvolvimento corresponde ao periodo final da organogénese do sistema
nervoso e do desenvolvimento do sistema imunitario do feto, podendo resultar na produgéo
de uma resposta inflamatdria na presenca do BVDV (Radostits et al.,2000; Evermann &
Barrington, 2005; Liebler-Tenorio, 2005). Neste estadio de gestacdo, a infecdo pelo BVDV
pode inibir o crescimento ou a diferenciacdo celular ou causar lise celular (Evermann &
Barrington, 2005; Grooms, Baker & Ames, 2006). A infecdo congénita pode resultar em
aborto, embora ocorra menos frequentemente, tendo ja sido provado in loco atraves do
isolamento de BVDV em 14 fetos abortados nesse periodo de tempo (Moennig & Liess,
1995).

Os defeitos congénitos mais comuns induzidos pela infecdo incluem malformacoes
no sistema nervoso central (microcefalia, hidrocefalia, hipoplasia cerebelar,
hipomielinogénese) e deficiéncias oculares, tais como atrofia da retina, inflamacao do nervo
oOtico, cataratas e microftalmia com displasia da retina, traduzindo-se em varios graus de
cegueira ap6s 0 nascimento.

Animais nascidos com hipoplasia cerebelar séo incapazes de permanecerem em
estacdo e 0S que conseguem mostram ataxia, tremores e movimentos descoordenados. A
gravidade das lesdes cerebelares aumenta com o aumento dos dias de gestacdo com 0s quais
o feto foi infetado (Brown et al., 1973).

Pode-se, também, verificar braquignatismo, deformacgdes musculo-esqueléticas,
alopecia, hipotricose, artrogripose, restricdo ao crescimento, hipoplasia pulmonar e aplasia
do timo (Scott et al., 1973; Brown et al., 1975; Radostits et al.,2000; Andrews et al., 2004;
Brock, 2004; Evermann & Barrington, 2005; Larson, 2005; Liebler-Tenorio, 2005; Grooms,
2006; Blanchard et al., 2010; OIE, 2015). Os vitelos nascidos podem ser mais pequenos que
o normal e ter o pélo encaracolado ou eri¢ado (Larsson et al., 1991; Agerholm et al., 2015;).
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Os mecanismos patogeénicos dos defeitos congénitos resultam possivelmente de uma
combinacéo celular direta do dano e da resposta inflamatéria do feto ao virus (Grooms, 2004).
O virus destroi as células nervosas e neuroldgicas do feto, fazendo com que falhem a sua
migracdo e induzem a destrui¢cdo do parénquima cerebral. No cérebro, a perda de tecido
cerebral e a falha de desenvolvimento leva a formacéo de lesdes por cavitagdo, conduzindo a
hidranencefalia e porencefalia (Grant Maxie & Youssef, 2007; Pavarini et al.,2008).

LesGes vasculares inflamatérias conduzem a edema folial, hemorragias, isquemia e
sd0 responsaveis pela destruicdo da folia cerebelar e por lesGes cavitantes no parénquima
cerebelar (Grant, Maxie & Youssef, 2007). O resultado destas lesbes é um cerebelo de
tamanho reduzido conhecido como hipoplasia cerebelar. A hipoplasia cerebelar foi o primeiro
efeito teratogénico do BVDV descoberto, sendo documentado pela primeira vez em inicio
dos anos 70 (Ward et al., 1969; Scott et al., 1973; Grooms, Brock & Ward,1998; Lanyon et
al., 2014).

A hipomielinizacdo do cérebro e da substancia branca da medula espinhal foi
descrita tanto em casos espontaneos, como experimentais, de infecdo por BVDV (Done et
al.,1980; Binkhorst et al., 1983; Barber, Nettleton & Herring, 1985; Otter et al., 2009). Neste
caso, as lesdes macroscopicas estdo ausentes e a detecdo requer exame histoldgico e
confirmacdo da deficiéncia de mielina por coloracéo especial (e.g.: Luxol ‘fast blue’) de
tecido do Sistema Nervoso Central (SNC).

A ocorréncia de lesdes oculares congénitas apds infecdo pelo BVDV (espontanea ou
experimental) em fetos bovinos estd normalmente associada a hipoplasia cerebelar (Scott et
al., 1973; Bielefeldt-Ohmann, 1984). Macroscopicamente pode também ocorrer microftalmia
bilateral e/ou cataratas, displasia da retina e nevrite otica (Grooms, 2004). Outras
malformacdes congénitas que tém sido associadas ao BVDV incluem hipoplasia do timo,
braquignatismo inferior, alteracdes do pélo (hipotricose ou alopecia), hipoplasia pulmonar,
displasia renal e crescimento retardado (Larsson et al.,1991; Grooms, 2004;).

Em muitos rebanhos, as malformacdes sdo as Unicas lesbes que sugerem a presenca
do virus (Flores et al., 2005).

e Infecdo dos 150 dias até ao fim da gestacao

A infecdo do feto com o BVDV depois dos 150 dias de gestacdo causa resposta

imunitaria e eliminacdo do virus (Brock, 2004; Grooms, 2006; OIE, 2015). Nesta ultimo
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periodo de gestacdo, a imunocompeténcia e a organogénese estdo completas pelo que as
infecdes por BVDV estdo associadas ao nascimento de vitelos fracos, mas normais (Ward et
al.,1969; Dubovi, 1994), seropositivos, que tém anticorpos contra o virus mesmo antes de
ingerirem o colostro (Casaro, Kendrick & Kennedy,1971; Kendrick, 1971; Brock, 2004;
OIE, 2015) e que raramente levam ao aborto. Os fetos infetados neste periodo sdo capazes de
ter uma resposta imunitaria efetiva ao virus, conseguindo elimina-lo. No entanto, os vitelos
tém maior probabilidade de desenvolverem doencas po6s-natais graves. Mufioz-Zanzi et al.
(2003) demostraram que vitelos que nascem ja com um titulo de anticorpos contra 0 BVDV
apresentam mais doencas respiratorias e digestivas, e estas na forma mais grave, nos

primeiros 10 meses de vida, em rela¢do a animais que nascem sem 0s anticorpos anti-BVDV.

1.3.4.2) Infecéo pods-natal

Na infecdo pds-natal, os bovinos tém que ter exposicdo prévia ao virus (infegdo
transitdria). O virus multiplica-se nas células com consequente virémia e o0 organismo reage
a infecdo acionando os mecanismos de defesa que culminam com a eliminacdo do virus
(através de secrecdes e excrecdes) (Baker, 1987; Dubovi, 1994; Houe, 1999; Lindberg &
Alenius, 1999; Lindberg, 2003). Apos esse contacto, o animal mantém em circulacdo
anticorpos e linfocitos ‘T memoria’ contra o virus que contactou para que num segundo
contacto, a resposta imunitaria seja mais rapida e eficaz.

E nesta fase que (dependendo de uma série de fatores de ordem animal, do virus e
do ambiente) o bovino podera apresentar um quadro clinico de diarreia viral bovina — BVD.

A diarreia viral bovina (BVD) refere-se a infecdo aguda em bovinos soronegativos
e imunocompetentes, nao PI, (Baker, 1987). Afeta geralmente animais de seis meses a dois
anos (Potgieter, 2004). Os sinais clinicos podem ser evidentes por 5-7 dias e incluem febre
transitdria, leucopenia, depressao, anorexia, descarga oculo-nasal, salivacao, ocasionalmente
erosdes e ulceragdes orais, diarreia aquosa de severidade variada e, em vacas leiteiras,

diminuicdo da producédo de leite (Baker, 1987).
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1.4 — Sinais clinicos

O BVDV é um agente infecioso problematico em qualquer exploracdo uma vez que
estd associado a problemas respiratorios, hematoldgicos, neuroldgicos, reprodutivos,
gastrointestinais, circulatorios, linfaticos, musculosqueléticos, tegumentarios (pele e pélo) e
imunologicos (Duffell & Harkness,1985; Baker, 1987).

Segundo Laven (2008), a infecdo por BVDV € extremamente imunossupressiva, por
iSs0 0s animais mais jovens ao serem infetados por este virus, ficam mais sujeitos a infecdo
por outras doencas infeciosas, nomeadamente doencas respiratérias ou entéricas. Ao
imunodeprimir, 0 BVDV vai permitir o ataque de agentes oportunistas e facilitar a sua agéo,
surgindo sinais clinicos exuberantes. O stress a que o animal estd sujeito no momento da
infecdo € diretamente proporcional ao grau e imunodepressdo que o virus ird causar.

O BVDV pode existir na presenca de outros agentes infeciosos, tal como
rinotraqueite infeciosa bovina (IBR), parainfluenza (PI-3) ou mesmo Pasteurella spp., 0 que
pode indicar que existe sinergismo entre eles (Radostits & Littlejohns, 1988; Brownlie,
2002). Os efeitos sinérgicos das infecdes pelo BVDV ja foram descritos quando os animais
estdo concorrentemente infetados com Mannheimia haemolytica, herpesvirus bovino tipo 1
(BHV-1), virus sincicial respiratorio bovino, salmonelose, infe¢cbes por Escherichia coli,
estomatite papular bovina, actinomicose, infe¢es por coronavirus e rotavirus, babesiose,
helmintose aguda, metrite e mastite (Pritchard, 1963; Duffell & Harkness, 1985; Dubovi,
1994; Baker, 1995; Kelling et al., 2002b; Evermann & Barrington, 2005; Gondim, 2006).

A imunodepressdo causada pelo virus também pode ser resultado indireto da
producdo de prostaglandinas pelas células infetadas (Grooms, Baker & Ames, 2006).

Os sinais clinicos que resultam de uma infecdo por BVDV sdo complexos e muito
variados, podendo ir desde simples infecdes subclinicas a infecBes clinicas ligeiras com
problemas digestivos e respiratorios, a infecGes clinicas graves como a sindrome
hemorragica. Podem ocorrer ainda infe¢des dos 6rgdos reprodutivos, principal causa de
perdas econémicas nas exploragcdes bovinas.

Ambos os tipos de BVDV (tipo 1 e tipo 2) sdo capazes de provocar infecdes
subclinicas, clinicas ligeiras ou clinicas graves (Ridpath & Neill, 2000).

A infecdo subclinica (forma mais frequente da infe¢do por BVDV) manifesta-se por
febre ligeira durante cerca de 6 a 9 dias apds a infecéo, leucopenia e produgéo de anticorpos.

O animal ¢ infetado sem nunca mostrar sinais clinicos (por vezes apenas ligeira diminuicéo
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da producéo de leite e aumento da temperatura corporal) pelo que, a detecdo da infecéo sé é
possivel pela presenca de anticorpos anti-BVDV no soro. A presenca desses anticorpos apos
a infecdo é suficiente para proteger o animal durante varios anos contra a infecdo clinica.
Ames (1986) estimou que 70% a 90% das infe¢Oes por BVDV ocorrem sem manifestagéo de
sinais clinicos. De acordo com um ensaio realizado por Bayne et al. (2016) em vitelos
infetados subclinicamente com BVDV nao foi possivel obter grandes diferencas
comportamentais entre vitelos infetados e vitelos saudaveis (controle).

Quando ocorre uma infe¢do por BVDV que resulta em doenga — infe¢do clinica—o
animal tem diarreia viral bovina (BVD). Esta fase (fase aguda) ocorre em animais que sao
infetados apds terem adquirido imunocompeténcia. Normalmente ap6s um periodo de
incubacdo de 5 a 7 dias, a temperatura corporal sobe aos 40-41°C, retomando ao normal ap6s
dois dias. Surge nesta altura uma diarreia aquosa profusa com muito muco, podendo conter
sangue. O animal apresenta anorexia, pirexia, depressao, fadiga, descargas Gculo-nasais,
erosdes na cavidade oral, no focinho, mucosa vaginal e nos espacos interdigitais. Em touros,
a qualidade do sémen pode estar diminuida. Alguns animais acabam por morrer devido a
desidratacdo severa, contudo, a mortalidade é baixa. O virus pode ser encontrado nas
secrecdes nasais e no sangue dos animais 6 a 8 dias apos a infe¢do (Brodersen & Kelling,
1998). Se as infecBes forem provocadas por virus de alta viruléncia, os titulos virais podem
permanecer durante muito mais tempo podendo persistir por mais de 3 meses apos a infecédo
(Brownlie, 1991; Kelling et al., 2002a). Na sequéncia da imunossupressdo provocada pela
infecdo de BVD, os animais ficam suscetiveis a infe¢cbes secundarias provocadas por outros
agentes, particularmente as envolvidas na sindrome respiratoriao bovina (SRB) e na diarreia
neonatal.

O BVDV esté associado a quase todos os surtos respiratorios bovinos ndo tanto
individualmente mas em sinergismo com Mannheimia haemolytica (Potgieter et al., 1984b),
herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) (Potgieter et al., 1984a) e o virus respiratorio sincicial
bovino (Brodersen & Kelling, 1998). As infeces respiratdrias tornam-se mais graves,
estabelecem-se por periodos mais longos de tempo e podem ser refratarias aos tratamentos
convencionais (Haines et al., 2001). Os vitelos a partir dos dois meses de idade s&o mais
suscetiveis devido ao decréscimo dos titulos de anticorpos maternais.

Estudos experimentais tém demonstrado que determinados tipos de BVDV tém
maior tropismo para os pulmdes que outros e por isso sdo frequentemente isolados em

animais com doenca respiratoria (Potgieter et al., 1985; Hamers et al., 2000%; Baule et al.,
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2001). De acordo com Fulton et al. (2002), o BVDV-1 tem sido associado a sindrome
respiratoria bovina (SRB), especificamente o BVDV-1b que foi isolado predominantemente
a partir de vitelos com doenga respiratdria.

As enterites neonatais sdo consequéncia do BVDV. Diretamente, o0 BVDV causa
atrofia das vilosidades intestinais do duodeno e inflamacdo da submucosa intestinal;
indiretamente, potencia os efeitos do rotavirus e coronovirus, responsaveis por graves
doencgas intestinais (Werding et al.1989; Kelling et al., 2002b).

Segundo estudos efetuados, a DM surge no seguimento da mutagéo da estirpe ncp
para a estirpe cp nos animais Pl ou ap6s uma superinfecéo pela estirpe citopatica (Brownlie,
Clarke & Howard, 1984; Beldk & Ballagi-Pordany, 1991; Hertig et al., 1991; Baker & Houe,
1995; Bolin, 1995a).

O quadro clinico desta doenca é de extrema gravidade (fase cronica) e com perdas
elevadas, que surge em bovinos PI quando estes sdo ‘reinfectados’ com um genotipo ou
biotipo diferente daquele que o bovino é imunotolerante (Qi et al., 1992; Bolin, 1995a). O
‘novo’ virus pode ser endogeno, provindo de uma mutag¢do ou recombinacdo genética de uma
estirpe pré-existente no organismo ou pode ser exdgeno, resultante de um novo contato com
um tipo diferente de BVDV. Os dois gendtipos de BVDV sdo ambos capazes de provocar
DM. Esta surge normalmente em animais com menos de 2 anos de idade e caracteriza-se por
letargia, pirexia, anorexia, diarreia, Ulceras em toda a mucosa nasal, oral, labial, perda da
condic&o corporal e morte (Baker, 1990).

Os animais Pl que ndo apresentam DM, podem estar associados a baixa
performance, fraco crescimento, imunossupressao, altas taxas de morbilidade e mortalidade
(Baker, 1995).

Existem ainda quadros de BVD com evolucdo hiperaguda, como é o caso da
sindrome hemorragica. Esta forma aguda ndo é muito diferente da infecéo pelas estirpes ndo-
citopaticas do BVDV. Caracteriza-se por trombocitopenia e leucopenia grave, com diarreia
sanguinolenta, epistaxis, petéquias, hemorragias equimoticas, hemorragias com apenas
picadas de agulhas (de administracdo) ou picadas de insetos (Corapi, French & Dubovi,
1989), hemorragias das mucosas, hifema e pirexia. Os animais afetados morrem em poucas
horas devido a perda de sangue (diatese hemorragica) (Corapi et al., 1990). Até agora s6 0
gendtipo 2 foi associado a esta sindrome (Corapi et al., 1990; Ridpath, Bolin & Dubovi, 1994;
Stoffregen et al., 2000).
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1.5 — Diagnostico

A identificacdo de todos os animais infetados com BVD é um dos passos mais
importantes para que, um programa de controlo funcione. O método de diagnéstico escolhido
vai depender de diversos fatores: deve-se ter em conta a idade do animal a ser testado, se o
teste € feito ante ou post mortem e se se pretende identificar animais Pl. ConsideracGes
econdmicas, incluindo a probabilidade de encontrar um animal Pl numa dada populacéo
(prevaléncia esperada), o custo da doenca devido a presenca de um animal Pl e o risco
econdémico da venda de um animal Pl para o comprador, ter4 igualmente impacto na escolha
de estratégias de teste de BVD (Larson et al., 2005).

A BVD é diagnosticada a partir dos antecedentes, sinais clinicos e lesdes
macroscopicas e microscopicas. Muitas vezes, para efeitos praticos ou controlo simples, o
diagndstico laboratorial imunoldgico é apenas necessario quando os sinais clinicos e as lesGes
macroscopicas sdo pouco evidentes (Goyal, 2005; Kahn, 2010).

O tipo de amostras a submeter depende da histdria clinica e da histéria da
exploracdo, sendo o historial de vacinacdes necessario para a interpretacdo da serologia
(Radostits et al., 2000). Para a confirmacéo do diagndstico, pode-se enviar para o laboratério
colheitas amostras de sangue com anticoagulante, soro, 6rgaos (bago, timo, intestino e
linfonodos), fetos, placentas e placentomas, para além de Orgdos e tecidos com lesdes
macroscopicas (Flores et al., 2005).

A prévia avaliacéo sobre o caso clinico do animal ou o estado epidemioldgico da
exploracdo ajudara a selecionar o teste de diagnostico mais sensivel e especifico para a
situacdo em causa. Assim, o pedido de analises laboratoriais € feito quando:

i. Se suspeita que o quadro clinico do animal é compativel com a DM;

ii. Se suspeita que o animal é Pl ou se se esta a rastrear bovinos Pl numa explorac¢&o;

iii. Se existem abortos, vacas que repetem cios, nascimentos de vitelos fracos ou com
defeitos congénitos;
iv. Surtos de vitelos com pneumonia ou diarreia;

v. Diminuig&o de producéo de leite com surgimento de mastites.

A seguinte tabela (tabela 1) indica a razdo/motivo para a realizagdo dos testes de

diagnostico primario.



Tabela 1: Relagdo entre os diferentes motivos e testes de diagndstico (adaptado de Laven, 2008).

Motivo para Teste Teste antigénio Teste anticorpos

Vitelos doentes Testar todos animais para identificar Pl | Testar amostra se ndo se encontrar PI

Problemas de Quando existir histéria de aborto ou | Comparacdo de animais afetados e ndo
Fertilidade baixa fertilidade afetados
Doenca das Todos os casos Sem efeito
Mucosas
Rastreio Testar todos os animais para identificar | Testar ~ amostras  para identificar
Pl suscetibilidade BVDV

Os métodos de diagnostico do BVDV dividem-se em métodos indiretos e diretos.
Os métodos indiretos sdo utilizados por serem praticos e de baixo custo. Baseiam-se na
detecdo de anticorpos anti-BVDV no soro ou no leite dos bovinos. Podem ainda ser
quantitativos, se nos fornecem informacéo sobre a quantidade de anticorpos presentes, ou
qualitativos, se permitem determinar a presenca ou auséncia de anticorpos. Os métodos
quantitativos dependem da colheita de soros pareados (em que uma amostra é colhida na fase
aguda da doenca e outra na convalescencga) para mostrar o aumento no titulo de anticorpos.
Ao invés, os métodos qualitativos ndo impdem essa condi¢cdo sendo, no entanto, necessario
assegurar que ndo houve utilizacao prévia de vacinas para que a positividade traduza infeces
naturais. E importante ressaltar que os métodos indiretos ndo tém capacidade para detetar
animais PI, em funcéo do fendmeno de imunotoler&ncia observado nestes animais que faz
com que ndo tenham anticorpos: a maioria dos métodos para o diagndstico virolégico é
comprometida pela interferéncia dos anticorpos maternos, sendo que os animais P1 ndo sdo
corretamente identificados até que a imunidade colostral tenha diminuido (Lindberg et
al.,2006).

Os métodos diretos baseiam-se na detecdo do proprio BVDV ou dos seus
componentes (proteinas e &cidos nucleicos) e constituem a forma mais objetiva de
diagnéstico da infegéo.

Existem diversos métodos de diagndstico no mercado, desde o isolamento viral a
partir de soro, sangue ou outras amostras de tecido, teste de anticorpos fluorescentes (FA) a
partir de tecidos, procura de antigénios virais por imunohistoquimica a partir de bidpsia de
pele (IHQ), método ELISA aplicado a soro, plasma ou solucdo tampé&o de fosfato salino, de

biopsia de pele (Larson et al., 2005; BonDurant 2007). Um outro méetodo de diagnostico é



RT-PCR (detecdo de antigenio), e segundo Zimmer et al. (2004) consegue dar resultados
positivos mesmo na presenca de um elevado titulo de anticorpos. Muito destes testes, tal
como o isolamento viral, RT-PCR e ELISA, somente detetam a virémia, pelo que os animais
testados positivamente terdo de ser sujeitos a um novo teste, 3 a 4 semanas depois, de modo
a poder diferenciar uma infecédo persistente de uma transitoria (Larson et al., 2005; Lanyon
etal., 2014).

Para diagnostico de BVDV temos entéo a disposicao os testes:

1) Soroneutralizacdo (SNT);

2) ‘Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay’ para pesquisa de AC (AC-ELISA);

3) ‘Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay’ para pesquisa de AG (AG-ELISA);

4) Imunohistoquimica (IHQ);

5) Transcriptase Reversa — Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR).

Os testes de soroneutralizacdo (SNT) detetam anticorpos anti-BVDV no soro ou no
leite dos animais a serem testados, baseando-se no principio da inibicdo dos efeitos celulares
nefastos provocados pelo virus, caso esses anticorpos estejam presentes no material a testar.
Estes testes sdao muito afetados pela diversidade do BVDV, podendo ter resultados variaveis
entre laboratorios, como resultado da utilizacdo de diferentes estirpes de virus (Vaughn, 1997,
Dubovi, 2013).

O método ELISA usa a especificidade de uma ligacdo AG-AC com a sensibilidade
de uma reacdo enzimatica, permitindo assim a detecdo de quantidades minimas de uma
substancia particular e com grande fiabilidade.

O ELISA para detecdo de anticorpos (AC) é considerado uma prova rapida e pratica
podendo ser usado para analise de grande nimero de amostras, mas nao possibilita a
diferenciacéo entre anticorpos produzidos frente a uma resposta a infe¢do, dos anticorpos
vacinais e colostrais (Goyal, 2005). Porém, as principais desvantagens sdo a producdo de
resposta cruzada com outros pestivirus e sensibilidade variavel conforme o protocolo
utilizado (Sandvik, 2005).

Os testes ELISA de pesquisa de antigenio (AG) permitem identificar a presenca do
antigénio pela detecéo especifica com anticorpo marcado, a partir de amostras de soro, tecido
necropsiado e de bidpsia de pele da orelha do animal. Sdo testes comerciais utilizados
principalmente na identificacdo de animais Pl. A presenca de anticorpos maternos pode

reduzir a sua sensibilidade pelo que nédo € o teste mais indicado para animais com menos de



3 meses de idade pois estes podem ter adquirido os anticorpos de forma passiva pela ingestao
de colostro (Fux & Wolf, 2013). Também se tem verificado reatividade cruzada com o virus
ovino da doenca da fronteira (Border Disease) (McFadden et al., 2012). S&o vantajosos pela
sua especificidade, sensibilidade, rapidez, custo e praticidade (Shannon et al., 1991; Horner
et al., 1995; Flores, 2007). Os testes seroldgicos para pesquisa de AG devem ser realizados
em série, com intervalo de tempo de aproximadamente 2 semanas entre cada amostra, para
assim podermos distinguir um animal com uma infe¢do aguda, de um animal Pl (Holm et al.,
2004). A presenca de grande quantidade de anticorpos em circulagdo complica a detecdo do
virus ou antigénios virais no soro ou nos leucaocitos. Estes anticorpos podem resultar de uma
resposta humoral ou podem ter sido adquiridos de forma passiva. O facto de existirem
anticorpos em circulacgdo vai impedir a correta identificagdo destes animais pelo teste ELISA,
uma vez que os determinantes antigénicos das particulas virais em circulacdo, onde se ligam
os reagentes do ELISA (ligacdo AG-ELISA), vao estar ocupados pelos anticorpos
circulantes.

A imunohistoquimica € um dos métodos mais populares de detecédo de antigénio nos
E.U.A (Driskell & Ridpath, 2006) e com crescente utilizacdo, porque tem-se mostrado ser
mais pratico que os restantes testes e por detetar animais Pl com 100% de sensibilidade,
quando se utiliza biopsias de pele de orelha (Cornish et al., 2005). E mais utilizado no rastreio
de animais jovens, permitindo detetar o virus, mesmo na presenca de AC maternos. De acordo
com Cornish et al. (2005), o IHQ permite detetar o BVDV em amostras de tecido, muito
tempo apos o periodo de virémia aguda. Além disso, esta técnica oferece alta sensibilidade,
tornando-a adequada para testar amostras com quantidades de virus potencialmente baixas
tal como amostras de leite, amostras combinadas de soro ou plasma a partir de animais
transitoriamente infetados, bem como animais Pl ou outros materiais bioldgicos (Houe,
Lindberg & Moennig, 2006). Enfrenta desvantagens na medida em que é restrito a amostras
de tecidos, é de trabalho intensivo, é propenso a erro técnico, baseando-se hum sistema de
pontuacg&o subjetiva, requer pessoal experiente para assegurar a preciséo (Cornish et al., 2005;
Driskell & Ridpath, 2006) e ndo e fiavel para utilizagdo em amostras armazenadas em
formalina por periodos superiores a 15 dias (Khan et al., 2011).

A técnica de RT-PCR €é o método de diagnostico do BVDV mais utilizado, seguido
ao ELISA; este deteta e amplifica sequéncias genéticas que sdo Unicas para o virus do BVDV.
Para se amplificar amolécula de ARN & preciso inicialmente usar uma enzima (Transcriptase

Reversa) para sintetizar moléculas de ADN complementar (CADN) e depois amplifica-lo pela



Reacdo da Polimerase em Cadeia (RT-PCR). A precisdo do teste PCR depende da capacidade
dos iniciadores (primers) do Kit do PCR, de se ligarem especificamente ao material genético
unico do organismo que se quer identificar (el-Kholy et al., 1998). O teste RT-PCR deteta
animais P1, animais com infe¢do aguda e animais vacinados com uma vacina viva modificada.
E o método mais sensivel na detecdo de BVDV, mas esta sujeito a falsos positivos por
contaminacdo das amostras (Horner et al., 1995; Hilbe et al.,2007; Dehkordi, 2011).

Em paises onde a prevaléncia do BVDV é muito baixa e é proibida a utilizagdo de
vacinas, a pesquisa de AC por ELISA é um método de diagndstico bastante usado que permite
avaliar o estado sanitario de uma exploracdo e se existem animais Pl na mesma.

Nas exploracGes recentemente infetadas um dos objetivos é identificar as vacas
gestantes que estdo em risco de parir um vitelo Pl, de modo a tomarem-se as devidas medidas
para impedir a propagacéo do virus na exploracdo. As vacas gestantes com um elevado risco
de serem ‘transportadoras’ de um feto PI podem ser diagnosticadas serologicamente. Este
método baseia-se no facto das fémeas gestantes de animais Pl possuirem um elevado nivel
de anticorpos, sobretudo no dltimo trimestre da gestacdo. Lindeberg et al. (2001) sugere a
detecdo de bovinos Pl antes de nascerem pela titulagdo de anticorpos anti-BVDV nas mées,
no final da gestacdo. Outra alternativa é analisar o fluido fetal, obtido na fase final da

gestacdo, através da técnica RT-PCR ou isolamento viral (Lindeberg, 2003).

1.5.1- Diagnéstico diferencial

Por conta da ampla sintomatologia da doenca causada pelo BVDV, juntamente com
as suspeitas de infecBes associadas, existe a necessidade da realizacdo de outros tipos de
diagnosticos, com intuito de diferencia-la de outras doencas etiologicamente distintas. Por
isso a prevaléncia e epidemiologia dessas doencas deverdo ser ponderadas no momento do
diagnostico.

A manifestagdo clinica da infecdo estabelecerd o diagnostico diferencial. A BVD
pode ser diferenciada da febre aftosa (Aphthovirus), febre catarral maligna (Rhadinovirus),
estomatite papulosa (Parapoxvirus), estomatite vesicular (familia Rhabdoviridae), peste
bovina (Morbillivirus), infecdes por Adenovirus e disenteria bovina.

Ja nos vitelos recém-nascidos o diagnostico diferencial deve ser feito para

rinotraqueite infeciosa bovina sistémica (Grooms, Baker & Ames, 2006).



A febre catarral maligna e a peste bovina apresentam erosdes bucais e diarreia,
enquanto a febre aftosa, estomatite vesicular, lingua azul, estomatite papular bovina e
estomatite necrética apresentam lesdes, sem diarreia. Por outro lado, a salmonelose,
disenteria invernal dos bovinos, doenga de Johne’s, deficiéncia de cobre, coccidiose,
intoxicacdo arsénica e ingurgitamento por hidratos de carbono apresentam-se com diarreia e
sem les@es orais (Radostitis et al., 2002).

Na tabela 2 esté indicada a diferencia¢do clinica do aborto causado pela BVD de

outras causas de perdas fetais.

Tabela 2: Diferenciacdo clinica do aborto causado pela BVD (adaptado de Radostitis et al., 2002).

Doenga Periodo provavel de ocorréncia de aborto
BVD < 3° trimestre
Brucelose + 6 meses
Tricomoniase 2-4 meses
Neosporose 3-8 meses (média de 5,5 meses)
Vibriose 5-6 meses
Leptospirose Tardio, + 6 meses
Micoses 3-7 meses
Listeriose Aproximadamente 7 meses
IBR Tardio, 6 meses
Aborto viral epizodtico 6-8 meses
Micoplasmose 3° trimestre
Clamidofilose + 7 meses
Lingua azul Variavel
Bactérias oportunistas 20 trimestre
Salmonelose 4-9 meses

1.6 — Progndstico e tratamento

O prognostico do BVDV €é sempre reservado nomeadamente no inicio do
aparecimento dos sinais clinicos. Além disso € uma incognita o rumo que a infecdo ira tomar;
dependera da forma como o bovino infetado reage ao virus, qual a estirpe do BVDV presente
e as suas consequéncias e ainda a possibilidade de haver infe¢fes secundarias.

N&o existe tratamento especifico, estando apenas indicada terapia de suporte ou de
combate as infe¢Bes secundarias. O progndstico nos casos mais graves de diarreias aquosas,
lesGes orais graves, rapida desidratacéo e fase cronica da DM é desfavoravel. Nestas situactes

sdo consideradas as hipoteses de abate sanitario. No caso da sindrome hemorragica devido a



trombocitopenia podera ser tentada a transfusdo sanguinea, antibioterapia e corticoides, mas
0 sucesso € muito reduzido (Stilwell, 2013). Poderdo ser tomadas medidas que evitem as
infecBes secundarias, e caso elas existam deverdo ser tratadas com recurso a antibioticos de
largo espetro, fluidoterapia, eletrolitos, suplementos e vitaminas (Roeder & Harkness, 1986;
Radostits & Littlejohns, 1988).

No caso de animais imunocompetentes ndo existe necessidade de tratamento porque
a evolucgéo é geralmente benigna.

Todo o combate e tentativa de erradicacdo da BVD tém como base a identificacdo e

eliminacdo dos animais PlI.

1.7 — Controlo do BVDV

O sucesso do controlo e prevencdo da BVD depende da implementacdo de
programas de saude adaptados para evitar a introducdo da infecdo na exploracéo,
identificacdo e eliminacdo de animais Pl e vacinacao de animais reprodutores (Radostits et
al., 2000; Kelling, 2004; Brock, Grooms & Givens, 2005; Grooms, 2006; Kahn, 2010). Este
controlo pode efetuar-se tanto a nivel do rebanho, como a nivel nacional (OIE, 2015).

Mas, antes de se iniciarem acdes contra 0 BVDV ¢é necessario fazer uma avaliacdo
da exploracéo onde se pretende atuar. Deve-se também calcular a presenca de outros agentes
infeciosos e as consequéncias dos mesmos na manada, bem como a relacéo custo/beneficio
ainda antes de dar inicio a qualquer programa de controlo.

Sabe-se que as perdas reprodutivas sdo atualmente as perdas econdémicas mais
importantes. O impacto priméario de uma infecdo por BVDV em exploracOes leiteiras € a
reducdo de producéo de leite (menos 8500 litros por cada 40 vacas) (Fourichon et al., 2005).
Isto resulta, em grande parte, dos efeitos reprodutivos do virus, nomeadamente os retornos
ao cio e abortos que tem grande influéncia na eficiéncia da producdo de leite. A titulo
ilustrativo refira-se que o lucro das exploragdes pode diminuir 3% a 4% se a primeira
inseminacdo, em media, ultrapassar os 70 dias pos-parto (Serensen & @stergaard, 2003);
quantificando por vaca, sabe-se que cada animal que ndo esta gestante prejudica o retorno da
exploragdo em 2,30€/dia (Galligan, Groenendaal & Mulder, 2004). Adicionalmente sabe-se
gue as mamites adquirem maior impacto nas explora¢fes com BVDV (até 7% de aumento) e

este aumento é claramente resultado do efeito depressor das defesas imunitarias, exercido



pelo virus (Houe, 2003). Outro impacto é o aumento da mortalidade dos vitelos (englobando
animais que morrem antes dos 2 anos de idade), bem como os custos inerentes ao tratamento
dos mesmos (Fourichon et al., 2005). Traduzindo em custos estimam-se perdas de 10,7€ a
19€/vaca/ano (Gunn, Stott & Humphry, 2004).

A semelhanca do que ocorre nas exploracdes leiteiras, nas exploracdes de carne 0s
prejuizos também se devem as perdas reprodutivas e a imunossupressao causados pelo
BVDV. A longo prazo é possivel estimar o impacto econémico e, considerando os efeitos
acumulados ao longo de 10 anos, pode-se apontar para perdas da ordem dos 58€/vaca no
primeiro ano e 100€/vaca, no segundo ano (Gunn, Stott & Humphry, 2004). Quando
analisado o impacto econdémico do BVDV, a nivel nacional, conclui-se que o prejuizo pode
ir até cerca de 3000 €/exploragdo/ano (Mufioz-Zanzi et al., 2003).

As perdas econdémicas devem-se quase sempre a infecGes congénitas, perdas de peso
dos animais que nascem e que tém crescimento lento, perdas pelo aumento da incidéncia de
doencas respiratorias, gastrointestinais e metabolicas como mamites, metrites e retencoes
placentarias, taxas de refugo dos animais em idades precoces, assim como pelo surgimento
de animais com DM e consequente morte (Mufioz-Zanzi et al., 2003). Além disso o BVDV
tem efeitos negativos na reproducdo, provocando taxas de concegdo baixas, mortes
embrionarias, abortos, defeitos congénitos e nascimento de vitelos fracos. A infecdo destes
animais em determinado periodo de tempo pode levar a criagdo de bovinos persistentemente
infetados ao virus, o que faz deles reservatorios e fontes primarias do virus (Kelling et al.,
2000; Wittum et al.,2001).

O reconhecimento da existéncia de animais persistentemente infetados ao BVDV
foi o primeiro passo para a implementacdo de programas de controlo e prevencdo realmente
eficazes (McClurkin, Coria & Cutlip, 1979; Brownlie, Clarke & Howard, 1984; McClurkin
et al., 1984). Desde entdo a identificacdo, remocao e prevencao do surgimento de animais Pl
numa exploracdo tem-se tornado o principal objetivo dos programas de prevencao e controlo.

Atualmente, o modelo padrdo no ambito do controlo do BVDV é baseado na
combinacéo de trés medidas profilaticas, sendo a primeira a adogéo sistematica de medidas
de biosseguranca, que possuiu papel central no controlo do virus a fim de evitar a sua entrada
nos rebanhos. Segundo, a dete¢do e eliminacdo dos animais PI, reduzindo com isso a
circulacdo do virus no rebanho, j& que estes sdo considerados os principais disseminadores,
e como terceira a vacinacdo, que tem sido muito utilizada no controle e prevencédo, e

extremamente indicada para animais livres que estdo em areas que apresentam a doenca
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endémica, tendo a finalidade de prevenir a infecdo fetal, evitando a consequente producao de
vitelos PIl. Desta maneira, essas medidas preventivas tornam-se constituintes vitais dos
programas de controlo do BVDV (Flores, 2003; Lindberg, 2003; Brock, Grooms & Givens,
2005; Laureyns, Ribbens & Kruif, 2010; Stahl & Alenius, 2012).

1.7.1) Medidas de biosseguranca e biocontrolo

A biosseguranca é a implementacdo de um conjunto de medidas que vao ajudar na
prevencéo da introducdo e disseminacao de doencas infeciosas (Gunn et al., 2008). Pode ser
aplicado quer a nivel nacional, evitando a entrada de doencas infeciosas num pais, quer a
nivel de uma exploracdo individual, acautelando a entrada e disseminacdo de doencas
infeciosas. Quanto maior é a prevaléncia de uma doenga num pais, mais restritas terdo de ser
as medidas de biosseguranca aplicadas, de modo a reduzir o risco de entrada da doenca.

O biocontrolo é o conjunto de a¢des tomadas quando o virus ja esta presente na
exploracdo e é preciso controla-lo de modo a que ndo se disperse, ndo provoque um surto de
doenca na exploracao e seja eliminado. Teoricamente é possivel eliminar o virus de qualquer
exploracdo; em termos reais, € mais complicado e nem sempre se consegue pois existe 0
movimento de animais entre exploracGes ou entre lotes diferentes de animais dentro da
mesma exploracdo (Kelling et al., 2000); podem ainda existir animais gestantes a carregar
fetos Pl ou animais transitoriamente infetados e as infecdes também podem ocorrer pela
entrada de material infetado na exploracdo, como sémen ou vacinas.

Sendo assim é necessario:

- Criar regras ou um protocolo rigido para controlar o movimento de animais entre
exploracBGes e dentro da mesma exploracdo, sendo aqui importante o papel do médico
veterinario no aconselhamento e formacdo dos produtores sobre as medidas a ter na
exploragdo para controlo desta virose;

- O gado de uma exploragdo deve estar protegido da exposi¢cdo ao gado de outras
exploragbes vizinhas, que poderdo ter animais temporariamente ou persistentemente
infetados (e.g. contacto direto pelas cercas);

- Aquando da compra de bovinos nédo rastreados para 0 BVDV, estes deverdo ser
sujeitos a uma quarentena, no minimo de 30 dias antes da sua introdugéo na exploragéo; este
periodo € indispensavel para garantir que a manada ndo seja infetada, caso se trate de um

bovino com infecdo aguda; se os bovinos que entrarem na exploragédo estiverem gestantes,



estes deverdo ficar em quarentena e o parto devera ser realizado longe dos outros bovinos,
para o caso do feto ser PI, e ndo haver contacto de secre¢fes contaminadas com o virus, com
a restante manada; o recém-nascido devera ser testado e rastreado antes de se juntar aos
restantes vitelos;

- Exploraces que tenham recentemente eliminado BVDV, lentamente tornam-se
mais suscetiveis de virem a ter uma reinfecdo; se o programa de controlo integrar vacinagédo
contra o virus, o risco sera minimizando, podendo, no entanto, acontecer falhas na protecao
fetal; a utilizacdo continua de vacinas ir& reduzir as consequentes perdas por reinfecao;

- Monitorizar produtos bioldgicos como sémen, embriGes, sangue, colostro,
responsaveis pela transmissdo do BVDV; roupa de visitantes, equipamentos ou outras fontes
onde o virus possa vir, tambem devem ser monitorizadas;

- Considerar a transmissdo do BVDV por outros animais como ovinos, caprinos,
ruminantes selvagens e suinos tendo em conta o facto do BVDV ter sido detetado nos
mesmos, embora 0 modo de transmissdo ainda ndo esteja conhecido (Carlsson & Belak, 1994;
Vilcek et al.,1997); o BVDV ja foi isolado em suinos, no entanto a importancia do porco
como fonte de virus ainda ndo foi determinada (Terpstra & Wensvoort, 1988; Liess &
Moennig, 1990; Tao et al. 2013).

1.7.2) Eliminagao de animais PI

Os programas de controlo para BVDV dependem, em grande parte, da detecdo de
animais PI, da sua eliminacdo e na prevencao do nascimento de Pl. Sem que seja realizada
uma rapida eliminacdo de todos os animais Pl, um programa vacinal ndo tera qualquer
beneficio (Mota, 2009). A presenca de apenas um animal infetado coloca todo o efetivo em
risco. Assim, um método realmente eficaz de controlo deste virus nas exploragdes, ja provado
em varios paises da Europa, onde foi implementado, é a Testagem e Abate (TA) de todos os
bovinos Pl identificados.

Com o melhoramento dos testes de diagnostico e desenvolvimento de métodos para
testagem em larga escala, a Testagem e Abate tem sido cada vez mais utilizada,
principalmente para populagdes bovinas ndo vacinadas. De acordo com Bolin (1995b) ao

compararmos taxas de BVDV em paises em que maioritariamente se faz vacinacao e paises



onde se usa a técnica TA (e.g. paises escandinavos), chega-se a conclusdo que a taxa de
prevaléncia do BVDV é marcadamente menor nos paises que utilizam o dltimo método.
Recentemente foi aprovada legislacdo para a Regido Autonoma dos Acores -
Portaria n.° 56/2016 de 21 de junho (anexo 1) no ambito do Programa de Controlo da BVD e
que estabelece um prazo maximo de 15 dias Uteis ap0s a comunicacdo do Servico de
Desenvolvimento Agrario de Ilha, para o criador proceder ao abate do animal PI,

obrigatoriamente.

1.7.3) Vacinacao

O método mais utilizado em varios paises para o controlo do BVDV ¢ a vacinacdo,
tendo-se mostrado eficaz na diminui¢do dos gastos no tratamento desta doenca, bem como
na prevencdo de infecdes transplancentarias (Hamers et al.,2000b; Hamers et al.,2002). A
sua utilizacdo permite diminuir em frequéncia e intensidade o aparecimento de sinais clinicos
na presenca de infecdo, uma vez que aumenta a resposta imunitaria do animal infetado ao
virus, tornando-a mais rapida e eficaz (Bolin,1995b). Limita ainda a replicacdo do virus nos
6rgdos e assim diminui a alteracdo dos mesmos. Tem também um papel importante nas
infecBes fetais, prevenindo as perdas reprodutivas (mortes embrionarias, nascimentos de
animais com infecGes persistentes, abortos, defeitos congénitos e nascimentos de vitelos
fracos) (Harkness, 1987; Kelling et al.,2000).

As vacinas administradas antes da concec¢do diminuem a infecéo fetal e o nascimento
de animais Pl uma vez que permitem aos animais terem tempo suficiente para produzir
resposta imunoldgica consistente, além de serem eficazes no impedimento da virémia,
diminuido a excrecdo do virus e sua transmissdo (Cortese et al.,1998; Brock & Cortese, 2001;
Thurmond, Mufioz-Zanzi & Hietala, 2001; Zimmer et al., 2002).

Existem basicamente dois tipos de vacinas para 0 BVDV - vacinas vivas
modificadas e inativadas.

As vacinas vivas modificadas sdo compostas por estirpes atenuadas, pelo que a
replicacdo do virus é reduzida, diminuindo assim a viruléncia e a eliminagdo do virus da
vacina pelo animal vacinado (Radostits et al., 2000). Uma das vantagens deste tipo de vacinas
é devida ao antigénio ser amplificado por replicacdo, no animal, pois sera apenas necessario
um ndmero pequeno de particulas virais, tornando-se uma vacina econdmica, necessitando

apenas de uma dose para uma imunizacdo adequada. A duracdo da imunidade também
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constitui uma vantagem para este tipo de vacinas, pois tendem a induzir uma resposta
imunitaria mais forte. Pelo contrério, as vacinas vivas modificadas tém como desvantagens a
falha na imunizagé&o, se a vacina for armazenada ou manipulada incorretamente, bem como
poderd causar a doenca, se 0 virus recuperar a viruléncia. Outra desvantagem é a sua
suscetibilidade para a inativacdo através de produtos quimicos e/ou exposicdo a altas
temperaturas (Radostits et al., 2000; Kelling, 2004; Fulton, 2005; Grooms, Baker & Ames,
2006; OIE, 2015).

Por sua vez, no processo de producdo das vacinas vivas modificadas é utilizado
como suplemento para crescimento de culturas celulares, o soro fetal bovino proveniente de
diferentes partes do mundo, aumentando o risco de serem contaminadas com estirpes ncp e,
deste modo, permitirem a introducdo de estirpes exéticas (Brock et al., 2006; Fulton, 2005;
Lindberg et al., 2006; Moennig & Brownlie, 2006).

As vacinas vivas modificadas contaminadas com o genotipo BVDV-2 tém o
potencial de gerarem surtos da doenca quando inoculadas em animais suscetiveis (Falcone et
al., 2003). Assim, quando as vacinas sao utilizadas num esquema de controlo sistematico,
tem que ser mantido um alto nivel de higiene (Lindberg et al., 2006). As vacinas vivas
modificadas sdo potencialmente patogénicas para o feto e ndo deverdo ser administradas em
vacas gestantes (Bolin, 1995b). Os efeitos possiveis sdo variaveis e dependem do periodo de
gestacdo em que a vacinacdo ocorre. Este tipo de vacinas induz a supressdes prolongadas dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (funcbes neutrofilicas e linfociticas), pelo que a
imunossupressdo e recombinacdo genética sdo outros riscos associados as vacinas vivas
modificadas (Radostits et al., 2000; Kelling, 2004; Fulton, 2005; Grooms, Baker & Ames,
2006; OIE, 2015). Além disso, animais que estejam em stress, ndo devem ser sujeitos a uma
vacinagdo com este tipo de vacina, pois pode potenciar outro tipo de infe¢Ges virais ou
bacterianas. Os anticorpos anti-BVDV presentes no colostro conseguem neutralizar o BVDV
da vacina viva modificada, bloqueando a inducéo da resposta imune protetora (Kelling, 2004;
Thurmond, 2005).

O desenvolvimento de vacinas inativadas € estimulado pelas desvantagens das
vacinas vivas modificadas (Radostits et al., 2000). Estas vacinas trazem vantagens pois
incluem a falta de infecciosidade, presenca improvavel de agentes adventicios, auséncia de
doenca pos-vacinal, bem como a utilizacéo segura em vacas gestantes. Porém, os altos custos
da vacina, a inducdo de uma resposta dos anticorpos neutralizantes mais fraca e a duragao da

protecao mais curta, necessitando de uma outra aplicacéo (booster) para maximizar a resposta



e reforcos periddicos com intervalos de 3 a 4 semanas para alcancar a imunizacao primaria,
constituem as suas maiores desvantagens (Radostits et al., 2000; Kelling, 2004; Fulton, 2005;
Grooms, Baker & Ames, 2006; Rocha, 2009). De acordo com Radostits et al. (2000), com a
utilizacdo deste tipo de vacinas, pode ocorrer reagdes adversas no local de administracao,
nomeadamente reacdes anafilaticas, normalmente associadas ao adjuvante presente na
vacina. Os anticorpos maternais podem interferir com a vacina inativada e os vitelos devem
ser revacinados periodicamente a partir dos 6 meses de idade, até antes de se reproduzirem
(Brock & Chase, 2000; Grooms, Baker & Ames, 2006). Contudo, as vacinas inativadas séo
geralmente seguras em fémeas gestantes, pelo que os programas vacinais sugerem
preferencialmente este tipo de vacinas durante a gestacdo (Fulton, 2005). Uma outra
desvantagem é que a resposta imunitaria é também dirigida apenas contra certas variantes de
antigénio do virus (Kelling, 1996).

Atualmente a aposta € na utilizagdo de vacinas marcadas que tém como principal
vantagem a distin¢do dos animais imunizados, em relacdo aos animais infetados com o virus
de campo, quando se utilizam os testes serologicos apropriados. Assim, este tipo de vacinas
é util, por exemplo, em vacinacGes de emergéncia apds um surto, reduzindo a necessidade de
abater animais no perimetro do surto (Moennig & Brownlie, 2006). Apesar das vacinas
marcadas serem mais caras que as vacinas convencionais, poderao ser consideradas como um
bem valioso em programas de controlo sisteméatico, nomeadamente em programas de
erradicagdes regionais e nacionais, fornecendo uma melhor protecdo fetal e uma
diferenciagcdo adequada entre os animais vacinados e imunizados e o0s infetados no
diagnostico laboratorial. Sdo Uteis para monitorizar o progresso do programa, além de
evitarem a eliminacdo de animais que adquiriram anticorpos previamente, através da
vacinacdo e ndo por infecdo, como acontece com as vacinas convencionais. O
desenvolvimento das vacinas marcadas contra 0 BVD devera ter em atengdo o suficiente
desenvolvimento da protecao fetal (Moennig & Brownlie, 2006).

A escolha do tipo de vacina devera ser feita de acordo com as suas vantagens e
desvantagens, bem como de acordo com as necessidades da exploracdo onde vai ser aplicada.
De acordo com Kelling (2004) a selecdo da vacina a utilizar em cada sistema de producéo
efetua-se de acordo com as seguintes varidveis: resposta imunitaria; reatividade cruzada;
protecdo fetal; duracdo da imunidade; imunossupressdo; reversdo da viruléncia; efeito dos

anticorpos maternos na resposta imune; e, grau de pureza (tabela 3).
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Tabela 3: Comparagdo entre vacinas vivas modificadas e vacinas inativadas (em: http://www.bvd-

info.ch/veterinarians/vaccination.html).

Carateristicas

Vacina viva-modificada

Vacina inativada

Resposta imunitaria Rapida Lenta e menos eficaz
Producéo de AC neutralizantes do virus Aumentada Diminuida

Reacdo cruzada Produz Produz

Duracéo da protecdo Longa (até 18 meses) Curta

Protecdo fetal

Satisfatdria

Questionavel

Imunodepresséo Possivel N&o provoca
Virémia Possivel N&o provoca
Facil contaminacdo e recombinagéo Sim Né&o
Interferéncia com os AC maternos Sim Sim
Fetopatogénicas Possivel Néo

A vacinacao sé por si ndo se mostra ser eficaz no controlo e na eliminacdo de BVDV
das explorag6es. Este facto é devido a poderem ocorrer nascimentos de bovinos com infecoes
persistentes em manadas vacinadas contra 0 BVDV, na medida que as vacinas dao prote¢édo
fetal de forma incompleta (Kelling et al., 1990; Van Oirschot, Bruschke & Van Rijn, 1999;
Van Campen et al., 2000; Stilwell, Matos & Carolino, 2007; Mota, 2009).

Um dos problemas apontados para o fracasso da vacinagdo nos programas de
controlo, é a diversidade de BVDV e a possibilidade de ndo existirem rea¢Ges cruzadas entre
estirpes vacinais (Harkness et al., 1987; Meyling et al., 1987; Bolin, Littledike & Ridpath,
1991; Van Campen et al., 2000).

Varios tém sido os estudos realizados no ambito da vacinagdo para o BVDV e que
tem permitido concluir que uma vacina para um determinado gendtipo de BVDV nao é
suficiente para atribuir 100% de protecdo fetal contra outro genétipo (Kelling et al.,1990;
Brownlie et al., 1995; Cortese et al., 1998; Van Qirschot, Bruschke & Van Rijn, 1999; Van
Campen et al., 2000; Brock & Cortese, 2001; Zimmer et al., 2002). Tanto as vacinas vivas
modificadas como as inativadas provocam reac6es cruzadas, no entanto a protecdo é maior
para BVDV-1 do que BVDV-2 (Brock & Cortese, 2001). De acordo com Brownlie et al.
(1995), Bruschke, van Oirschot & van Rijn (1999) e Zimmer et al. (2002), as vacinas
inativadas ddo até 100% de protecéo fetal contra o tipo 1. Em ensaios realizados com dois
tipos diferentes de vacinas vivas modificadas contra 0 BVDV-1 obteve-se protecao fetal a
variar entre 83% e 92% (Cortese et al., 1998; Dean et al.,2003).
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Para além dos problemas nas reacGes cruzadas, o problema da imunidade passiva
obtida pela ingestdo do colostro pode interferir na protecéo atribuida pelas vacinas. As altas
concentragOes de anticorpos maternos contra determinado tipo de BVDV podem bloquear a
resposta imunitaria a vacina (Ellis et al.,2001). H4, por isso mesmo, a preocupacao de que
vitelos vacinados muito cedo, ainda com imunidade adquirida pelo colostro, ndo fiquem
totalmente imunizados com a vacina, por interferéncia dos anticorpos maternos (Bolin,
1995b).

Estudos tém mostrado que os animais podem desenvolver imunidade ativa mesmo
na presenca de anticorpos maternos. Esta teoria ficou evidenciada por Ridpath et al. (2003)
quando testou vitelos vacinados contra BVDV que tinham ingerido colostro enriquecido com
AC contra 0 BVDV; estes mostraram-se resistentes, continuando com resposta imunitaria
forte mesmo depois dos AC maternos terem desaparecido. Contudo, suspeita-se que esta
resposta tenha sido totalmente mediada por células, uma vez que nenhuma resposta humoral
foi detetada.

A eficicia das vacinas pode ser avaliada pela capacidade que tem de provocar
diminuicdo dos sinais clinicos, numa populacdo de animais vacinados, comparando a outros
animais com a mesma estirpe e ndo vacinados (Brock & Cortese, 2001). Mas tendo em conta
a utilizacdo de animais e a dificuldade em quantificar os sinais clinicos, a eficacia das vacinas
sO pode ser avaliada pela neutralizacdo do virus pelos anticorpos presentes no soro.

O uso de vacinas em Portugal contra o0 BVDV ainda € incipiente e é realizado de
forma irregular nas diferentes regides e sistemas de producdo. A titulo ilustrativo

referenciam-se as vacinas utilizadas em Portugal (tabela 4).

Tabela 4: Vacinas utilizadas em Portugal contra o BVDV.

Tipo Nome comercial Representante
Vacinas Bovilis BVD® MSD Animal Health, Lda.
inativadas

monovalentes PregSure BVD® Laboratorios Pfizer, Lda.

Hiprabovis 4 ® Laboratorios Hipra, S.A. Espanha (Arbuset)

Rispoval 4® Zoetis Portugal, S.A.

Vacinas
inativadas Triangle 4+Ph-K ® | Boehringer - Ingelheim. Vetmedica Inc.
associadas
Triangle 9® Boehringer - Ingelheim. Vetmedica Inc.
Vacinas Bovela ® Boehringer - Ingelheim. Vetmedica Inc.

vivas
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3 - Material e métodos

3.1 — Caracterizacao das exploracdes leiteiras

Existem cerca de 7700 bovinos nas ilhas das Flores e Corvo, distribuidos por 372
explorac@es das quais 30 sdo exploracdes leiteiras (24 na ilha das Flores e 6 na ilha do Corvo).
Neste estudo todos os bovinos de todas as explorages leiteiras (n=30) foram testados para a
presenca de anticorpos contra a BVD e para a presenca de BVDV. A seroprevaléncia e
prevaléncia de BVDV foram determinadas testando 277 bovinos da ilha das Flores e 17 da
ilha do Corvo.

Foram colhidas amostras de sangue em vacas leiteiras bem como em vitelos, machos
reprodutores e fémeas reprodutoras. Estas colheitas foram realizadas entre setembro e
dezembro de 2015 tendo sido efetuadas pelas brigadas do Servico de Desenvolvimento
Agrério das Flores e Corvo — SDAFC e das quais o0 autor também fez parte. Todas as

exploracdes leiteiras estavam sob campanhas oficiais de saneamento.

3.2 — Recolha de dados e caracterizacdo da amostra

A recolha das amostras de sangue foi realizada de acordo com o ‘Procedimento
Técnico de Colheita e Envio de Amostras para Testes Imunolégicos’ do Laboratério Regional
de Veterinaria da Regido Auténoma dos Acores (Direcdo Regional do Desenvolvimento
Agrario, Direcdo de Servicos de Veterinaria) (Anexo 2).

O sangue foi colhido por puncéo da veia coccigea de cada animal. Foram utilizadas
agulhas hipodérmicas descartaveis esterilizadas (agulha hipodérmica Vacutest®Kima, 18G
x 1") e sistema de vacuo, em tubos esterilizados, sem anticoagulante (exce¢do do sangue de
vitelos em que foi utilizado anticoagulante EDTA), com capacidade para 15 ml, num volume
de sangue de 9 ml no maximo, o que corresponde a 60% do tubo, visando melhorar a obtencéo
do soro.

As amostras de sangue foram identificadas no momento da colheita, em impresso
proprio, especificando o tipo de ensaio pretendido e o numero de identificacdo do animal.
Posteriormente as amostras foram acondicionadas a temperatura ambiente, protegidas do
calor e do frio excessivo, de forma a permitir a retraco do coagulo. A chegada ao laborat6rio

foram centrifugadas a 2500 rpm durante 10 minutos, foi-lhes retirado o soro para novo tubo



e imediatamente congeladas a — 20°C. Foram depois enviadas para o Laboratdério Regional
de Veterinaria (LRV) em Angra do Heroismo (ilha Terceira), onde foram realizados os testes
laboratoriais. As amostras foram acompanhadas de uma folha de registo de dados contendo:
marca oficial da exploragdo; nome do produtor; numero de identificacdo fiscal; nimero do
bilhete de identidade ou cartdo do cidaddo; localizacdo da exploracdo; efetivo; classificacdo
do estatuto sanitario da manada; marca auricular dos animais; sexo; idade e a data da
intervencao.

No caso dos vitelos (idade igual ou inferior a 6 meses) foi feita a colheita de sangue
com anticoagulante (EDTA) para pesquisa de antigénio usando a técnica de RT-PCR, ja que
a presenca de anticorpos maternos (adquiridos de forma passiva pela ingestdo de colostro)
pode interferir nos exames soroldgicos e originar um resultado ‘falso-positivo’. Devido a essa
interferéncia, a melhor amostra a ser utilizada é o sangue total pois consegue-se mais
facilmente o isolamento do virus utilizando células mononucleares isoladas e
preferencialmente sem congelamento. Neste caso as amostras foram enviadas o mais
rapidamente possivel para o LRV, evitando-se assim a sua congelacao.

Nenhum dos animais analisados foi, em qualquer momento, vacinado contra o

BVDV. A idade dos animais variou entre 2 meses e 185 meses (15,4 anos).

3.3 —Sorologia

As amostras de sangue recolhidas foram utilizadas na detecéo de anticorpos do virus
BVD e do antigénio, permitindo a identificacdo de animais persistentemente infetados (P1).
O método de diagndstico laboratorial utilizado no primeiro caso foi o método
imunoenzimatico ELISA-Ac (identificacdo de anticorpos por ELISA) e no segundo caso o
método de biologia molecular ‘Real Time PCR’ (RT-PCR) tal como descrito no “Manual de
Testes de Diagnostico e Vacinas para Animais Terrestres, Organizacdo Mundial de Saude
Animal” (OIE, 2015).

A detecdo de anticorpos do BVDV no soro das amostras colhidas através do método
ELISA® (técnica ELISA indireta — método PTVir07) (Howard et al.,1985) foi feita através
do kit comercial ‘IDEXX BVDV total AbTest’. Este método deteta pequenas quantidades de

anticorpos especificos que geralmente ndo sao detetaveis pelos métodos convencionais.

() Ensaio Acreditado pela NP EN ISO/IEC 17025:2005.



Para a pesquisa do ARN do BVDV no soro utilizou-se o teste de RT-PCR (Real
Time - Polymerase Chain Reaction), técnica laboratorial de biologia molecular baseada na
reacdo em cadeia da polimerase. O ARN total foi extraido a partir do soro usando o kit
comercial de isolamento ‘MagVetTM Universal’ (LSI-ThermoFisher), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Foram adicionados 80 uL de tampdo NM6 para eluir o ARN,
utilizado o kit de triagem ‘LSI VetMAX™ BVDV Screening Real-Time PCR Kit, synthetic
EPC’ (LSI-ThermoFisher Scientific) e equipamento ‘7500 Real-Time PCR System Applied
Biosystems’. Esta técnica é baseada na detecdo da regido 5’-untranslated (5° UTR) do
genoma viral e do gene E2 do BVDV (Goyal et al, 2005).

Os animais com resultados positivos no método ELISA-Ac foram considerados
virémicos e os que em simultaneo deram positivo com o método RT-PCR, considerados

animais virémicos persistentes, designados vulgarmente como animais Pl.

3.4 — Questionario epidemiologico

Os produtores de leite foram informados do objetivo do estudo por intermédio de
um inquérito estruturado (Benevides, 2005) (anexo 3) com base numa entrevista direta ao
produtor, realizada entre setembro e dezembro de 2015. O objetivo deste inquérito foi
recolher informacdo sobre os principais comportamentos e fatores de risco, associados ao
aparecimento do BVDV nas exploracdes, com destaque para as préaticas de vacinagdo, estado
de saude do efetivo (problemas reprodutivos e respiratorios), introducdo de animais na

exploracdo, contato com outros animais da mesma espécie, bem como do maneio em geral.

3.5 — Analise dos dados

O primeiro objetivo do trabalho foi determinar a proporcdo de animais existentes
nas exploragdes leiteiras da ilha das Flores e do Corvo, com niveis de anticorpos positivos
contra o virus BVD (seroprevaléncia) e a prevaléncia de exploragdes com animais
seropositivos, determinando também a prevaléncia de animais Pl neste grupo de ilhas. O
segundo objectivo foi analisar a informacéo recolhida junto dos produtores por meio de

questionario epidemiologico, para compreender os principais comportamentos e fatores de



risco, associados ao aparecimento do BVDV nas exploracdes. Com esta informacédo
pretendeu-se avaliar a situacdo epidemiologica do BVDV nas duas ilhas do grupo ocidental
do arquipélago dos Acores e investigar os fatores de risco que poderiam estar associados a
infecdo pelo virus.

Os resultados seroldgicos foram analisados por exploracgéo leiteira e pelo nimero de
animais presentes nas exploracgdes leiteiras amostradas, com recurso ao programa informatico
Microsoft EXCEL do Windows 10® e ao programa SPSS® (IBM Corp. Released 2013. IBM
SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.) para analise descritiva.

A percentagem de prevaléncia (P) de BVDV entre animais (ou seroprevaléncia) foi

determinada para a populacéo total estudada com a seguinte formula:

n? de bovinos seropositivos 00

P animais = - -
n? total de bovinos analisados

Onde o ‘n° de bovinos seropositivos’ corresponde aos bovinos em que o teste

ELISA-Ac apresentou um resultado positivo ou duvidoso (niveis de anticorpos positivos no

S0ro).
A prevaléncia foi expressa com intervalos de confianca (IC) de 95% segundo a
formula:
p+z [P1
n

Onde:

P = Prevaléncia

Z = 1,96 (95% de nivel de confianca)
Q=1-P

n = dimensdo da amostra

A percentagem de prevaléncia entre exploracdes leiteiras foi determinada ao
considerar uma exploracdo positiva quando pelo menos existir um animal seropositivo e

aplicou-se a seguinte formula:

N®de exploragoes leiteiras seropositivas

x 100

P Exploracses =
Xploragoes N? de exploragdes leiteiras estudadas

A percentagem de animais PI € dada pela seguinte formula:

N? de bovinos Seropositivos no teste ELISA—ac e no teste RT—PCR

x 100

P animais PI =
animais P! N@ total de bovinos estudados



Onde o ‘n° de bovinos seropositivos no teste ELISA-ac e no teste RT-
PCR’corresponde aos bovinos em que o resultado do teste ELISA-ac foi positivo (animais
virémicos) e em simultaneo apresentaram um resultado positivo no teste RT-PCR, indicando

presenca de infecdo ativa pelo BVDV (animais virémicos persistentes).



4 — Resultados

4.1 - Colheita das amostras

Existem aproximadamente 7700 bovinos repartidos pelas ilhas das Flores e do
Corvo, sendo que, 6624 animais dizem respeito a ilha das Flores (3060 do concelho das Lajes
das Flores e 3564 do concelho de Santa Cruz das Flores) e 1073 a ilha do Corvo. Os dois
concelhos da ilha das Flores comprendem 155 exploracdes bovinas das quais 24 sao
exploracdes leiteiras. O Unico concelho da ilha do Corvo compreende 50 explora¢des bovinas
das quais 6 s@o exploragdes leiteiras. Todos os animais de todas as exploragdes leiteiras da

ilha das Flores e da ilha do Corvo foram analisados durante os meses de setembro de 2015 a

janeiro de 2016. Na tabela 5 estdo descriminados os dados por concelho e freguesia.

Tabela 5: NUimero de animais e nimero de exploracfes existentes por freguesia na ilha das Flores e ilha do

Corvo (Fonte: Ministério da Agricultura do Desenvolvimento Rural e das Pescas, agosto de 2016).

llha das Flores

Concelho Freguesia N.° de Animais N.° Explorac6es
Fajazinha 167 16
Lomba 599 25
Lajedo 703 25
Lajes das Flores Lajes das Flores 632 38
Mosteiro 226 6
Faja Grande 337 24
Fazenda 396 21
Sub-total 3060 155
Santa Cruz das 2000 98
Caveira 218 12
Santa Cruz das Flores Cedros 547 20
Ponta Delgada 1099 37
Sub-total 3564 167
Total 6624 322
Ilha do Corvo
Concelho Freguesia N.° de Animais N.° Explorac6es
Vila Nova do Corvo | Vila Nova do Corvo 1073 50
Total 1073 50




O estudo abrangeu no total 268 animais (251 da ilha das Flores e 17 da ilha do
Corvo), correspondendo a um valor médio de 96,6% de fémeas (IC 95% = [94,4; 98,5]) e
3,4% de machos (IC 95% = [1,5; 5,6]). Foram também estudados 36 vitelos provenientes das
exploragdes leiteiras da ilha das Flores com idade média de 0,39 anos (IC 95% = [0,35; 0,44])
e correspondendo a 72,2% de fémeas e 27,8% de machos. Na altura em que foi feito este

estudo, nenhuma das exploracdes leiteiras da ilha do Corvo tinha vitelos para analise.

4.2 — Prevaléncia de exploragdes com niveis de anticorpos positivos do BVDV

A seroprevaléncia e prevaléncia de BVDV foi determinada em 30 exploragdes
leiteiras, testando 251 bovinos de ilha das Flores e 17 de ilha do Corvo, de setembro de 2015
a janeiro de 2016.

Nas exploracgdes estudadas com aptidao leiteira, verificou-se que a seroprevaléncia
com niveis de anticorpos positivos a0 BVDV em amostras de soro (seroprevaléncia de
explorac@es) foi de 83,3% para a ilha das Flores (20 exploracdes positivas) e 100% para a
ilha do Corvo.

Nas exploracOes estudadas com aptidao leiteira, verificou-se que a prevaléncia de
animais com niveis de anticorpos positivos ao BVDV em amostras de soro (seroprevaléncia
entre animais) foi de 36,8% para a ilha das Flores e 83,3% para a ilha do Corvo sendo a
prevaléncia global para o grupo ocidental do arquipélago dos Acores de 49,3% (n=30) (tabela
6).

Tabela 6: Prevaléncia da infecdo e percentagem de animais positivos na ilha das Flores e Corvo (X = média
percentual; IC 95% = intervalo de confianca de 95% para a média percentual) e prevaléncia global para o grupo
ocidental do arquipélago dos Acores.

Resultados Teste ELISA — ac )
Exploragdes __ i i Seroprevaléncia
) Positivo Negativo Duvidoso
analisadas (x; 1C95%)
N % n % N %

Flores(n=24) | 118 | 368 | 125 | 59,6 36 | 36,8%; [30,7; 42,9]

8
Corvo (n=6) 14 83,3 3 16,7 0 0,0 | 83,3%; [75,0; 91,6]
Total (n7=30) 132 49,3 128 47,8 8 2,9 49,3%




Determinou-se também a idade média dos bovinos em funcéo dos resultados do teste
ELISA-ac. A tabela 7 apresenta a distribuicdo dos resultados positivos, negativos e duvidosos
de acordo com a idade média dos bovinos (em meses e em anos) e intervalo de confianca de

95% para a média.

Tabela 7: Distribuicdo dos resultados do teste ELISA-ac pela idade média dos bovinos analisados (em meses

€ anos).

Resultado doTeste

Idade média dos bovinos

Idade média dos bovinos

ELISA-ac (Meses; 1C 95%) (Anos; 1C 95%)
Positivo 63,7; [58,1;70,4] 5,3; [4,8; 5,9]
Negativo 54,8; [49,6; 60,2] 4,6; [4,2; 5,1]
Duvidoso 77,1; [60,6; 92,7] 6,4; [5,1; 7,7]

Relativamente aos vitelos (idade igual ou inferior a 6 meses) ndo foi aplicado o teste
soroldgico ELISA-ac ja que a presenca de anticorpos maternos, adquiridos de forma passiva
pela ingestéo de colostro, poderia originar um resultado ‘falso-positivo’. Optou-se antes pela
pesquisa do antigénio viral pela técnica de RT-PCR em amostras de sangue destes animais.
De salientar que as explorac@es leiteiras da ilha do Corvo, ndo possuiam vitelos durante o

periodo em que foi feita a recolha de amostras.

4.3 — Prevaléncia de explorac6es infetadas com BVDV

Todas as amostras soropositivas e soronegativas para anticorpos contra 0 BVDV
foram sujeitas & pesquisa do antigénio viral pela técnica RT-PCR visando determinar a
presenca de animais PI.

Quer na ilha das Flores quer na ilha do Corvo nédo foram detetadas, nas exploracdes
de aptid&o leiteira, animais infetados (P1). De facto, todas as amostras de soro analisadas pela
técnica RT-PCR para a pesquisa do ARN do BVDV foram negativas, sendo portanto, nula
(0,0%) a prevaléncia global de animais persistentemente infetados com BVDV neste grupo
de ilhas.

No que concerne aos 36 vitelos (provenientes exclusivamente da ilha das Flores),
foi feita a pesquisa de antigénio nas amostras de sangue, ndo tendo sido detetados animais Pl

(resultado negativo para todos os animais).




4.4 — Questionario epidemioldgico
4.4.1 — Estrutura da exploracéo

Todas as exploracdes analisadas responderam ao questionario epidemioldgico. Na
tabela 8 encontra-se a caracterizacdo do efetivo presente nas exploragdes leiteiras das duas
ilhas, expresso em numero total (n), média (x) e intervalo de confianca de 95% para a média
(IC 95%).

Tabela 8: Caracterizagdo do efetivo presente nas exploracfes leiteiras, no conjunto da ilha das Flores e do

Corvo, aquando do questionario epidemioldgico.

Variavel n (x; 1C 95%)

N.° Vacas/tanque de leite 177 (6,5; [4,5; 8,9])
N.° Vacas em Producéo 170 (6,5; [4,4; 8,8])
N.° Vacas Secas 54 (1,9;[0,8; 2,9])
N.° Novilhas 12-24 meses 20 (0,7; [0,2; 0,9])
N.° Vitelos <12 meses 37 (1,2; [0,6; 2,0])
N.° Touros 6 (0,2; [0,1; 0,3])
N.° Total de Cabegas de gado | 304 (11,5; [9,5;13,8])

4.4.2 — Contacto entre exploracdes e vulnerabilidade a vetores

Todas as exploragdes inquiridas possuem exploracfes em redor, com um valor
médio de 11,5 explorag6es vizinhas para o total das duas ilhas (1.C 95% = [9,5; 13,8]), sendo
o valor minimo de 3 exploracdes vizinhas e um maximo de 20 exploragBes. Na ilha das
Flores, em 20,3% das exploragdes analisadas existe contacto direto com outros animais; na
ilha do Corvo esse valor é de 100%, sobretudo através de muros, bardos @ e cercas que
separam as parcelas das diversas exploragoes.

Na ilha das Flores, 12,5% das exploracGes utilizam o Baldio da Secretaria Regional
da Agricultura e Floresta de junho a 15 de dezembro. Na ilha do Corvo todas as exploracfes
colocam animais no Baldio de marco a novembro verificando-se o contacto entre todos 0s
animais de todas as explorac¢des. No total das duas ilhas, a utilizag&o de Baldios cifra-se em

30% das exploragoes.

@ 0 mesmo que tapume de sebes, ramos ou silvas.



De acordo com as respostas dos produtores, em 36,7% das exploragdes leiteiras
verificou-se 0 contacto com animais de outras espécies, surgindo com maior frequéncia os
pequenos ruminantes como ovinos e caprinos na ilha das Flores, e caprinos e canideos na ilha

do Corvo. Os resultados do questionario encontram-se no grafico 1.

Contacto com outros animais
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Gréfico 1: Percentagem de exploracfes em que houve contacto com outros animais — ovelhas, cabras, porcos e
caes.

Nenhuma das exploracfes inquiridas fez referéncia a participagdo em feiras e/ou
exposicdes nem tdo pouco a realizacdo de quarentena. A realizacao de testes serolégicos para
rastreio de doencas, que nédo as incluidas nas campanhas de saneamento obrigatorio, ndo foi
apontada. No entanto todos os produtores inquiridos deram indicacdo de verificacdo do
boletim sanitario dos animais que entram na exploracéo.

Constatou-se que cerca de 93,3% das exploracgdes inquiridas realizam exportacao
dos animais (91,7% das exploragdes da ilha das Flores e 100% das exploragdes da ilha do
Corvo). No caso da ilha do Corvo os inquiridos indicaram que a exportagcdo foi feita
unicamente para a R.A.A. sendo este valor mais baixo (80,8%) no caso das exploracGes da
ilha das Flores; 4,2% das exploracbes da ilha das Flores exportam para o continente
portugués.

Apenas uma exploracéo leiteira (3,3%) deu a indicagdo de introdugéo de animais na

exploragdo proveniente de outra ilha da Regido Auténoma dos Acores (ilha de S. Miguel).
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Em 36,7% das exploracdes, os animais foram introduzidos de outras exploraces, feiras e
Impérios ©® da ilha (29,2% no caso da ilha das Flores e 66,7% no caso da ilha do Corvo).

A utilizacdo de cobricdo natural foi assinalada em 40,0% das exploracdes inquiridas,
sendo que no caso da ilha do Corvo esse valor ascende a 100%. Neste caso 0s touros provém
da propria exploracdo. As restantes exploragfes recorrem a inseminacdo artificial sendo a
origem do sémen exclusivo dos S.D.A.F.C. (Servigo de Desenvolvimento Agrario das Flores

e Corvo).

4.4.3 — Maneio dos vitelos e novilhas

Em 43,3% (IC 95% = [26,7; 60,0]) das exploracdes inquiridas, os vitelos tém por
norma beberem colostro da propria mae durante aproximadamente 6 dias (x = 6,3 dias) idade
a partir da qual sdo separados da mae e passam a beber leite da mée (36,7%; 1C 95% = [20,0;
53,3]) e de outras vacas (6,7%; IC 95% = [0,0; 16,7]). No caso da ilha do Corvo no momento
em que se realizou o questionario, ndo existiam vitelos nem novilhas.

Na totalidade das exploracGes da ilha das Flores, verificou-se que os vitelos séo
criados nas pastagens pelos proprios produtores sendo que 58,7% (IC 95% = [40,0; 73,3])
das exploracdes tem 0s animais presos por corrente com estaca.

Os machos sdo vendidos a nascenca em 43,3% das exploracdes (IC 95% = [26,7;
63,3]) e em 13,3% (IC 95% = [3,3; 26,7]) séo criados para serem vendidos mais tarde. Em
16,7% (IC 95% = [3,3; 30,0]) das exploracOes as fémeas sdo para substituicdo (ficam na
exploracdo), 13,3% (IC 95% = [3,3; 26,7]) sdo para venda ao nascer, 6,7% (IC 95% =
[0,0;16,7]) para criacdo e venda, e 6,7% (IC 95% = [0,0;16,7]) sdo sé para venda.

@ Império ou Império do Divino Espirito Santo - pequeno edificio, templo ou capela com um altar do Espirito Santo; local de agregagdo da
Irmandade do Divino Espirito Santo (irmé&os, associacdo de vizinhos, familias residentes numa mesma freguesia ou localidade,
voluntariamente inscritos e consensualmente aceites, com iguais direitos e deveres) e onde entre o domingo de Pascoa e os domingos de
Pentecostes ou da Trindade, se venera o Espirito Santo. Durante as festas do Divino Espirito Santo, realiza-se a “coroag¢do” do Imperador
Menino, a “procissdo dos vitelos”, o desfile de cortejos e 0 bodo de pdo e de carne. Ao império estd normalmente associada uma dispensa,
copa ou talho onde se guardam os bens que serdo distribuidos pela comunidade local nestes dias da festa: geralmente séo diferentes tipos
de péo, as sopas do Espirito Santo (p&o e carne de vaca) e a alcatra.



4.4.4 — Praticas vacinais

Em nenhuma das exploracgdes inquiridas (ilha das Flores e ilha do Corvo) existiam
programas vacinais em curso nem t&o pouco os animais dessas exploragdes tinham sofrido

qualquer tipo de imunizacao.

4.4.5 — Principais problemas sanitarios nas exploragdes

Os principais problemas observados nas exploracfes leiteiras foram abortos,
mamites, pastulas nas mucosas, retencdo placentaria, diarreia, retorno do cio, mortalidade
embrionaria, corrimento nasal e partos dificeis. Os valores percentuais estdo indicados no
gréfico 2.

Na ilha das Flores os principais problemas sanitarios observados foram: diarreia
(54,2%), mamites (45,8%) e abortos (37,5%). Observou-se também um problema reprodutivo
(que pode ter origem infeciosa): retorno do cio (58,3% das exploragdes). Na ilha do Corvo
foram essencialmente diarreia (66,7% das exploragfes) bem como retorno do cio (66,7% das
exploracdes).

Nos vitelos (ilha das Flores) os problemas referidos foram: anorexia, diarreia e

diarreia fatal, todos na mesma exploracéo leiteira.

Problemas sanitarios
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Gréfico 2: Distribuicdo percentual dos principais problemas sanitarios relatados pelos produtores nas
exploracdes estudadas.” Retorno do Cio — problema reprodutivo.

61



5 — Discussao

Todas as exploracdes leiteiras das ilhas do grupo ocidental da R.A.A. foram
estudadas, pelo que se trata de uma andlise da totalidade de observacdes individuais da ilha
das Flores e da ilha do Corvo, permitindo ndo apenas inferir, mas avaliar com exactiddo o
que se passa atualmente no que concerne aos aspetos epidemioldgicos da BVD.

Este estudo epidemioldgico permitiu determinar a seroprevaléncia para o BVDV de
36,8% para a ilha das Flores e de 83,3% para ilha do Corvo e prevaléncia de exploractes de
83,3% e 100% respectivamente para ilha das Flores e para a ilha do Corvo.

A presenca de antigénio viral ndo foi detetada em nenhuma das amostras analisadas,
pelo que a prevaléncia global de animais persistentemente infetados (P1) foi de 0%.

De acordo com um estudo realizado por Rocha (2009) onde foram analisadas
amostras de sangue de todos os bovinos com mais de doze meses na ilha das Flores e do
Corvo, a seroprevaléncia de animais foi de 43,2% para a ilha das Flores e 74,6% para a ilha
do Corvo e a prevaléncia de exploracGes de 84,4% e 100% % respectivamente para ilha das
Flores e para a ilha do Corvo. Esta autora determinou ainda uma prevaléncia global de
animais infetados com BVDV de 0,2%.

Pinto et al. (2004) efectuou anéalises serolégicas em 29 exploragdes da ilha de S.
Miguel estimando uma prevaléncia de BVDV em exploracgdes de 100% e uma proporcao de
animais seropositivos de 60%.

Benevides (2005) estimou, num estudo epidemioldgico transversal realizado em
exploracdes leiteiras da ilha Terceira, uma prevaléncia de exploracdes com niveis de
anticorpos positivos no leite de conjunto de 97% e prevaléncia de animais infetados com
BVDV de 0,4%.

De acordo com dados da D.R.D.A. (2008) existe uma elevada prevaléncia de
animais positivos na R.A.A.: 57,5% no total das 9 ilhas com 63,9% em S. Miguel; 84,2% das
exploracGes desta regido sdo positivas com valores de 97,9% sé na ilha de S. Miguel.

Niza-Ribeiro et al. (2004) realizaram uma pesquisa de anticorpos em 6682 amostras
de soro bovino, nos concelhos de Povoa de Varzim e Ponte de Lima (Portugal) tendo obtido
resultado positivo em 63,3% das amostras; foi feita a pesquisa de antigénio a 8549 amostras
tendo sido detetados 58 animais Pl e 4 animais com virémia transitoria.

Canario (2009) determinou a seroprevaléncia do BVDV em 20 exploragdes de

bovinos de carne em regime de exploragao extensiva, sem programa vacinal contra a doenga,



distribuidas pela regido do Alentejo, através da pesquisa de anticorpos anti-BVDV cifrando-
se em 35,1% a seroprevaléncia de animais e em 65% a prevaléncia de exploraces.

J& em paises europeus, nomeadamente os paises nordicos, apresentam valores de
prevaléncia mais baixos: a pesquisa de anticorpos em tanques de leite revelou 39%, 9% e 1%
de exploracdes positivas respectivamente na Dinamarca, Noruega e Finlandia (Bitsch
& Rgnsholt, 1995).

Relativamente a prevaléncia de bovinos PI, foram estimados valores de 0,8% (Reino
Unido), 0,75% (Bélgica), 0,9% (Alemanha e Polénia) e 0,6% (Irlanda) (O’Neill et al.,2009).
Na Suica e ap6s a implementacdo de um programa nacional de erradicacdo do BVDV, foi
possivel reduzir os valores de prevaléncia de animais Pl para 0,2% (Presi et al., 2011). Na
Hungria, Szabéra et al., (2016) efetuou um estudo sobre a prevaléncia entre 2008 e 2012 a
cerca de 75% da populagdo de bovinos do pais e demonstrou que a prevaléncia do BVDV
nas exploracGes foi de 12,4% e a prevaléncia individual de 7,2%. Na Itélia, Ferrari et al.
(1999) determinou uma seroprevaléncia dos animais de 33% e uma prevaléncia de
explorac@es infectadas de 8,8%. Na Grécia, Billinis et al. (2005) estimou valores médios de
prevaléncia de 14% e de prevaléncia de animais Pl de 1,3%.

Fora da Europa os valores de prevaléncia da exploracdo podem rondar os 100%
como €é o caso do Chile com valores de 81% (Reinhardt et al., 1990). Na Argentina, Uruguai,
Venezuela, Colémbia, Peru, Equador e México, a prevaléncia de infe¢do pelo BVDV nos
bovinos variou entre 6,3% a 74% e de 16% a 100% nas exploracdes (Silva, 2014). Num
estudo recente realizado no estado de S&o Paulo, Brasil, foram amostradas 1732 explorac6es
e determinada uma prevaléncia em fémeas de 47,08% e uma prevaléncia de exploracao de
78,21% (Silva, 2014). Jaem 2010, Chaves et al., analisaram 400 amostras de soro de fémeas
de 40 exploragfes da regido amazénica maranhense (Brasil) e concluiram que a prevaléncia
nos animais foi de 61,5% sendo a prevaléncia de exploracdo de 95,0%. Na Jordania foram
encontrados valores de prevaléncia individual de 31,6% e de prevaléncia de exploragdo de
80,7% (Talafha et al., 2009)

Os resultados obtidos no presente estudo estdo dentro da gama de variacdo de
resultados encontrados na literatura, tanto para a percentagem de exploragcdes com niveis de
anticorpos positivos do BVDV como para a seroprevaléncia de animais.

No entanto ndo deixam de ser preocupantes, principalmente no que diz respeito a
ilha do Corvo, uma vez que evidenciam uma elevada exposi¢do ao agente infecioso. Estes

valores elevados sugerem que existe uma evidente circulacao viral nestas exploragdes e que
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as formas de transmissdo do mesmo estdo facilitadas, aumentando o risco de existéncia de
animais PI.

Os animais Pl desempenham um papel crucial na manutencéo do virus na populacéo
visto que estes ndo podem ser imunizados e originam sempre uma descendéncia Pl. Além
disso ao serem comercializados, representam um risco acrescido para as exploracoes.
Percentagens bastante elevadas de anticorpos (acima de 60%) nas exploracdes pode sugerir
que existe um ou mais animais PIl. Est bem estabelecido que apenas a presenca de animais
P1 pode conduzir a uma alta prevaléncia de seropositivos, ja que o contagio a partir de animais
que fazem virémia temporaria é relativamente baixo (Houe, 1995; Wittum et al., 2001;
Campbell, 2004).

A literatura aponta, para uma prevaléncia de animais Pl entre 0,5% e 2% (Houe,
1999), contudo no presente estudo ndo foi encontrado nenhum animal PI.

Muitas vezes os animais Pl ndo s&o identificados ou o seu numero é subvalorizado
porque:

I.  Existe a pratica de abate de bovinos com menos de 1 ano de idade, subsidiado
pelo Governo Regional dos Acores;

Il.  Ocorrem abortos ou mortes apds o0 nascimento nao chegando a fase juvenil ou

adulta;

1. A grande maioria dos vitelos machos é abatida ou vendida para engorda, ndo

permanecendo nas exploracdes leiteiras de origem.

Duffell & Harkness (1985) constataram que a prevaléncia de animais Pl € maior
guanto mais perto se esta do nascimento e depois essa prevaléncia tende a diminuir com o
aumento da idade. Mais de 50% dos animais Pl morre ou sdo abatidos por questdes de salde
no primeiro ano de vida. Associados a estas mortes estdo quadros clinicos de pneumonia, mas
mais frequentemente de diarreia envolvendo, por vezes outros agentes infeciosos.
No presente estudo optou-se por analisar paralelamente o sangue dos vitelos para
pesquisa de antigénio uma vez que na populacédo desta idade, a interferéncia dos anticorpos
colostrais nos testes soroldgicos pode dificultar a detecdo de animais PI. Mas, mais uma vez,

ndo foram encontrados animais Pl neste conjunto de ilhas da R.A.A.



O questionario epidemioldgico efetuado junto dos produtores das exploracGes
pretendeu recolher informacdo sobre os principais comportamentos e fatores de risco,
associados ao aparecimento do BVDV nas exploraces, com destaque para as préaticas de
vacinacdo, estado de salde do efetivo (problemas reprodutivos e respiratérios), introducéo de
animais na exploracdo, contacto com outros animais da mesma espécie, bem como do maneio
em geral.

Os resultados permitem verificar que estdo presentes nestas duas ilhas diversos fatores
de risco. O sistema de maneio vigente nas exploracdes leiteiras destas duas ilhas pode
favorecer o aumento do nimero de animais positivos ao BVDV uma vez que facilita a
dispersdo do virus.

Varios autores apontam como principais fatores de risco para a entrada do BVDV nas
exploracGes, 0 contacto com bovinos de outras exploragdes (Wittum et al., 2000; Campbell,
2004), a cobrigdo natural com touro infectado ou sémen proveniente de um touro infectado
(Fray, Paton & Alenius, 2000), a entrada de pessoas e/ou veiculos, a introducdo de animais,
0 contacto com ovinos, caprinos, pequenos ruminantes (Carlsson & Beldk, 1994; Pescador
et al., 2004) e suinos (Evermann & Barrington, 2005).

Todas as exploracdes da ilha das Flores e do Corvo possuem exploragdes em redor
e embora possam estar delimitadas fisicamente, essa barreira é insuficiente para impedir o
contacto dos bovinos de exploracbes diferentes. No caso da ilha das Flores, 20,3% das
exploracGes tém contacto direto com outros animais de outras exploragdes, valor esse que
sobe para 100% no caso da ilha do Corvo. O contacto é feito através de muros, bardos e
cercas.

O regime de pastoreio rotativo, que ocorre nos Baldios (pasto comunitario) da ilha
das Flores e da ilha do Corvo, fomenta o contacto directo entre animais de diferentes
exploracGes. Na ilha das Flores s6 12,5% das exploragOes leiteiras inquiridas, deram
indicacdo de utilizagéo de Baldios enquanto na ilha do Corvo todas as explorag0es recorrem
ao Unico Baldio existente na ilha. Possivelmente este é um dos principais factores de risco
pois promove a mistura de animais das diferentes exploracfes. Estudos epidemiologicos
mostram ainda que o BVDV dispersa-se melhor em areas com maior densidade animal e que,
por isso, a seroprevaléncia do virus nessas areas pode estar aumentada. No estudo realizado
por Rocha (2009), 39,65% das exploragdes da ilha das Flores utilizam o Baldio de junho a
dezembro, sendo esse valor de 100% para a ilha do Corvo. Estas praticas de maneio podem

favorecer o aumento do nimero de animais positivos ao BVDV.
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Os animais de outras espécies que surgiram com maior frequéncia nas exploracdes
inquiridas foram respectivamente para a ilha das Flores e ilha do Corvo de: 16,7% de ovinos,
12,5% caprinos, 4,2% de canideos e de 50,0% de caprinos, 33,3% de canideos.

Rocha (2009) num estudo semelhante, constatou que na ilha das Flores, os caprinos
surgiram em 22,8% das exploracdes e 0s ovinos em 48,1% das exploracdes; na ilha do Corvo
foram os suinos que surgiram com maior frequéncia, nomedamente em 50,0% das
exploragGes. Num estudo efectuado na ilha Terceira, Benevides (2005) constatou que 64,7%
das exploracOes inquiridas possuiam cées nas exploragdes, revelando ser um fator de risco
importante para a entrada do Neospora caninum, protozodrio responsavel por afetar bovinos,
canideos e, esporadicamente, caprinos, ovinos e equinos. Pacheco (2010) num estudo
realizado em 64 exploracg®es leiteiras distribuidas por varios distritos de Portugal continental
determinou em 77,2% das exploragdes a existéncia de contacto dos bovinos principalmente
com cées (77,3%), ovelhas (9,1%), cabras (4,6%) e porcos (2,3%).

InvestigacBes soroepidemioldgicas realizadas por Hyera et al. (1991), revelaram uma
prevaléncia generalizada de anticorpos neutralizantes contra o virus BVD, ndo s6 em bovinos
mas também em ovinos e caprinos, revelando assim a importancia destes animais como
possivel fonte de infecdo para bovinos.

A introducdo de animais na exploracdo sem realizacdo de testes serologicos para
rastreio de doencas, que ndo as incluidas nas campanhas de saneamento obrigatério e a ndo
realizacdo de quarentena, sdo outras préaticas de risco, presentes nas exploracdes da ilha das
Flores e do Corvo. A totalidade das exploragfes inquiridas ndo realizou nenhuma destas
praticas, contudo, todos os produtores deram a indicacdo de verificacdo do boletim sanitario
dos animais que entraram nas suas exploracdes. Estas situac@es ja tinham sido relatadas por
Rocha (2009) tendo-se verificado uma evolugdo no comportamento dos produtores uma vez
que em 2009 os resultados obtidos indicavam que os produtores ndo verificavam o boletim
sanitario. Ja Benevides (2005) registou que cerca de 61,6% dos produtores nao faziam a
verificagdo do boletim sanitario. Ribeiro & Pereira (2004) deram indicagdo que apenas 36%
das exploracdes efetuavam quarentena, 55% faziam a verificacdo dos boletins sanitarios e
36% efetuavam os testes seroldgicos ao animais adquiridos. Esta questdo € importante no
desenho de um programa de biosseguranca, pois é necessario conhecer as condi¢Bes da
unidade de producdo nomedamente no que diz respeito a entrada de novos animais com

conhecimento dos registos sanitarios e realizacdo de quarentena.



O principal método de cobricdo verificado foi a monta natural (100% das
exploracBes inquiridas da ilha do Corvo e 50,0% das exploracdes da ilha das Flores,
prefazendo um total de 40% das exploragdes leiteiras), sendo que os touros de cobrigédo
provieram da propria exploracdo. No estudo de Rocha (2009) a utilizagdo de monta natural
foi assinalada também em 100% das explora¢6es da ilha do Corvo (ndo sendo exclusive); na
ilha das Flores apenas 0,6% das exploracdes indicou recorrer exclusivamente a inseminacao
artificial efetuada pelos técnicos do S.D.A.F.C.. A mesma autora indicou que durante o ano
de 2007, 23,7% das exploracGes da ilha das Flores recorreram a inseminacao artificial e na
ilha do Corvo, 36% das exploracdes.

Ribeiro & Pereira (2004) indicaram que das 44 exploracdes infectadas do seu estudo
(regido do Entre Douro e Minho), a utilizagdo da cobrigdo natural foi registada em 5 e
simultaneamente com o recurso a inseminacao artificial; a utilizacdo de um touro préprio e/ou
de outra exploracdo ocorreu de forma esporadica e em situagdes muito especificas (nalgumas
novilhas e na sequéncia de inseminacdes falhadas).

A utilizacdo de touros infetados como reprodutores pode ser considerado um fator
de risco dependendo da eliminagdo ou ndo do virus no sémen no momento de monta e do
namero de fémeas cobertas. De acordo com Meyling & Jensen (1988), a taxa de infecdo
pode ser de 100% no caso de touros PI decrescendo esse valor no caso de touros com infecdo
aguda (Kirkland et al., 1991). Na Polonia, foram confirmados 2 touros Pl em 219 (0,9%) e
em Italia foram identificados 22 (1,04%) touros Pl em 2112, num recrutamento para um
centro de inseminagédo (Ferrari et al.,1999; Polak & Zmudzisky, 1999), demonstrando o risco
de infecdo que acarreta.

Constatou-se que nenhuma das exploracfes deste estudo participou em concursos
e/ou feiras. O mesmo ja tinha sido evidenciado por Rocha (2009) para estas duas ilhas e por
Ribeiro & Pereira (2004) na regido de Entre Douro e Minho. De facto, este é um fator de
risco significativo para o BVDV tal como demonstrado por Pacheco (2010): verificou-se que
em 11,1% das exploragdes estudadas, houve participacdo dos animais em exposicoes, feiras;
estas exploragdes estavam 2,3 vezes mais em risco de serem positivas ao BVDV do que as

exploragdes que ndo levam os seus animais a participar em tais eventos.

No presente estudo mais de 90% das exploragdes analisadas, exportam 0s seus
animais principalmente para a R.A.A., sendo que menos de 5% das exploragdes leiteiras da

ilha das Flores o fazem para o continente portugués. Apenas uma exploracdo importou
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animais da R.A.A. (ilha de Sdo Miguel). A introducdo de animais de outras exploracoes,
feiras ou Impérios de ilha € diminuta na ilha das Flores (29,2%) sendo no entanto mais
significativa (66,7%) no caso da ilha do Corvo.

No estudo realizado por Rocha (2009) apenas duas exploragdes importaram bovinos
provenientes da R.A.A. (Faial e Pico). Contudo, ndo foi possivel em nenhuma das situacoes,
verificar se essa introducdo podera ter contribuido para a prevaléncia do BVDV nas
exploragdes.

Em nenhuma das exploragdes inquiridas (ilha das Flores e ilha do Corvo) existiam
programas vacinais em curso nem tdo pouco o0s animais dessas exploracdes tinham sofrido
qualquer tipo de imunizagdo. Benevides (2005) determinou no estudo realizado na ilha
Terceira, que apenas 10% das exploracGes estudadas possuiam programas vacinais, sendo a
‘Triangle®9’® a vacina mais utilizada (53,2%) seguida da ‘Hiprabovis®4’® (25,3%).
Segundo os produtores dessa ilha, a iniciativa da vacina¢do coube ao médico veterinario em
81% das exploracdes com programas vacinais. Das exploracdes que vacinam, em 59,5% a
vacinacdo estendeu-se a todo o efetivo, em 16,5% as novilhas e vacas, em 15,2% apenas as
vacas e em 8,8% aos vitelos e vacas.

Os principais problemas sanitarios encontrados nas duas ilhas em estudo foram
diarreias, mastites e abortos. Foi também encontrado um outro problema — retorno do cio —
gue, embora nao seja um problema sanitario mas sim reprodutivo, pode ter origem infeciosa.
Registaram-se ainda nas exploracdes leiteiras da ilha das Flores com valores percentuais mais
baixos: mortalidade embrionaria, corrimento nasal, partos dificeis, pUstulas das mucosas e
retencdo placentaria.

Benevides (2005) apontou como sendo os principais problemas observados nas
exploracdes leiteiras da ilha da Terceira a mortalidade embrionéria (64%), abortos (45,7%),
mamites (23,7%), partos dificeis (27,1%), diarreias (19,2%) e broncopneumonias (14,5%).

Estes resultados também estdo de acordo com o que Pimentel (2011) observou em
diversas exploracGes de S. Miguel onde o BVDV estava presente e onde ndo estavam a ser
tomadas quasquer medidas para o controlo do mesmo: diarreia, aborto e mucosa vaginal com
pustulas. Apds uma pesquisa mais aprofundada a autora concluiu que os abortos vinham de

exploragdes com historial de abortos, vacas que repetiam cio e morte embrionaria. Contudo,

@ Triangle® 9+PH+K: Indicado para a vacinacéo de gado saudavel na prevencao de doencas causadas por rinotraqueite bovina infecciosa (IBR),
diarréia viral bovina (BVD) Tipo |, parainfluenza-3 bovina (PI-3), virus sincicial respiratério bovino (BRSV), Mannheimia haemolytica, Leptospira
canicola, L. grippotyphosa, L. hardjo, L. icterohaemorrhagiae e L. pomona.

®) Hiprabovis® 4: indicado para a vacinagio de gado adulto na prevengao da rinotraqueite bovina infecciosa (IBR), vulvovaginite pustular infeciosa
(IPV) e doenga das mucosas ou da diarreia viral bovina (BVD); indicado também para a prevencéo da rinotraqueite bovina infecciosa (IBR),
parainfluenza-3 bovina (P1-3), doenca das mucosas ou da diarreia viral bovina (BVD) e virus sincicial respiratério bovino nos bezerros.



em nenhum destes animais € possivel afirmar com certeza que € 0 BVDV responsavel pelo
quadro clinico.

No presente estudo os problemas referidos nos vitelos foram: anorexia, diarreia e
diarreia fatal, todos na mesma exploracdo leiteira (ilha das Flores). Benevides (2005) também
faz referéncia no seu estudo (ilha Terceira) a diarreias, broncopneumonias e morte sem causa
aparente como os problemas mais frequentes em vitelos. De acordo com a literatura
consultada estes sintomas revelam tratar-se de infe¢Ges secundérias relacionadas com o virus
e que incluem diarreia, pneumonia, diminui¢do da producdo, patologia reprodutiva, aumento
da incidéncia de outras doencas e a morte (Baker, 1990). O BVDV ataca a medula Gssea,
tecido linfoide, plaquetas e epitélio digestivo; os vitelos afetados apresentam normalmente
Ulceras orais, mais ao nivel dos palatos mole e duro. Algumas variantes do virus provocam
enterite aguda com hemorragia intestinal, petéquias e equimoses, incluindo leucopenia e
trombocitopenia (Smith, 2009).



6 - Conclusoes

Pretendeu-se com este estudo avaliar a situagdo da BVD na populagéo bovina leiteira
das duas ilhas que integram o grupo ocidental do Arquipélago dos Acores — ilha das Flores e
ilha do Corvo — dada o ‘peso’ que tém principalmente no setor agricola local.

Apesar das evidéncias veterinarias de que o BVDV € importante sob varias
perspetivas — como seja a producdo, o bem-estar animal e a estabilidade dos precos de
mercado —, a verdade é que a maioria dos produtores pouco ou nada faz para o controlar. A
realidade ¢ que as doencas endémicas sdo ‘cotadas’ com pouca importancia na listagem de
prioridades da gestdo de uma exploracdo e da alocacdo de despesas (como sejam a
alimentacdo ou o trabalho) devido a natureza pouco previsivel da doenca.

N&o ha nenhum tratamento eficaz para a infecdo por BVDV, verificando-se muitas
vezes, casos subclinicos e auto-limitantes. A prevencdo e controlo é a forma mais eficaz de
erradicar e impedir a reinfecdo nas exploragdes. Os programas de controlo englobam medidas
de biosseguranca e de vigilancia estritas, com identificagdo e eliminacdo de animais PI
podendo adicionalmente efetuar-se vacinacao, fornecendo assim algum grau de imunidade
aos animais.

A avaliacdo do que se passa actualmente nas exploracdes leiteiras da ilha das Flores
e da ilha do Corvo s6 poderia ser feita analisando os resultados da prevaléncia do BVDV nos
animais e nas exploracoes.

Quando estudamos a prevaléncia de uma doenca, como seja a BVD, ndo temos
geralmente em conta a duracdo da doenca, ou seja, ndo estamos a determinar quando é que a
doenca se desenvolveu, mas sim a avaliar o que se passa no momento da analise. Assim, 0
numerador da prevaléncia contém uma mistura de bovinos com diferentes durac6es da doenca
e, como consequéncia disto, ndo temos uma medida de risco. No entanto a prevaléncia é uma
medida fundamental para quantificar a presenc¢a da doenca na populacéo de bovinos leiteiros.
Isto podera ajudar-nos a determinar 0s recursos necessarios para a elaboracdo dum plano de
erradicacao.

A prevencdo da doenca pode envolver o uso de vacinas e/ou a analise e maneio dos
fatores de risco, assentando este ultimo na identificacdo dos factores presentes e no seu
controlo ou na diminuicdo do seu impacto na exploracdo, em grande medida atraves da

implementacdo de medidas de biosseguranca. O questionario epidemioldgico surge neste



contexto, permitindo obter uma ferramenta de avalia¢éo do risco de introducdo, manutencao
e disseminacéo do BVDV bem como avaliar préaticas de biosseguranca presentes nas referidas
exploragdes.

Os resultados obtidos, ainda que preliminares devido ao reduzido ndmero de
exploracBes existentes nas duas ilhas e a sua expressao temporal, sugerem uma reduzida
preocupacao relativamente a presenca e circulacdo do virus. No entanto face a elevada taxa
de exploracdes e de animais afetados (seropositivos) nomeadamente na ilha do Corvo,
conclui-se haver necessidade de alteracdes de indole zootécnica e veterinaria que passam pela
a avaliacdo do desempenho da producdo dos rebanhos através do controlo produtivo (e.g.
producdo média diaria por vaca em lactacao, producdo de leite por vaca na lactacéo, duracédo
da lactacdo, percentagem de vacas em lactacdo, periodo seco), do controlo reprodutivo (e.g.
taxa de prenhez, taxa de natalidade, intervalo entre partos) e do controlo sanitario (e.g.
avaliacdo de doencas reprodutivas especificas tais como a brucelose, leptospirose,
rinotraqueite infeciosa bovina, tricomoniase, ocorréncias de abortos, controlo com recurso a
vacinacao).

Como o animal Pl é o elemento chave da manutencdo do BVDV numa exploracéo,
todos os programas de controlo sdo altamente dependentes da detecdo e eliminacdo desses
portadores do virus. Neste estudo, porém, ndo foram encontrados animais PI nas exploracdes
leiteiras.

Seria importante rastrear o BVDV nas exploracdes de carne, as quais representam a
maioria das exploragdes nestas duas ilhas. Sendo assim devera dar-se énfase as medidas
preventivas de biosseguranca integradas na gestdo da exploracdo levando sempre em
consideracdo as caracteristicas do virus (e da exploracdo), a fase de criacdo, a idade, 0s niveis

de stress, o historico e inclusive a regulamentacdo governamental.
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Anexo 1
Portaria n.° 56/2016 de 21 de junho

(Normas relativas ao controlo do virus da Diarreia Viral Bovina)



S.R. DA AGRICULTURA E AMBIENTE
Portaria n.2 56/2016 de 21 de Junho de 2016

Considerando o virus da Diarreia Viral Bovina (doravante designada por BVD) e as consequéncias que tem nas
exploragdes bovinas da Regido Auténoma dos Agores;

Considerando que a maioria dos animais Persistentemente Infetados (doravante designados por PI) por BVD
morre nos primeiros meses de vida, mas que alguns deles podem sobreviver até aos dois anos ou mais,
podendo tornar-se reprodutores e transmitir o virus;

Considerando que a infecdo de fémeas gestantes com a BVD pode resultar em perdas embriondrias e fetais,
malformacgGes congénitas, mortalidade neonatal e nascimento de bezerros fracos e inviadveis;

Considerando que a infegdo fetal por estirpes de BVD nao citopatogénico entre 0 40.2 e 0 120.2 dia de
gestacao, com frequéncia, é seguida de persisténcia viral devido a imunotolerancia ao virus infetante, ndo
conseguindo o organismo do feto infetado jamais eliminar o virus, originando por essa razdo bezerros PI, que
constituem o elo na cadeia epidemioldgica da doenga;

Considerando o impacto e os prejuizos econdmicos que os animais Pl por BVD tém nas explora¢des
acorianas;

Manda o Governo da Regido Autonoma dos Acores, pelo Secretario Regional da Agricultura e Ambiente, ao

abrigo da alinea d) do n.2 1 do artigo 90.2 do Estatuto Politico-Administrativo da Regido Auténoma dos
Acores, 0 seguinte:

Artigo 1.2
Objeto

A presente Portaria estabelece as normas relativas ao controlo do virus da Diarreia Viral Bovina (doravante
designada de BVD).

Artigo 2.2
Ambito

O presente diploma aplica-se aos criadores que, em nome individual ou coletivo, sejam detentores de
marcas oficiais de exploragGes bovinas localizadas na Regidao Auténoma dos Agores.

Artigo 3.2
Programa de Controlo da BVD

As exploragGes referidas no artigo 2.2 devem cumprir com as normas estipuladas no Programa de Controlo
da BVD elaborado pela Diregdo Regional da Agricultura.

Artigo 4.2

Abate



1 — Ap0s diagnéstico dos bovinos como Persistentemente Infetados (doravante designados por Pl) de BVD, o
Servigo de Desenvolvimento Agrério de llha da area de localizagdo da exploragdo notifica o detentor no
prazo de cinco dias do mesmo.

2 — Ap0s a notificagdo referida no ndmero anterior e nos termos do Programa de Controlo da BVD, o
detentor do animal deve mandar abater o mesmo no prazo de 15 dias Uteis.

Artigo 5.2
Medidas subsequentes aos resultados dos testes

1- Nas exploragdes cujos animais forem abrangidos pelo Programa de Controlo da BVD o proprietario da
mesma fica obrigado a:

a) Abater todos os animais Pl de BVD, caso existam nos termos do artigo 4.9;

b) Identificar os animais nascidos na exploragdo com brincos de ADN, logo a partir da primeira data de
colheita de sangue aos animais da sua exploracgao;

c) Deixar apenas entrar na exploragdo animais negativos ao Antigénio de BVD.

2 — Os brincos de ADN referidos na alinea b) do nimero anterior sdo disponibilizados gratuitamente pela
Direcao Regional da Agricultura até junho de 2017, sendo que a partir dessa data devem ser adquiridos pelos
produtores nos termos e locais a serem indicados pela referida Dire¢do Regional.

3 — E recomendado que o proprietario vacine os animais da exploragdo de acordo com as especificacdes da
vacina utilizada, sendo que a escolha da mesma fica ao seu critério e do seu médico veterindrio assistente.

4 - Nas exploragdes nas quais houver testagem apenas de determinados animais devido aos mesmos serem
ascendentes ou descendentes de animais Pl de BVD intervencionados noutras exploragdes, apenas é
aplicavel a medida prevista na alinea a) do nimero 1, salvo se a exploragdo em causa ja tiver sido abrangida
pelo Programa de Controlo da BVD e estiver obrigada as restantes medidas previstas no numero 1, caso em
que deve continuar a cumprir com todas as medidas.

Artigo 6.2
Comparticipagao
Ao proprietario de bovino abatido no ambito da presente portaria é atribuida a seguinte comparticipacao:

a) Pelo abate de fémea com pelo menos um parto a data do diagndstico laboratorial ou novilha primipara
comprovadamente gestante na inspecdo post mortem, é atribuida uma comparticipacgédo financeira no valor
de 700 euros;

b) Pelo abate de fémea que se destine a producdo leiteira com idade igual ou superior a doze meses a data
do diagndstico laboratorial e que ndo cumpra com o disposto na alinea a), é atribuida uma comparticipacdo
financeira no valor de 400 euros.

Artigo 7.2
Concessao da comparticipagao

1 — A comparticipacao financeira prevista no presente diploma depende da apresenta¢do de requerimento
de candidatura.



2 — A comparticipagao financeira é concedida desde que seja cumprido o previsto na presente portaria e no
Programa de Controlo da BVD.

Artigo 8.2
Pagamento
1 - As comparticipagdes financeiras sdo pagas semestralmente.

2 - As comparticipagdes financeiras relativas ao primeiro semestre sdo pagas até ao dia 30 de setembro do
ano a que se reportam.

3 - As comparticipages financeiras relativas ao segundo semestre sdo pagas até ao dia 30 de margo do ano
subsequente ao ano a que se reportam.

Artigo 9.2
Tramitagao

1 - O requerimento de candidatura referido no nimero 1 do artigo 7.2 é dirigido a Diregdo Regional da
Agricultura e é entregue no Servigo de Desenvolvimento Agrario de Ilha da area de localizagdo da
exploragao.

2 — O requerimento de candidatura é apresentado no prazo maximo de trinta dias apds o abate do bovino.

3 - O requerimento previsto no niumero anterior deve ser acompanhado da identidade completa do
candidato, nomeadamente a residéncia, numero de identificagao fiscal e identificagdao bancaria.

4 - A falta da informagdo ou dos documentos previstos nos nimeros anteriores acarreta a ndo atribuicdo da
comparticipacdo financeira.

Artigo 10.2
Informagao

1 - Para além das informac¢Ges e documentos previstos no artigo 9.9, a Dire¢do Regional da Agricultura pode
solicitar informag&es e/ou documentos adicionais ao beneficiario.

2 - Caso o beneficidrio ndo fornega as informagdes e/ou documentos solicitados, perde o direito a
comparticipagao financeira.

Artigo 11.2
Fiscalizagao

Compete a Diregao Regional da Agricultura e aos Servigos de Desenvolvimento Agrario de Ilha proceder a
verificagdo do cumprimento das regras previstas no presente diploma, através de controlos fisicos e
documentais.

Artigo 12.¢
Incumprimento

1 - Salvo casos de for¢a maior, o incumprimento do disposto na presente diploma, o incumprimento do
disposto no Programa de Controlo da BVD, qualquer irregularidade verificada, bem como a prestagdo de



falsas declaragdes, acarretam a perda do direito a comparticipagdo financeira ou o reembolso do valor
monetdrio da comparticipagdo concedida, acrescido de juros a taxa legal.

2 — O disposto no n.2 1 ndo prejudica a eventual responsabilidade civil e criminal.
Artigo 13.2
Financiamento e dotagdo orcamental

Os encargos resultantes do estipulado na presente portaria sdo suportados por dotagdo inscrita no
orcamento da Diregdo Regional da Agricultura.

Artigo 14.2
Entrada em vigor
O presente diploma entra em vigor no dia seguinte a sua publicagdo.
Secretaria Regional da Agricultura e Ambiente.

Assinada em 15 de junho de 2016.

O Secretario Regional da Agricultura e Ambiente, Luis Nuno Ponte Neto de Viveiros.



Anexo 2

Procedimento técnico de colheita e envio de amostras para testes imunoldgicos
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Anexo 3

Questionario epidemioldgico



Inquérito Epidemiologico

Inquérito Epidemioldgico

1. Identificacao do produtor

Nome do proprietario:

Marca da Exploracio:

Morada:

Possu Tanque: Sim
Localizacdo da exploragéo:
Localizacdo dos animais:
Veterinario da exploragéo:

Dimensao exploracio:

2. Estrutura da manada

N° de vacas em producio

N° de vacas secas

2.1. Possui outros animais: Sim

Ovelhas
Cabras
Cées

Qutros

Os bovinos e outros animais podem estar de alguma forma em contacto entre s1?

Sim

Niao

Se sim como

118
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Inquérito Epidemioldgico

3. Maneio dos vitelos

Tomaram colostro (S/N)

Quanto tempo?

Leite da propria mae Outra vaca D Leite da méae e outras vacas

: Estdo estabulados (S/N)

Com que idade foram separados da mae:

Presos a estaca (S/N) Outra

Destino dos machos:

Destino das fémeas:

4. Maneio das novilhas

Pastam separadas das vacas (S/N)

Entrada no rebanho antes de parirem (S/N)

5- Maneio reprodutivo

Inseminacao Artificial (S/N)

_ . Transferencia de embrides (S/N) > Touro da exploracédo (S/N)

Touro emprestado (S/N)

6- Principais problemas:

Nos machos: Balonopostite Outros

Nas fémeas: Vulvovaginite Abortos Mamites D Pustulas nas mucosas

genitais: Retencdo da placenta Mumificacdo do feto Diarreia Fetos com

lesdes hemorragicas I:l Fetos com mal formacdes congénitas Retorno ao cio

apos LA ou monta natural AbonosD Mortalidade embrionaria Corrimento

nasal Partos dificeis Outros D

Nos jovens: Tosse D Anorexia Rinite Conjuntivite Diarreias

Pneumonias: respiracdo pela boca D Outros
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Nos vitelos: Diarreias (fatais) D Tremores muscularesD Ataxia Cegueira

Morte D Meningoencefalite Pouco pesa a nascenca D Incapazes de crescer
adequadamente D Paralesia Exoftalmia D Assimetria dos olhosD
Diminui¢édo do reflexo patelar Broncopneumonias D Perca de propriocepgﬁol:l
Mal formacgoes congénitas L Nados 11101105D Outros

7. Praticas vacinais

1- Nunca vacinou D Vacina actualmente D Nao vacina actualmente. mas ja

vacinou D

2- Iniciativa da vacinacgao

Produtor D Veterinario |:| Outro |:|

3- Motivo da vacinacio

4- Escolha da vacina

ProclutorD \-’eterinariol:l Out:rol:l _________________________________________________________________

5- Efectivo vacinado
Vitelos menos de mesesD Novilhas D Vac asD

6- Frequéncia da vacinacio

Anual D Semestral D Outra D

7- Administracdo da vacina

Produtor D Veterinario assistente |:| Outro D ______________________________________________
8- Vacina utilizada

Triangle 9 (IBR. BVD. PI3. RSV, Leptospirose)D Triangle 4 Hiprabovis 4
(IBR. BVD., PI3. VRS) D Rispoval 4 (IBR. BVD. PI3, RSV) Bovilis IBR

gEmarcada D Bovilis BVD |:| Nio sabe |:|

8- Protecciao dos animais da exploracao
Utilizacdo de baldio (S/N)
Contacto com outros animais (S/N) De que forma __

Ovelhas D Cabras D Porcos D Caes D Bovinos D Outros

Participacdo animais feiras/exposicoes (S/N)

Tem exploracdes vizinhas Quantas __

Efectua quarentena animais adquiridos (S/N) Todos D

Duracao_____ Alguns |:| Duracdao
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Verifica o boletim sanitario (S/N)

Efectua controlos serologicos/bacteriologicos (S/N)

9- Origem dos animais

Efectua Exportacdes: Sim Nao Importacdes: Sim Nio

Origem dos animais importados

Destino dos animais exportados

Foram comprados animais durante um periodo de 6 meses antes do inicio dos abortos? _

Datas entrada (més/ano):
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