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RESUMO

O herpesvirus bovino tipo 1, virus da diarréia viral bovina e Neospora caninum estao
frequentemente associados a casos de abortamento em bovinos de leite. A tese foi fracionada
em trés capitulos, sendo o primeiro referente as consideracdes gerais dos topicos abordados
nos demais capitulos. O segundo capitulo objetivou verificar os fatores de risco associados a
soroprevaléncia do herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), virus da diarréia viral bovina
(BVDV) e de ambos agentes virais (BoHV-1 e BVDV) em vacas leiteiras mesticas ndo
vacinadas do municipio de Uberlandia, Minas Gerais, por meio do teste de virusneutralizacao.
O terceiro capitulo objetivou verificar os fatores de risco associados a soroprevaléncia do
Neospora caninum no municipio de Uberlandia, Minas Gerais em vacas leiteiras mesticas
pela técnica de ELISA. No periodo de janeiro a julho de 2013 foram colhidas 264 amostras de
sangue para determinacdes dos titulos de anticorpos contra 0 BoHV e BVDV e 740 amostras

para o Neospora caninum.

Palavras-chave: Abortamento. Bovinos. Neosporose. Virusneutralizacao.
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ABSTRACT

Bovine herpesvirus 1, bovine viral diarrhea virus and Neospora caninum are often associated
with cases of abortion in dairy cattle. The thesis was fractionated into three chapters, the first
one relating to the general considerations about the topics discussed in the following chapters.
The second chapter aimed verify the risk factors associated with seroprevalence of bovine
herpesvirus 1 (BoHV-1), virus bovine viral diarrhea (BVDV) and both viral agents (BoHV-1
and BVDV) in unvaccinated crossbred dairy cows from the county of Uberlandia, Minas
Gerais, through virus neutralization test. The third chapter aimed to verify the risk factors
associated with the seroprevalence of Neospora caninum from the county of Uberlandia,
Minas Gerais, Brazil, in crossbred dairy cows using the ELISA technique. From January to
July 2013, 264 blood samples were collected for determinations of antibody titers against

BoHV and BVDYV and 740 samples for Neospora caninum.

Keywords: Abortion. Cattle. Neosporosis. Virusneutralization.
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CAPITULO 1- CONSIDERACOES GERAIS

A producdo brasileira de leite vem crescendo a cada ano, mas grande parte desse
crescimento se deve mais ao aumento do nimero de vacas ordenhadas do que ao aumento da
produtividade, sendo que a produgdo nacional € capaz de fornecer a populagdo brasileira
aproximadamente 170 litros de leite/habitante/ano, quantidade inferior aos 210 litros
recomendados pelos 6rgdos de saide nacionais e internacionais (BRASIL, 2014).

Segundo o Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States
Department of Agriculture - USDA) (USDA, 2015), o Brasil foi o sexto maior produtor
mundial de leite em 2015, atrds de Unido Europeia, Estados Unidos, fndia, China e Russia.
No Brasil a produtividade média foi de 1 609 litros/vaca/ano, com um crescimento de 5,5%
em relacdo a 2014 (IBGE, 2015).

Perdas embriondrias e abortamentos causam impacto negativo na produtividade
leiteira e os provaveis agentes etiologicos devem ser investigados (SARTOR et al., 2005),
dentre os principais causadores desses problemas reprodutivos estdo o virus da diarréia viral
bovina (BVDV) e o herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) (RUFINO; SENEDA; ALFIERI, 2006)
e 0 Neospora caninum (SARTOR et al., 2005).

O BoHV-1 € um virus responsivel por prejuizos econdmicos para a pecudria no
mundo. Os aspectos clinicos sdo complexos e a gravidade da infeccdo e patogénese dependem
da viruléncia e o desenvolvimento da laténcia € uma caracteristica do virus (BISWAS et al.,

2013).

1.1 Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1)

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) € classificado na ordem Herpesvirales, familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (ICTV, 2016). A
espécie  BoHV-1 € conhecida como o virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(IBR) (DAVISON et al., 2009). O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) pode ser dividido em
3 subtipos: BoHV-1.1 relacionado a IBR e os subtipos BoHV-1.2a e BoHV-1.2b envolvendo
os casos de vulvovaginite pustular infecciosa bovina (VPI) (WHETSTONE et al., 1989) e
Balanopostite. O BoHV-1 subtipo BoHV-1.2a também tem sido associado a doenca
respiratoria (SPILKI et al., 2004).
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1.1.1 Epidemiologia no Brasil e mundo

A presenca do BoHV-1 estd disseminada nos rebanhos leiteiros brasileiros
(TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001) e com alta prevaléncia demonstrada em pesquisas
de varios estados, com indices de 51,9% (3596/6932) (BARBOSA; BRITO; ALFAIA, 2005)
e de 83% (656/790) (VIEIRA et al., 2003) no Estado de Goias e 71,3% (656/920) no estado
do Maranhao (BEZERRA et al., 2012).

No Sul do Brasil ha descri¢cdes no estado do Parand com soroprevaléncia de 43,7%
(540/1235) em rebanhos de leite e de corte (MEDICI; ALFIERI; ALFIERI, 2000), 64,41%
(190/295) (DIAS et al., 2008) e 71,3% (1481/2018) (DIAS et al., 2013) nos rebanhos bovinos.
No estado do Rio Grande do Sul encontraram-se prevaléncias de 18,8% (1495/7956)
(LOVATO et al., 1995) e 92,85% (22/28) (POLETTO et al., 2004) em propriedades leiteiras.

Na regido Sudeste do Brasil encontrou-se no Espirito Santo a frequéncia de 66,75%
(775/1161) (SANTOS et al., 2014). Nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais também ha
presenca do BoHV-1 difundido nas propriedades de diferentes tipos de exploracdo
(ALEXANDRINO et al., 2011). No estado de Minas Gerais, no periodo de 1990 a 1999,
houve uma deteccdo de anticorpos contra BoHV-1 com prevaléncia de 58,17% (3206/5511)
(ROCHA et al., 2001). Em vacas leiteiras com histérico de problemas reprodutivos na regiao
do Tridngulo Mineiro, foram descritas soroprevaléncias de 86% (150/174) e 39% (22/56) em
dois rebanhos estudados (MINEO et al., 2006).

A presenca de anticorpos contra o BoHV-1 em rebanhos leiteiros também foi descrito
em outros paises, com soroprevaléncias encontradas na América do Sul, na Coldmbia,
17,65% (42/238) (QUEVEDO et al., 2011) e 31,1% (246/791) (VASQUEZ et al., 2016). Na
América Central, em rebanhos nao vacinados verificados na Costa Rica, de 48% (238/496)
(RAIZMAN et al., 2011). Na América do Norte foram recentemente descritas altas
prevaléncias no México de 64,5% (624/968) (ROMERO-SALAS et al., 2013) e 64,4%
(250/385) (SEGURA-CORREA et al., 2016).

Em paises de outros continentes, soroprevaléncias para o BoHV-1 na Europa,
ocorridos na Inglaterra, 42,5% (WOODBINE et al., 2009), na Espanha em 79,1% (462/584)
(EIRAS et al., 2009) e 77,3% em propriedades da Irlanda do Norte (COWLEY et al., 2014).
Na Asia, foram encontradas prevaléncias de 60,84% (362/595) na India (TRANGADIA et al.,
2010), no Ird de 58,74% (289/492) (BAHARI et al., 2013) e na Arabia Saudita de 17,4%
(80/460) para o BoHV-1 (MAHMOUD; ALLAM, 2013).
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1.1.2 Fatores de risco associados ao BoHV-1

Em propriedades na Inglaterra encontraram maior soropositividade associada so
BoHV-1 em compras de gado de leite acima de 2 anos e com o tamanho do rebanhos,
relacionado possivelmente ao fato de que os rebanhos maiores possuem maior contato de
transmissao (WOODBINE et al., 2009).

Fatores como a aquisicdo de animais sem triagem apropriada e auséncia de quarentena
na propriedade foram associados a soroprevaléncia do BoHV-1 em propriedades leiteiras na
India (TRANGADIA et al., 2010).

Na Colombia fatores como a utilizacdo de monta natural na propriedade em relagcdo a
utilizacdo de inseminacdo artificial foi um fator de risco (QUEVEDO et al., 2011).

No México, fatores de risco associados a infec¢do pelo BoHV-1 foram encontrados
em bovinos de dupla aptiddao em relacdo ao gado de corte, bovinos de 6 anos de idade e em
animais de diferentes fases reprodutivas (gestantes e paridas) em comparacdo aos animais na
puberdade. Nos animais de dupla aptidio do pais, a inseminacdo artificial de vacas €
raramente utilizada e consequentemente, a monta natural poderia estar contribuindo para a
disseminacdo da doengca (ROMERO-SALAS et al., 2013).

Foram descritos no Brasil, no estado do Goias, fatores como a idade dos animais
associada a soropositividade do BoHV-1, pois animais mais velhos t€ém mais oportunidades
de exposi¢do ao agente, em especial quando estes entram na fase reprodutiva (BARBOSA;
BRITO; ALFAIA, 2005). Em fémeas bovinas leiteiras, no estado do Maranhio, criadas em
regime semi-intensivo, a auséncia de assisténcia veterindria apresentou risco de 7,714 para a
ocorréncia da infec¢do (SOUSA et al., 2013)

Comparando rebanhos de corte e de leite no estado do Parand, foi observado que os
animais soropositivos ao BoHV-1 foi superior nos bovinos de aptidao de corte em relacdo aos
de aptiddo leiteira. Segundo os autores, as praticas de manejo intensivo dos bovinos de
aptiddo leiteira, possibilitam uma maior facilidade de transmissdo de véarias enfermidades
infecciosas, em relagdo aos bovinos criados extensivamente (MEDICI; ALFIERI; ALFIERI,
2000).

Em rebanhos bovinos da regido oeste do Parani foram encontrados fatores de risco
para a infec¢do pelo BoHV-1 em propriedades com nimero >13 de fémeas com idade >24
meses em relacdo a propriedades com rebanhos menores, compra de reprodutores decorrente

das propriedades abertas apresentarem maior risco, uso de pastagens comuns, histérico de
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abortamento nos ultimos 12 meses e presenca de animais silvestres, por serem reservatorios
(DIAS et al., 2008).

E fatores de risco descritos também no Parana como a presenca de piquete paricao e
histérico de abortamento foram descritos recentemente (DIAS et al., 2013). Apesar da
presenca de piquete pari¢cdo ser utilizada como boa pratica de manejo que facilita a assisténcia
ao parto e o manejo do bezerro, segundo os autores, seria uma maior chance quando esta

pratica € realizada de forma inadequada, pois facilita a transmissdao de microorganismos.

1.1.3 Patogenia e sinais clinicos

A porta de entrada natural do BoHV-1 € a mucosa do trato genital e vias
respiratorias superiores. O contato através da mucosa nasal é o modo preferencial de
transmissdo do BoHV-1 (MUYLKENS et al., 2007) e a infeccdo latente do BoHV-1 e
consequente soropositividade representa a presenca de um animal portador e potencial
disseminador do virus no rebanho por toda a vida (BARBOSA; BRITO; ALFAIA, 2005).

O periodo de incubagdo varia de 10 a 20 dias em condi¢des naturais, sendo que os
sinais clinicos relacionados ao BoHV-1 envolvem os sistemas respiratdrio e genital. Na forma
respiratoria, a IBR ocorre como uma doenca subclinica, leve ou grave e na forma genital o
sémen contaminado com BHV-1 pode causar VPI, cervicite com secre¢do mucopurulenta,
endometrite em vacas e epididimite em touros, além do BoHV-1 estar associado a ma
qualidade do sémen (NANDI et al., 2009), sendo geralmente contaminado durante a
ejaculagdo, por contato com o virus presente na mucosa prepucial (TAKIUCHI; ALFIERI;
ALFIERI, 2001).

A forma respiratoria apresenta sinais clinicos como traqueite, rinite e febre (KAHRS,
1977), sendo que os quadros clinicos do sistema respiratério associados a infeccdo pelo
BoHV-1, devem ser diferenciados de quadros ocasionados por outros patdgenos que estao
agrupados no Complexo Respiratério Bovino, como o virus respiratorio sincicial bovino
(BRSV), virus da diarréia viral bovina (BVDYV), virus parainfluenza tipo 3 (PI-3)
(MAHMOUD; ALLAM, 2013).

1.1.4 Diagnéstico

Os sinais clinicos ndo permitem a elaboracdo de um diagnoéstico clinico conclusivo da

infeccdo ocasionada pelo BoHV-1, mesmo nos casos de vulvovaginite, onde as lesdes sdo
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caracteristicas, o diagndstico é apenas presuntivo e o histérico sanitdrio do rebanho,
relacionado com as taxas de produtividade, programas de vacina¢do e manejo alimentar, pode
ter fundamental importincia na elaboracdo do diagndstico conclusivo da infec¢c@o pelo BoHV-
1 realizado por técnicas laboratoriais (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001), sendo a
deteccao de anticorpos contra o BoHV-1 padrao pela técnica de virusneutralizagdao (VN).

Os animais infectados pelo BoHV-1, portadores permanentes do virus, podem ser
identificados por testes soroldgicos através da deteccdo de anticorpos especificos (VIDOR et
al., 1995) e as técnicas mais utilizadas incluem a VN e os ensaios imunoenzimaticos (ELISA),
que podem ser inviabilizadas como recurso diagndstico em rebanhos que adotam a vacinagdo
profildtica, pois os animais apresentam conversao sorologica e estas metodologias sdo
incapazes de diferenciar os titulos provenientes da exposi¢cdo ao virus vacinal, daqueles
oriundos da exposi¢do natural ao virus de campo (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

A soropositividade estd diretamente ligada a idade dos animais, pois a dosagem de
anticorpos anti BoHV-1 em bezerros com idade < 6 meses, provavelmente correspondem a
imunidade materna vinda do colostro. E os anticorpos diminuem com um ano de idade e
comecam a aumentar aos dois anos de idade por causa da infeccio ativa (WOODBINE et al.,

2009).

1.1.5 Prevencdo

Importante como medida preventiva a detec¢do de animais portadores do virus em
laténcia, mas a identificacdo ndo é possivel de ser realizada por meio de métodos soroldgicos
tradicionais uma vez que os animais podem apresentar baixo titulo de anticorpos para o
BoHV-1 (TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001).

Avaliou-se a eficicia de manejo sanitario para erradicacdo do BoHV-1 em rebanho
leiteiro criado extensivamente por meio da hiperimunizagdo, sendo que os bezerros filhos de
maes sororeagentes tornaram-se ndo reagentes apds o desaparecimento da imunidade
colostral. O combate do BoHV-1 utilizando o monitoramento de individuos nao reagentes,
hiperimunizacdo e descarte progressivo dos sororeagentes, associado a outras medidas
profildticas, como utilizacdo de sémen livre de virus e controle de trinsito de animais,
racionalizou o descarte gradual dos animais infectados até obter-se a erradicagdo (DEL FAVA
et al., 2003).

Existem diferentes tipos de vacinas contra infeccdes em bovinos por BoHV-1, como

as vacinas de virus vivos (MLV), vacinas inativadas, vacinas com subunidades e vacinas
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marcadoras. As vacinas MLV de origem de origem de tecido bovino podem causar
abortamento e ndo podem ser usadas em fémeas bovinas gestantes ndo imunes, mas conferem

imunidade melhor que as vacinas inativas (NANDI et al., 2009).

1.2 Virus da diarréia viral bovina (BVDYV)

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) pertence a ordem Unassigned, familia
Flaviviridae, género Pestivirus , BVDV-tipol e tipo 2 (ICTV, 2016). De acordo com a
caracteristica biolégica de produzir ou ndo efeito citopatogénico em cultivo celular, os
isolados de campo do BVDV podem ser classificados em biotipo citopatico (CP) e biotipo

nao-citopatico (NCP) (DEZEN et al., 2013).

1.2.1 Epidemiologia no Brasil e mundo

No Brasil tem-se a presenca de anticorpos contra o BVDV em varias regides
(FLORES et al., 2005). Verifica-se uma importante dispersdo destes virus no pais, com
prevaléncias de 57,18% a 61,5% para o BVDV (CHAVES et al., 2010; SAMARA; DIAS;
MOREIRA, 2004). No Rio Grande do Sul, soroprevaléncia de 66,32% (1150/1734) nos
bovinos (QUINCOZES et al., 2007).

Na regido Sudeste em rebanhos leiteiros pertencentes aos estados de Minas Gerais e
Sao Paulo, soroprevaléncia de 57,18% (215/376) (DIAS; SAMARA, 2003). Em vacas
leiteiras com historico de problemas reprodutivos na regido do Tridngulo Mineiro, foram
relatadas soroprevaléncias de 62% (108/174) e 49% (34/69) em dois rebanhos estudados
(MINEO et al., 2006).

Tem-se a presenca de anticorpos contra o BVDV descrita recentemente na
bovinocultura de varios paises, na Asia, foram encontradas prevaléncias na Turquia em 58,2%
(81/139) (GUR, 2011) e em 26% (120/460) na Arabia Saudita (MAHMOUD; ALLAM,
2013). Na Europa, na Irlanda do Norte em 98,4% das propriedades (COWLEY et al., 2014).
Soroprevaléncias na América do Norte, no México em 47,8% (SEGURA-CORREA et al.,
2016) e na América do Sul em rebanhos leiteiros na Colombia de 32,77% (QUEVEDO et al.,
2011) e em 75,7% (VASQUEZ et al., 2016).
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1.2.2 Fatores de risco associados ao BVDV

Fatores de risco associados a soroprevaléncia do BVDV foram descritos recentemente
na China, relacionado ao tamanho do rebanho ser menor (50-100), médio (100-150) ou maior
(>150) e o tipo de manejo (intensivo, semi-intensivo, extensivo). Rebanhos maiores, acima de
150 bovinos apresentaram mais risco quando comparado a rebanhos menores. Além disso, as
fazendas com sistema de manejo extensivo foram mais do que duas vezes mais suscetiveis de
adquirir a infec¢cdo em comparacdo com as fazendas com sistema de manejo intensivo (SUN
et al., 2015).

Em vacas de leite na Colombia, abortamento e aquisicdo de novos animais foram
fatores de risco associados ao BVDV (QUEVEDO et al., 2011). No Vietna em vacas de leite
importadas e mesti¢as encontrou-se o risco em ter animais PI (DUONG et al., 2008).

Foram descritos no Brasil, no Rio Grande do Sul, fatores como utilizacao de piquetes
separados para fémeas nas fases de parto e/ou pos-parto e aglomeracdo de animais
(QUINCOZES et al., 2007).

No estado do Maranhdo, fémeas bovinas leiteiras em sistema de producdo semi-
intensivo, tiveram fatores como os animais com produgdo de leite de 1 a 5 litros/dia/vaca
apresentaram associacao a infeccao pelo BVDV, com 2,850 de risco (SOUSA et al., 2013).

Nos estados de Minas Gerais e Sdao Paulo, associou-se que em qualquer tipo de
rebanho e independentemente de raca, manejo e producdo poderiam encontrar a infec¢ao pelo

BVDV (SAMARA; DIAS; MOREIRA, 2004).

1.2.3 Patogenia e sinais clinicos

As infeccdes por BVDV podem resultar em uma ampla gama de manifestacdes
clinicas que vdo desde infeccdes subclinicas até uma forma grave e altamente fatal, referida
como doenca das mucosas (BAKER, 1995), além de problemas respiratdrios, digestorios,
sindrome hemorragica, imunodepressdo e perdas reprodutivas como natimortalidade,
malformacdo fetal, nascimento de bezerros fracos, persistentemente infectados (PI) e
imunotolerantes ao virus (DIAS; SAMARA, 2003; SOUSA et al., 2013).

A infeccdo fetal por um biotipo ndo-citopatico (NCP) entre 40 e 120 dias de gestacdo

resulta no nascimento de um animal persistentemente infectado (PI) (BAKER, 1995).



22

1.2.4 Diagndostico

Em rebanhos ndo vacinados contra o BVDV os métodos de diagndsticos soroldgicos
tradicionais apenas indicam a presenca da infeccdo e ndo sdo utilizados para o
estabelecimento do diagndstico conclusivo. A soroconversdao pds-vacinal em animais
imunizados, ndo permite diferenciar os resultados soroldgicos positivos ocasionados pela
infecc¢do natural, daqueles resultantes da vacinacdo (PILZ; ALFIERI; ALFIERI, 2005).

A deteccdo de anticorpos contra o BVDV pela técnica padrio € a de virusneutralizacao
(VN), em que os resultados soroldgicos demonstram que a pratica de rastreamento de animais
persistentemente infectados (PI) em rebanhos apenas por meio de exames soroldgicos pode

falhar na identificacdo do PI (DEZEN et al., 2013).

1.2.5 Prevencdo

O manejo esta relacionado ao controle da propagacdo do virus BVDV (SUN et al.,
2015), principamente no controle dos animais persistentemente infectados (PI) que eliminam
grande quantidade do virus, servindo como fonte de infeccdo (DEL FAVA et al., 2003).

Considerando a diversidade de cepas de BVDV circulantes nos rebanhos bovinos
brasileiros sdo necessirios, no campo da vacinologia, estudos que incluam a analise
comparativa da protecdo contra viremia e, consequentemente, protecdo fetal em animais
vacinados com imunoégenos constituidos por cepas padrao do BVDV em relacdo aos

vacinados com cepas autdctones (DEZEN et al., 2013).

1.3 Neospora caninum

1.3.1 Etiologia e ciclo de vida

Neospora caninum € um protozoario de muitos hospedeiros, com estrutura e ciclo de
vida similar ao Toxoplasma gondii, mas com duas diferencas importantes: a neosporose €
principalmente uma doenca de bovinos e cdes e os canideos sdo os hospedeiros definitivos do
N. caninum, enquanto que a toxoplasmose € principalmente uma doen¢a de humanos, ovinos
e caprinos, e os felideos sdo os unicos hospedeiros definitivos do 7. gondii (DUBEY;

SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).
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O ciclo de vida do N. caninum € tipificado pelos trés estagios contagiosos: taquizoitos,
cistos teciduais e oocistos (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007). Os taquizoitos e
os cistos teciduais sdo os estdgios encontrados nos hospedeiros intermediarios, que ocorrem
intracelularmente (DUBEY et al., 2002). O estigio resistente do parasita, os oocistos, sao
excretados nas fezes de cdes e coiotes em um estagio ndo esporulado (LINDSAY; DUBEY;
DUNCAN, 1999; MCALLISTER et al., 1998). O oocisto quando esporulado contém dois
esporocistos e cada esporocisto possui quatro esporozoitos (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN,
1999).
Os oocistos sdo a chave na epidemiologia da neosporose, mas pouco se sabe da
biologia dos oocistos de N. caninum e os caes eliminam os oocistos 5 dias ou mais apos a
ingestdo de tecidos de animais experimentalmente ou naturalmente infectados (LINDSAY;

DUBEY; DUNCAN, 1999).

1.3.2 Transmissao

Todos os trés estigios do N. caninum (taquizoitos, bradizoitos e oocistos) estdo
envolvidos na transmissdo do parasita. Os carnivoros provavelmente sdo infectados pela
ingestdo de tecidos contendo bradizoitos e os herbivoros provavelmente sdo infectados pela
ingestdo de alimentos ou 4gua contaminados por oocistos esporulados de N. caninum. A
infeccdo transplacentaria pode ocorrer quando os taquizoitos sdo transmitidos da mae
infectada para o feto durante a gestagdo (DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007).

O N. caninum € transmitido no gado por rotas horizontal e vertical, desempenhando
um papel vital na infeccio para a sobrevivéncia do parasita. A transmissao horizontal ocorre
quando hé ingestdo de oocistos esporulados de N. caninum e a transmissdo vertical €
responsavel pela disseminagcdo da infeccdo para o feto PI durante a gestacdo (DUBEY;
BUXTON; WOUDA, 2006). Ambas as transmissOes vertical e horizontal sdo importantes
rotas de transmissdo para o N. caninum (CORBELLINI et al., 2006).

1.3.3 Epidemiologia no Brasil e mundo

Foram detectados anticorpos contra N. caninum em soros de bovinos leiteiros

pertencentes a rebanhos localizados em varios estados brasileiros, prevaléncia de 21,7%

(5/23) no Mato Grosso do Sul, 34,4% (43/126) em Minas Gerais, 21,3% (16/75) no Paran4,
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22,7% (17/75) no Rio de Janeiro, 18,6% (13/70) no Rio Grande do Sul e 27,3% (41/150) no
estado de Sdo Paulo (RAGOZO et al., 2003).

Na regido Nordeste, foi encontrada prevaléncia no Maranhdo de 50,4% (412/812)
(TEIXEIRA et al., 2010) e em Alagoas, 7,67% (77/1004) em bovinos de leite (SOUSA et al.,
2012).

Na regido Centro-Oeste, em bovinos leiteiros no estado de Mato Grosso, foi
encontrado em 53,5% (499/932) (BENETTI et al., 2009). Em microrregides no estado de
Goias, 30,4% (283/647) de soroprevaléncia em rebanhos de leite, corte e dupla aptidao
(MELO et al., 20006).

Na regido Sudeste, no estado de Minas Gerais, em rebanhos produtores de leite A/B,
tiveram soropositividade variando de zero a 72,73% e, uma variacdo de 3,70 a 25% para
produtores de leite tipo C (MELO et al., 2001). No Sul de Minas, 91,2% (510/559) de vacas
reagentes para anticorpos anti- N. caninum nas propriedades (GUEDES et al., 2008). Na
microrregido de Lavras, Minas Gerais, identificou-se uma soropositividade em fémeas
bovinas com menos de 24 meses de idade de 43,66% (93/213) e 47,97% (154/321) presentes
em dois rebanhos leiteiros (SANTOS et al., 2009).

No estado de Sdo Paulo em soros de bovinos leiteiros, prevaléncia de 35,54%
(145/408) através do método de ELISA (SARTOR et al., 2005). Em vacas abatidas em
frigorifico pertencentes a rebanhos dos estados de Sdo Paulo e de Minas Gerais,
soroprevaléncia de 16,83% (101/600) (COSTA et al., 2001).

A presenca de anticorpos contra N. caninum em rebanhos leiteiros no Rio Grande do
Sul também foram descritos, com soroprevaléncia de 17,8% (276/1549) (CORBELLINI et al.,
2000).

A soroprevaléncia de Neospora caninum esta descrita em véarios paises, em rebanhos
leiteiros na América do Norte, nos Estados Unidos, 10,34% (9/87) a 32,11% (105/327)
(ORTEGA; TORRES; MENA, 2007) e no México em rebanhos de leite, corte e misto, 26,0%
(224/863) (ROMERO-SALAS et al., 2010).

Na América do Sul, na Venezuela, 11,3% (52/459) em bovinos de dupla aptidao
(LISTA-ALVES et al., 2006) e no Paraguai, 29,8% (262/879) em bovinos de leite e de corte
(OSAWA et al., 2002). Na Europa, na Hungria, em bovinos de leite e corte, prevaléncia de
2,5% (27/1063) (HORNOK; EDELHOFER; HAJTOS, 2006).

No continente asiatico, soroprevaléncias em vacas de leite na Tailandia 5,49%
(30/549) (KYAW et al., 2004), no Japdo, em 7% (139/2420) (KOIWALI et al., 2006), no
Vietna, 19% (25/130) (DUONG et al., 2008), na Jordania, em 35,2% (236/671) (TALAFHA;
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AL-MAJALL 2013) e na China em bovinos de leite e de corte, 17,14% (769/4487) (SUN et
al., 2015). E na Africa, descri¢cdes em fazendas de leite na Argélia 19,64% (157/799)
(GHALMI et al., 2012) e no Marrocos, 8,52% (15/176) (LUCCHESE et al., 2016) em vacas

de leite.

1.3.4 Fatores de risco associados ao Neospora caninum

A presenca de cdes na fazenda (hospedeiro definitivo para o N. caninum) é um fator de
risco (LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999).

Fatores de risco como qualidade da dgua foram descritas na China em bovinos como
uma possivel fonte de infec¢do, pois a dgua corrente poderia ter oocistos de N. caninum
provenientes de fezes de cdes infectados. O acesso a dgua para beber e ao mesmo tempo a
defecacdo dentro ou perto da regido de fonte de dgua e um possivel consumo de 4gua
contaminada pelos animais (SUN et al., 2015).

Na Argélia em bovinos de leite, a soroprevaléncia foi associada a presenca de cades na
propriedade, histérico de abortamento e condi¢des sanitirias ruins que aumentaram o risco. A
presenca de cdes foi relacionada a probabilidade de ingestdo de oocistos pelos animais
(GHALMI et al., 2012).

Em rebanhos de leite, corte e dupla aptidao no México, a soroprevaléncia em relagcdo a
idade dos animais, constatou uma alta prevaléncia em fémeas acima de 5 anos e mais baixa
em fémeas abaixo de um ano de idade, sugerindo que a transmissao horizontal esti presente
juntamente com a transmissado transplacentaria. Além disso, prevaléncias altas em fémeas com
historico de abortamento, confirmam o papel importante do N. caninum em perdas
gestacionais no rebanho (ROMERO-SALAS et al., 2010).

Em rebanhos leiteiros em um estudo na Tailandia houve associacdo entre o tamanho
do rebanho e a soropositividade associada ao N. caninum, com risco duas vezes maior nos
rebanhos maiores do que em propriedades pequenas (KYAW et al., 2004).

No Brasil, em varios estados houve descricio de fatores de risco associados a
soroprevaléncia de N. caninum e a ocorréncia da neosporose pode variar com o tipo de
exploracdo, manejo dos rebanhos e a presenca de hospedeiros definitivos (SARTOR et al.,
2005).

Foram descritos problemas reprodutivos como repeti¢ao de cio, abortamento e anestro
associados a soroprevaléncia de Neospora caninum no sudeste do Brasil em gado leiteiro

(BRUHN et al., 2013)
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No Sul de Minas Gerais, fatores como o tamanho da propriedade (ha), em que
propriedades com menos de 100 ha tiveram 3,25 mais chance de apresentar vacas com uma
média de soropositividade acima de 95% se comparado com vacas de fazendas com mais de
100 ha (GUEDES et al., 2008), pois segundo os autores as propriedades menores possuem
maior densidade de animais, o que favorece a transmissao horizontal dentro do rebanho.

Animais de propriedades onde os fetos abortados ndo sao adequadamente enterrados
tém risco 3,04 vezes maior de infec¢do do que animais de propriedades onde € feito o destino

adequado dos mesmos (SOUSA et al., 2012).

1.3.5 Sinais clinicos

A principal manifestacdo clinica de bovinos infectados com N. caninum é o
abortamento (HUSSIEN et al., 2012), podendo apresentar-se de forma esporadica, endémica
ou epidémica, geralmente entre o 3° € 0 9° més de gestacdo, sendo mais frequente em torno do
5% e 6° més (MELO et al., 2006). Em um estudo com infec¢ao experimental de N. caninum, as
vacas infectadas apds 110 de gestacdo podem ter a morte dos fetos e os resultados sugerem
que a gravidade das lesdes placentdrias e a resposta imune ao controlar a alta parasitemia,
poderia, de fato, ser a causa da morte fetal (ALMERfA et al., 2010). Através da transmissao
vertical os bezerros podem estar clinicamente normais, porém persistentemente infectados

(SARTOR et al., 2005).

1.3.6 Diagnéstico sorologico

O método mais utilizado em estudos epidemiologicos € a RIFL. A ocorréncia de
anticorpos de Neospora caninum em vacas leiteiras avaliados pelos métodos ELISA e RIFI
em um estudo, mostrou o teste ELISA com maior sensibilidade na detec¢do de anticorpos em

abortamentos (SARTOR et al., 2003).
1.3.7 Prevencao
O controle da presenca de caes sem procedéncia em torno de fazendas é importante

para a preven¢do da neosporose (SUN et al., 2015). Evitar o contato entre bovinos e cdes na

fazenda, permitird bloquear o ciclo natural biolégico do parasita. Além da importancia da
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eliminacdo de fetos e placentas abortados para evitar a contaminacdo dos caes (GHALMI et

al., 2012).

1.4 JUSTIFICATIVA

Na regido do Tridngulo Mineiro hid um levantamento realizado no ano de 2006
(MINEO et al., 2006), onde se relata a prevaléncia de anticorpos anti BVDV e BoHV-1, em 2
propriedades de vacas leiteiras com histérico de problemas reprodutivos, além da prevaléncia
de anticorpos anti Neospora caninum. Neste contexto, buscou-se atualizar a prevaléncia
destes agentes virais e do Neospora caninum, considerando o municipio de Uberlandia, Minas
Gerias, Brasil, localizado na regido do Tridngulo Mineiro. Foi feito a distribui¢cdo dos distritos
pertencentes a0 municipio de Uberlandia para uma maior amostragem na regido. Além disso,
estes agentes foram associados a possiveis fatores de risco. Sabe-se a importancia dos virus
BoHV-1 e BVDV e do Neospora caninum envolvidos nos problemas reprodutivos dos

animais, além das perdas econdmicas na bovinocultura.
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CAPITULO 2- Soroprevaléncia e fatores de risco associados ao herpesvirus bovino tipo 1 e virus

da diarréia viral bovina em vacas leiteiras mesticas nao vacinadas em Uberlandia, Minas Gerais

Vinicius de Morais Barbosa'; Cristévio Costa Gondim'; Nayara Resende Nasciutti'"; Patricia
Magalhaes de Oliveira'; Amauri Alcindo Alfieri’; Juliana Torres Tomazi Fritzen®; Selwyn Arlington

Headley3; Ana Maria Saut*; Fernando Tobal Berssaneti’; Jodo Paulo Elsen Saut'

Resumo

O herpesvirus bovino tipo 1 e o virus da diarréia viral bovina estdo frequentemente associados a casos
de abortamento em bovinos de leite. Objetivou-se verificar os fatores de risco relacionados a
soroprevaléncia do BoHV-1, BVDV e ambos os agentes (BoHV-1/BVDYV) em propriedades rurais do
municipio de Uberldndia, Minas Gerais por meio do teste de virusneutralizacdo (VN) em vacas
leiteiras mesticas ndo vacinadas. No periodo de janeiro a julho de 2013 foram colhidas 264 amostras
de sangue e as determinagdes dos titulos de anticorpos contra o BoHV e BVDV foram obtidas pela
técnica de VN. As soroprevaléncias foram de 62,5% (165/264) para o BoHV-1, 45,1% (119/264)
BVDV e 31,4% (83/264) para ambos (BoHV-1 e BVDV). Os fatores de risco associados ao BoHV-1
foram as propriedades com ndmero total de fémeas acima de 100, presenga de ordenha mecanica,
utilizacdo da monta natural na reproducdo e a compra infrequente de animais. No BVDV
identificaram-se os fatores, aptidao da fazenda ser mista (leite/corte), presenca de ordenha mecanica,
auséncia de quarentena para os animais recém-adquiridos, presenca de piquete de pari¢do e auséncia
da inseminacdo artificial. Em ambos (BoHV-1/BVDV) a presenca de ordenha mecénica, aumentou o
risco em 3,36 vezes e o uso de inseminacdo artificial reduziu em 56% o risco nas propriedades.
Conclui-se que ha fatores de risco associados a soroprevaléncia ao BoHV-1: propriedades com
nimero total de fémeas acima de 100, presenca de ordenha mecanica, ndo utilizacdo de inseminacao
artificial na reproducio e a compra de animais infreqiiente. No BVDV: aptiddo da fazenda ser mista,
presenca de ordenha mecanica, auséncia de quarentena para os animais recém-adquiridos, presenca de
piquete de paric@o e a ndo utilizacdo de inseminacdo artificial e fatores associados aos virus (BoHV-
1/BVDV) foram identificados a presenca de ordenha mecanica e a ndo utilizacdo da inseminagdo
artificial nas propriedades.

Palavras chaves: Bovinos. Doencas reprodutivas. Virusneutralizacio.
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Seroprevalence and risk factors associated with bovine herpesvirus type 1 virus and bovine viral

diarrhoea virus in crossbreed dairy cows unvaccinated in Uberldndia, Minas Gerais

Abstract

Bovine herpesvirus 1 and bovine viral diarrhea virus are often associated with cases of abortion in
dairy cattle. The aim of this study was verify the risk factors associated with the prevalence of bovine
herpesvirus 1 (BoHV-1), bovine viral diarrhea virus (BVDV) and both viral agents (BoHV-1 and
BVDV) in city of Uberlandia, Minas Gerais through the virus neutralization assay in unvaccinated
crossbred dairy cows. Between the months of January to July 2013 were collected 264 blood samples
were collected and determinations of antibody titers against BVDV and BoHV were obtained by VN
test. The seroprevalence for BOHV-1 was 62.5% (165/264) and 45.1% (119/264) of the samples were
seropositive to BVDV, while, 31.4% (83/264) and of these were seropositive for both agents. The
seroprevalence for BOHV-1 was comparatively more elevated than of the BVDV (P = 0.001). (Table
1). The risk factors for BoHV-1 were identified in herds with more than 100 cows, and include the
presence of mechanical milking, utilization natural mount and the purchase of animals. Risk factors
associated with BVDV identified in dual-purpose herds, these include utilization of mechanical
milking, absence of quarantine for newly acquired animals, the presence of picket calving and the
absence of artificial insemination. For both viruses (BoHV-1 and BVDYV) the use of mechanical
milking increase the chance of infeccion 3.36 fold and while the use of artificial insemination reduced
the risk of 2.27 times in these herds. In conclusion the risk factors associated with the seroprevalence
to BoHV-1: herds with more than 100 cows, utilization of mechanical milking, used of the natural
service and purchase animals. And for BVDV identified risk factors, herds with the presence of dual-
purpose, used of mechanical milking, no quarantine for newly acquired animals, the presence of picket
calving and no used of artificial insemination. For both (BoHV-1/BVDYV) the use of mechanical
milking and no used of artificial insemination on the herds.

Key words: Cattle. Virus neutralization. Reproductive disorders.
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Introducao

O Brasil estd entre os paises de destaque no agronegécio para producdo de leite (USDA,
2015), sendo o Estado de Minas Gerais o maior produtor e responsavel por 26,4% do total de leite
produzido no pais (IBGE, 2017). Em Minas Gerais estd a mesorregido do Tridngulo Mineiro, onde se
encontra o municipio de Uberldndia-MG , um dos destaques no agronegdcio (SILVA et al., 2012).

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) e o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) sdo
importantes agentes que causam abortamento e repeti¢do de cio (MINEO et al., 2006; GUR, 2011),
sendo que os sinais clinicos relacionados ao BoHV-1 envolvem os sistemas respiratério e genital,
causando problemas como vulvovaginite pustular infecciosa bovina, cervicite e endometrite em vacas
e epididimite em touros (NANDI et al.,, 2009) e o os sinais relacionados ao BVDV envolvem
problemas respiratérios, digestdrios, doenca das mucosas, sindrome hemorrigica e imunodepressao,
(SOUSA et al., 2013; DIAS; SAMARA, 2003).

Estudos sorolégicos realizados no Brasil, entre 1971 a 2004, indicam a presenga de anticorpos
contra 0 BVDV em rebanhos das diversas regides do Brasil (Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Sul)
(FLORES et al., 2005). Da mesma forma, a presengca do BoHV-1 se encontra disseminada nos
rebanhos brasileiros (TAKIUCHI et al., 2001).

No Brasil, vérios levantamentos soroldgicos realizados t€ém demonstrado alta prevaléncia de
animais e rebanhos soropositivos, com indices que variam entre 51,9% (BARBOSA et al., 2005) a
71,3% (BEZERRA et al., 2012) para o BoHV-1 e entre 57,56% (SAMARA et al., 2004) e 61,5%
(CHAVES et al., 2010) para o BVDV, verificando-se importante dispersdo destes virus no pais. A
presenca de anticorpos contra o BoHV-1 e BVDV também sdo descritos nos paises da América do
Sul, como nos rebanhos leiteiros da Colombia com soroprevaléncias de 17,65% e 32,77%
(QUEVEDO et al., 2011) e 31,1% e 75,7% (VASQUES et al., 2016) para BoHV-1 ¢ BVDV,
respectivamente.

Esta dispersdo é também observada em paises de outros continentes, descrito na Inglaterra,
com soroprevaléncias para BoHV-1 de 42, % (WOODBINE et al., 2009), na Espanha em 79,1%
(EIRAS et al., 2009), India de 60,84% (TRANGADIA et al., 2010), Costa Rica de 48% (RAIZMAN
et al., 2011), México de 64,5% (ROMERO-SALAS et al., 2013) e 64,4% (SEGURA-CORREA et al.,
2016) e no Ira de 58,74% (BAHARI et al., 2013). Presenca de anticorpos contra o BVDV verificado
em propriedades da Turquia de 58,2% (GUR, 2011), Ardbia Saudita de 26% (MAHMOUD; ALLAM,
2013) e Irlanda do Norte de 98,4% (COWLEY et al., 2014).

A alta soroprevaléncia destes agentes justifica a preocupag@o na identificacdo dos fatores de
risco associados ao BVDV e BoHV-1 (BARBOSA et al., 2005; DIAS et al., 2008; CHAVES et al.,
2010; DIAS et al., 2013) e propostas de controle e erradicacdo nos rebanhos brasileiros (DEL FAVA
et al., 2003; DEZEN et al., 2013).
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Na regido do Tridngulo Mineiro h4 um levantamento realizado no ano de 2006 (MINEO et al.,
2006), onde se relata a prevaléncia de 49% e 39%, respectivamente, de anticorpos anti BVDV e
BoHV-1, em propriedades de vacas leiteiras com histdrico de problemas reprodutivos. Com intuito de
atualizar a frequéncia destes agentes virais e diante da influéncia destes na saide geral e reprodutiva,
além da importancia econdmica, objetivou-se verificar os fatores de risco associados a soroprevaléncia
do herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), da diarréia viral bovina (BVDV) e de ambos agentes virais
(BoHV-1 e BVDV) em vacas leiteiras mesticas ndo vacinadas do municipio de Uberlandia, Minas

Gerais, por meio do teste de virusneutralizacdo.

Material e Métodos

Area de estudo

O trabalho foi realizado no municipio de Uberlandia, situado no estado de Minas Gerais, regidao
Sudeste do Brasil, microrregido do Triangulo Mineiro, entre os meses de janeiro a julho de 2013.
Foram visitadas o total de 20 propriedades, distribuidas nos cinco distritos do municipio, sendo eles

Martinésia, Cruzeiro dos Peixotos, perimetro rural de Uberlandia, Tapuirama e Miraporanga.

Critérios de inclusdo

Apenas propriedades do municipio com histérico de problemas reprodutivos, definido por
abortamento observado em qualquer fase de gestacdo e repeticio de cio, foram incluidas no
experimento. De cada fazenda foram selecionadas, aleatoriamente, no maximo 14 vacas mesti¢as com
aptiddo leiteira, adultas, lactantes, nascidas na propriedade e criadas extensivamente. Estes animais
nunca haviam sido vacinados para Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e Diarreia Viral Bovina
(BVD) na propriedade, no entanto, realizado profilaxia para Brucelose e Febre Aftosa, de acordo com

as exigéncias do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) do Brasil.

Inguérito epidemiologico

Para identificar possiveis fatores de risco associados, foram colhidas nas propriedades
informacdes referente a caracteristica de exploracdo pecudria (leite/mista), niimero total de fémeas na
propriedade (<100 ou >100 animais), nimero de fémeas acima de dois anos (<50 ou >50 animais),
numero total do rebanho (<100 ou >100 animais), tipo de ordenha (manual ou mecénica), manejo
reprodutivo: monta natural ou inseminacgdo artificial (ndo/sim), compra de animas frequente (ndo/sim),
realizacdo de quarentena (ndo/sim), presenca de piquete pari¢do (ndo/sim), presenca de ovelhas
(ndo/sim), presenca de ruminantes selvagens (ndo/sim), presenca de abortamento na propriedade
(ndo/sim), abortamento individual (ndo/sim) e repeti¢do de cio individual (ndo/sim) e histérico de

doengas respiratdrias (ndo/sim).
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Sorologia

As propriedades foram visitadas uma dnica vez para as 264 coletas de sangue. O sangue para
obtencdo do soro foi coletado por puncdo da veia caudal de cada animal, sendo as amostras colhidas
em tubos a vicuo sem anticoagulante. As aliquotas de soro, devidamente acondicionadas, foram
mantidas congeladas e posteriormente utilizadas na técnica de virus neutralizacdo (VN) para detectar

titulos de anticorpos contra o BoHV-1 e BVDV.

Virus neutralizacdo para BoHV-1 e BVDV

Foram testadas 17 amostras de soro por VN de acordo com o Manual de Teste de Diagnético e
Vacinas para Animais Terrestres da Organizacio Mundial de Sadde Animal (OIE). As amostras
padrdes utilizadas foram cepa Los Angeles e cepa Singer para BoHV-1 e BVDV, respectivamente. As
amostras foram diluidas até 1:128 para BoHV-1 e 1:640 para BVDV. Foram consideradas amostras
positivas aquelas que apresentaram diluicdo final superior ou igual a 2 para BoHV-1 e 120 para

BVDV.

Andlise Estatistica

Para avaliagdo da diferenca na propor¢do de prevaléncia entre doengas e distritos, a partir da
distribuicdo amostral, realizou-se uma estimativa intervalar da propor¢do populacional (SWEENEY et
al., 2013). Para verificar a relacdo dos fatores de risco com cada uma das variaveis de saida, foi
realizada a analise de regressdo logistica usando como benchmark um P-valor menor ou igual a 0,05 e
assumindo os pressupostos de Hosmer e Lemeshow (2004) e Hair et al. (2006) . O modelo conceitual
utilizado estd descrito na Figura 1. Utilizou-se a equacdo logistica, segundo o software estatistico
Minitab v.17, onde: P(1) = exp(Y")/(1 + exp(Y")), sendo Y’ = Bot+ P1X; + PoXo + ... + BiXi; Bi =

coeficiente e X;= varidveis independentes.

VARIAVEIS DE ENTRADA VARIAVEIS DE SAIDA
(varidveis independentes) (varidveis dependentes)

~
{ Prevaléncia de BoHV-1

Fatores de

Ri -{ Prevaléncia de BVDV
isco

Prevaléncia de BoHV-1 e BVDV
(Coinfecgéo)

Figura 1. Modelo conceitual
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Comité de ética ;
O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Uberlandia registron® 011/13.

Resultados

As soroprevaléncias foram de 62,5% (165/264) de positivos para o BoHV-1 e de 45,1%
(119/264) para BVDV e destes, 31,4% (83/264) apresentaram positividade concomitante. A
soroprevaléncia para BoHV-1 foi significativamente superior a de BVDV (P=0,001) (Tabela 1).

Tabela 1. Soroprevaléncia para o herpesvirus bovino
tipo 1 (BoHV-1), virus da diarréia viral bovina (BVDV)
e ambos (BoHV-1 e BVDV) em vacas leiteiras mesticas
nido vacinadas no municipio de Uberlandia, Minas
Gerais, Brasil, pela técnica de virusneutralizagdo.

N (positivos) PREVALENCIA - %

BoHV-1 165/264% 62,5
BVDV 119/264° 45,1
BoHV-1/BVDV 83/264 314

*IC-intervalo de confianca (P < 0,05)

No experimento foram inseridas 20 propriedades e colhidas 264 amostras de sangue, divididas
segundo os distritos: Martinésia (n=42), Cruzeiro dos Peixotos (n=36), perimetro rural de Uberlandia
(n=66), Tapuirama (n=28) e Miraporanga (n=93). A porcentagem de soropositivos para o BoHV-1 foi
diferente apenas no distrito de Tapuirama em relagdo aos outros distritos, para BVDV houve diferenca

na soroprevaléncia entre os distritos de Tapuirama e perimetro rural de Uberlandia (Figura 2).

Figura 2. Porcentagem de soropositivos para o
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), do virus da
diarréia viral bovina (BVDV) e ambos (BoHV-1 e
BVDYV) em vacas leiteiras mesticas nao vacinadas nos
5 distritos localizados no municipio de Uberlandia,
Minas Gerais, Brasil.

a® ‘%
£3,38

amny ahd

V=

A-BaHV-1 O Martinésia B-BEVDV
O Cruzeiro dos Peixotos
O Miraporanga
0 Tapuirama

Nota: *"letras diferentes indicam diferenca entre os 5 distritos.
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Dos 16 fatores analisados (Tabela 2), foram identificados quatro fatores de risco associados a
soroprevaléncia ao BoHV-1: propriedades com niimero total de fémeas acima de 100, presenca de
ordenha mecanica, ndo utilizagdo de inseminacdo artificial na reproducdo e a compra de animais
infreqiiente (Tabela 3). Observou-se maior probabilidade de ocorréncia para o BoHV-1, equivalente a
98,9%, foi com os fatores: nimero total de fémeas e tipo de ordenha, presumindo valores comuns para

todas as outras variaveis avaliadas.



Tabela 2. Distribui¢do percentual dos possiveis fatores de risco associados a soroprevaléncia para
o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), virus da diarréia viral bovina (BVDV) e ambos (BoHV-1
e BVDV) em vacas leiteiras mesticas ndo vacinadas no municipio de Uberlandia, Minas Gerais,
Brasil, pela técnica de virusneutralizagdo.

Varidveis Animais testados BoHV-1 BVDV
Positivos/Soroprevaléncia  Positivos/Soroprevaléncia
(%) (%)
Aptiddo da fazenda
Leite 211 132 (62,6) 95 (45,0)
Misto 53 33 (62,3) 24 (45,3)
Total de Fémeas
<100 239 145 (60,7) 107 (44.,8)
> 100 25 20 (80,0) 12 (48,0)
Total de Fémeas > 2 anos
<50 180 114 (63,3) 79 (43,9)
>50 84 51 (60,7) 40 (47,6)
Total de animais
<100 195 112 (57,4) 89 (45,6)
> 100 69 53 (76,8) 30 (43,5)
Tipo de ordenha
Manual 110 68 (61,8) 36 (32,7)
Mecénica 154 97 (63,0) 83 (53,9)
Reprodugdo (IA)
Nao 177 122 (68.,9) 83 (46,9)
Sim 87 43 (49,4) 36 (41.4)
Reprodugao (MN)
Nio 45 43 (95,6) 36 (80.0)
Sim 219 122 (55,7) 83 (37,9)
Compra de animais —
propriedade
Nio 13 11 (84,6) 9 (69,2)
Sim 251 154 (61.4) 110 (43,8)
Quarentena - propriedade
Nio 222 139 (62,6) 103 (46,4)
Sim 42 26 (61,9) 16 (38,1)
abortamento— propriedade
Nio 40 24 (60,0) 16 (40,0)
Sim 224 141 (62,9) 103 (46,0)
Piquete de pari¢ao
Nio 127 73 (57.,5) 47 (37,0)
Sim 137 92 (67,2) 72 (52,6)
Presenca de ovelhas
Nio 238 149 (62,6) 108 (45,4)
Sim 26 16 (61,5) 11 (42,3)
Presencga de ruminantes
selvagens
Nio 110 67 (60,9) 53 (48,2)
Sim 154 98 (63,6) 66 (42,9)
Doengas respiratorias
Nio 250 159 (63,6) 113 (45,2)
Sim 14 6 (42,9) 6 (42,9)
Abortamento— animal
Nao 250 154 (61,6) 112 (44,8)
Sim 14 11 (78,8) 7 (50,0)
Repeti¢do de cio - animal
Nio 253 158 (62,5) 115 (45.5)

Sim 11 7 (63,6) 4 (36,4)
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No BVDV identificou-se cinco fatores (Tabela 3), aptiddo da fazenda ser mista, presenca de
ordenha mecanica, auséncia de quarentena para os animais recém-adquiridos, presenca de piquete de
paricdo e a ndo utilizacdo de inseminagao artificial. A maior probabilidade de ocorréncia ao BVDV foi
de 89,9% quando houve apenas a influéncia dos fatores positivos (varidveis = 1), presumindo valores
comuns para todas as outras variaveis avaliadas.

Em ambos (BoHV-1/BVDYV), foram identificados dois fatores de risco como a presenca de
ordenha mecanica, que aumentou o risco em 3,36 vezes e a realiza¢do de inseminagdo artificial que
reduziu o risco em 56,1% nas propriedades (Tabela 3). Identificou-se maior risco associado aos virus
BoHV-1/BVDV (50,2%) quando somente a utilizacdo da ordenha mecénica esteve presente na

propriedade.

Tabela 3. Fatores de risco associados ao herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), virus da diarréia viral
bovina (BVDV) e ambos (BoHV-1/BVDV) utilizando o modelo de Regressdo Logistica Binaria, em
vacas leiteiras mesti¢as ndo vacinadas no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

FATORES DE RISCO  Cocficiente 2" Poyalor 0dds ratio (IC)
padrao
BoHV-1 Constante 2,570 0,839
Fr-1.Total de fémeas 1,377 0,536 0,005 3,961 (1,387-11,317)
Fr-2. Tipo de ordenha 0,602 0,305 0,045 1,826 (1,003-3,321)
Fr-3. Reproducédo (I.A.) -1,468 0,335 0,000 0,230 (0,119-0,444)
Fr-4. Compra de animais -2,089 0,812 0,003 0,124 (0,025-0,608)
BVDV Constante -2,200 0,533
Fr-1. Aptiddo da fazenda 1,191 0,449 0,007 3,289 (1,366; 7,925)
Fr-2. Tipo de ordenha 1,519 0,363 0,000 4,567 (2,241;9,307)
Fr-3. Reprodugio (I.A.) -0,909 0,336 0,006 0,403 (0,209; 0,779)
Fr-4. Quarentena 1,087 0,425 0,010 2,965 (1,289; 6,816)
Fr-5. Piquete de paricao 0,593 0,270 0,027 1,81 (1,065; 3,075)
BoHV-1eBVDV Constante -1,205 0,220
Fr-1. Tipo de ordenha 1,212 0,311 0,000 3,361 (1,826-6,1839)
Fr-2. Reproducido (I.A.) -0,824 0,326 0,010 0,439 (0,2314-0,831)

* Fr-Fator de risco. Nota: BoHV-1 - Y’ = 2,570 + 1,377 * Fr-1 + 0,602 * Fr2 — 1,468 * Fr3 — 2,089 * Fr4; Equacgdo da
Regressao logistica binaria - P (BoHV-1 =1) = 0,729; P(Frl e Fr2 = 1; Fr3 e Fr4 = 0) = 0,989; P (BoHV-1 =0) = 0,929 —
BVDV - Y’ =-2,200 + 1,191 * Fr-1 + 1,519 * Fr-2 -0,909 * Fr-3 + 1,087 * Fr-4 + 0,593 * Fr-5; Equacdo da Regressdo
logistica binaria - P (BVDV =1) = 0,782; P (Fr-1, Fr-2, Fr-4, Fr-5 = 1 e Fr-3 = 0) = 0,899; - P (BVDV =0) = 0,099 —
BoHV-1 e BVDV - Y’ =-1,205 + 1,212 * Fr-2 — 0,824 * Fr-3; Equa¢do da Regressdo logistica bindria - P (BoHV-1 e
BVDV =1) =0,306; P (Fr-1 = 1; Fr-2 =0) = 0,502; P (BoHV-1 e BVDV =0) = 0,231.

Discussdo

A regido do Tridngulo Mineiro, onde estd localizado o municipio de Uberlandia tem grande
importancia na pecudria de corte e leiteira. O municipio é dividido administrativamente em cinco
distritos caracterizados pela presenca de pequenas propriedades de criacdo leiteira em regime
extensivo, que foram estudadas pela importincia da regido, que carece de informacdes

epidemioldgicas das doencas que acometem os bovinos. Este estudo traz uma importante contribui¢do
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na identificac@o da soroprevaléncia na regido de Uberlandia que possui um rebanho bovino de 234.490
animais, sendo 78.904 de vacas, 34.336 novilhas entre 12 a 24 meses e 28.244 novilhas acima de 24
meses, segundo dados do Instituto Mineiro Agropecuario (IMA, 2012).

A soroprevaléncia encontrada para o BoHV-1 de 62,5% (165/264) e de 45,1% (119/264) para
BVDV na técnica de virusneutralizagao (VN), corroborou com Mineo et al. (2006) que reportaram a
presenca de anticorpos contra estes agentes na mesma regio, com soroprevaléncia de 62% (108/174)
e 86% (150/174) em um rebanho e de 49% (34/69) e 39% (22/56) em outro rebanho, respectivamente,
para o BVDV e BoHV-1 através da técnica de ELISA.

A soropositividade maior de anticorpos contra 0 BoHV-1 em relagdo ao BVDV em vacas
leiteiras ndo vacinadas, reforga a dispersdo e a presenca do BoHV-1 no municipio de Uberlandia. A
soropositividade para ambos os virus (BoHV-1 e BVDV) foi de 31,4% (83/264), reforcando os
resultados ja relatados por Alexandrino et al. (2011) nos Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo através
do teste de VN, em que os autores encontraram uma ocorréncia de BoHV-1 de 54,7 % (152/278) e
BVDV-1 de 69,8 % (194/278) em propriedades com trés tipos de exploragao (leiteira, corte e misto).

No periodo de 1990 a 1999, Rocha et al. (2001) avaliaram a frequéncia de bovinos
soropositivos para o BoHV-1 em Minas Gerais e testaram 5.511 soros sanguineos provenientes de
propriedades particulares em 335 municipios, e mostraram que 93,4% (313/335) dos municipios
avaliados apresentavam pelo menos um bovino com sorologia positiva através do teste de SN e
ELISA. Estes autores também ressaltaram que a presenca de anticorpos apenas indicava que o animal
manteve contato com o agente em algum momento de sua vida, portanto, nessa situacdo nao houve
diferenciacdo dos resultados soroldgicos positivos ocasionados por infec¢do ou por vacinagdo.

Resultados superiores foram encontrados no estado de Goids, em que a presenca de anticorpos
contra 0 BoHV-1 em rebanhos que nio utilizavam vacinagao contra o IBR, foi de 83% (656/790) de
indice de soropositividade na técnica de SN (VIEIRA et al., 2003). Ainda no estado de Goids, em
animais em regime semi-extensivo e ndo vacinados contra BVD, nas técnicas de SN e ELISA, foi
demonstrado soroprevaléncia de anticorpos de 54,11% (112/207) (GUIMARAES et al., 2000). Estes
resultados evidenciam as diferencas de soroprevaléncias entre os estados brasileiros, possivelmente
devido a exposicdo a diferentes fatores de risco.

Estudo soroldgico revelou nos estados de Minas Gerais e Sdo Paulo, uma ocorréncia de 51,8%
(215/376) das amostras apresentando anticorpos contra 0 BVDV e os autores mostraram que animais
reagentes podem ser encontrados em qualquer tipo de rebanho, independentemente de raga, manejo e
producdo (SAMARA et al., 2004).

No oeste do estado do Parand, a prevaléncia de anticorpos contra o BoHV-1, na sorologia pelo
ELISA indireto, foi de 62,50% (100/160) em propriedades com sistemas de exploracdo de leite (DIAS
et al., 2008). Estes resultados foram semelhantes ao presente estudo com soroprevaléncia para o
BoHV-1 de 62,26%. No estado do Parand Dias et al. (2013) encontraram nas propriedades uma
soropositividade para o BoHV-1 de 71,3% (1481/2018).
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O ndmero maior de fémeas no rebanho e a ndo utilizagao da técnica de inseminacdo artificial
foram considerados fatores de risco para aumentar a soroprevaléncia de positivos para o BoHV-1,
sendo esta dltima (I.A.) também significativa para BVDV e a soropositividade para ambos os virus
(BoHV-1 e BVDYV), corroborando com Dias et al. (2008) que citaram o sémen como uma das
principais vias de eliminacdo do virus. A utilizacdo da monta natural como método de reprodugdo
envolveria maior probabilidade de infeccdo comparada a inseminacdo artificial, pois nas centrais de
reproducdo, normas de controle sanitirio sdo exigidas com o objetivo de garantir a auséncia de
microorganismos patogé€nicos no s€émen. A inseminagao artificial foi considerada um fator de protecao
contra 0 BoHV-1, quando utilizada com cuidados e isolada (BARBOSA et al., 2005). Em vacas
leiteiras na Colombia, a utilizacdo de touro ao invés da inseminacdo artificial também foram
considerados com fatores de risco associados ao BoHV-1 e BVDV (QUEVEDO et al., 2011).

Fatores de risco associados ao BoHV-1 em propriedades na Inglaterra encontraram maior
soropositividade em compras de gado de leite acima de 2 anos e tamanho do rebanho, relacionado
possivelmente ao fato de que os rebanhos maiores possuem maior contato de transmissao
(WOODBINE et al., 2009).

A realizag¢do de compra de animais foi um fator que diminuiu o risco associado ao BoHV-1, o
que poderia estar relacionado a reposicao e renovacio frequente do rebanho, mas sabe-se que ha uma
chance maior de adquirir animais portadores eliminando o virus por secre¢des (BEZERRA et al.,
2012). Na India, Trangadia et al. (2010) reforcaram que a aquisicio de animais sem triagem
apropriada estdo relacionada a distribui¢do ampla e alta prevaléncia de IBR nas fazendas, assim como
a auséncia de quarentena antes da entrada para o rebanho principal.

No México, fatores de risco associados a infec¢ao pelo BHV-1 foram encontrados em bovinos
de dupla aptiddo em relagdo ao gado de corte, bovinos de seis anos de idade e em animais de
diferentes fases reprodutivas (gestantes e paridas) em comparagdo aos animais na puberdade. Em que
nos animais de dupla aptiddo do pais, a inseminagdo artificial de vacas é raramente utilizada e
consequentemente, a monta natural poderia estar contribuindo para a disseminagdo da doenca
(ROMERO-SALAS et al., 2013).

A pratica de ndo separar os animais recém-adquiridos em quarentena, aptiddo mista da
propriedade e a presenca de piquete pari¢do influenciaram a soropositividade para o BVDYV,
corroborando com Quincozes et al. (2007), que afirmaram um aumento na chance de positividade para
o0 BVDV em 1,49 vezes, quando ha utilizacdo de piquetes separados para fémeas nas fases de parto
e/ou pbs parto, apesar desses autores descreverem que a separacdo dos animais poderia impedir a
disseminacdo para o restante do rebanho.

O tipo de ordenha mecanizado foi um fator de risco associado ao BoHV-1, BVDV e ambos
(BoHV-1 e BVDYV), o que poderia estar associado a aglomeracdo de animais e assim aumentaria a

probabilidade de transmissdo do virus (QUINCOZES et al., 2007).
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Estas altas soroprevaléncias justificam medidas de controle baseadas na literatura e nos fatores
de risco identificados na presente pesquisa. Além disso, deve-se considerar estes agentes no
diagnéstico diferencial de problemas reprodutivos que ocorrem nas fazendas leiteiras do municipio de
Uberlandia, sendo agentes virais relacionados a distirbios reprodutivos (GUR, 2011).

Verifica-se que as propriedades ndo tinham protocolos de vacinagdo para IBR e BVD e,
portanto os resultados mostram a realidade da regido em relagdo a soroprevaléncia associada ao
BoHV-1 e BVDYV, pois a soroconversio p6s-vacinal em animais imunizados, ndo permite diferenciar
os resultados sorolégicos positivos ocasionados pela infeccdo natural, daqueles resultantes da
vacinacao (PILZ et al., 2005). Além disso, ndo houve manejo especifico para o controle da propagacao
do virus BVDV (SUN et al., 2015) e nem identificacdo de animais persistentemente infectados pelo

BVDV.

Conclusao

Os fatores de risco associados a soroprevaléncia ao BoHV-1: propriedades com ndmero total
de fémeas acima de 100, presenca de ordenha mecénica, ndo utilizacdo de inseminagdo artificial na
reprodugdo e a compra de animais infreqiiente. No BVDV: aptidao da fazenda ser mista, presenca de
ordenha mecanica, auséncia de quarentena para os animais recém-adquiridos, presenca de piquete de
paricdo e a ndo utilizagdo de inseminacio artificial e os fatores associados aos virus (BoHV-1/BVDV),
foram identificados a presenga de ordenha mecanica e a nao utilizagdo da inseminagdo artificial nas

propriedades.
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CAPITULO 3- Soroprevaléncia e fatores de risco associados ao Neospora caninum em vacas

leiteiras mesticas em Uberlandia, Minas Gerais

Nayara Resende Nasciutti'; Patricia Magalhaes de Oliveira'; Vinicius de Morais Barbosa': Selwyn
Arlington Headleyz; Felipe Gongalves Garcia'; Murilo Vieira da Silva®, Flavia Batista Ferreira

FrangaS; Tiago Wilson Patriarca Mineo’; Jodo Paulo Elsen Saut'

Resumo

Neospora caninum causa distirbios reprodutivos na bovinocultura de leite como repeti¢do de cio,
abortamento e anestro, que sao fatores de risco associados a soroprevaléncia do Neospora caninum no
Brasil e no mundo. Objetivou-se verificar os fatores de risco relacionados a soroprevaléncia do
Neospora caninum no municipio de Uberlandia, Minas Gerais em vacas leiteiras mestigas. No periodo
de janeiro a julho de 2013 foram colhidas 740 amostras de sangue de vacas, em 57 propriedades com
histérico de problemas reprodutivos e as determinagdes dos anticorpos contra o N. caninum foram
obtidos pela técnica de ELISA. A soroprevaléncia foi de 18,4% (136/740) de positivos para o N.
caninum. Os fatores de risco associados para o N. caninum foram fémeas maiores de dois anos
(P=0,034), ordenha mecanica (P=0,012), compra frequente de animais (P=0,004), além do histérico
individual de abortamento (P=0,007) e repeticio de cio (P=0,030). A maior probabilidade de
ocorréncia de fatores de risco associados foram: histdrico de abortamento e repeticao de cio individual
e a compra frequente de animais, respectivamente, com chances de 12,8; 5,9 e 3,8 vezes. Concluiu-se
que existem fatores de risco associados para o N. caninum: fémeas maiores de dois anos, ordenha
mecanica, compra frequente de animais, além do histérico individual de abortamento e repeticdo de
cio.

Palavras —chave: Abortamento. Bovinos. Neosporose.
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Seroprevalence and risk factors associated with Neospora caninum in crossbred dairy cows in
Uberlandia
Abstract

Neospora caninum causes reproductive disorders in dairy cattle with repeat breeder, abortion and
anestrus with are risck factors associated with the seroprevalence of Neospora caninum in Brazil and
world. Aimed to verify the risk factors related to the seroprevalence of Neospora caninum in city of
Uberlandia, Minas Gerais in crossbred dairy cows. In the period from January to July 2013, 740 cow
blood samples were collected from 57 herds with a history of reproductive disorders and
determinations of antibody titers against Neospora caninum were obtained by ELISA test. The
seroprevalence was 18.4% (136/740) positives for N. caninum. Risk factors for N. caninum were
females older than 2 years (P = 0.034), mechanical milking (P = 0.012), frequent purchase animals (P
=0.004), and individual abortion history (P = 0.007). And repeat breeder (P = 0.030). That the biggest
probability of occurrence associated risk factors were the history of abortion and repetition of
individual estrus and the frequent purchase of animals, respectively, with odds of 12.8; 5.9 and 3.8
times. In conclusion the risk factors associated with N. caninum: females older than 2 years,
mechanical milking, frequent purchase of animals, in addition to the individual history of abortion and
repeat breeder.

Keywords: Abortion. Cattle. Neosporosis.
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Introducao

Existem varias causas de perdas embrionarias e abortamentos em bovinos, em que 0s
provaveis agentes etiologicos causadores dessas enfermidades devem ser identificados (SARTOR et
al., 2005). O Neospora caninum € considerado um dos principais agentes causadores de distirbios
reprodutivos (SARTOR et al., 2005) e responsdvel por prejuizos econdmicos observados na
bovinocultura de leite decorrentes de abortamentos em torno do 5° e 6° més de gestacdo (MELO et al.,
2006).

A neosporose tem sido identificada em diversos paises, com soroprevaléncias descritas no
Marrocos - 8,52% (15/176) (LUCCHESE et al., 2016), China - 17,14% (769/4487) (SUN et al., 2015),
Argélia - 19,64% (157/799) (GHALMI et al., 2012), Vietnd - 19% (25/130) (DUONG et al., 2008),
Japdo - 5,7% (139/2420) (KOIWALI et al., 2006), Tailandia - 5,49% (30/549) (KYAW et al., 2004),
Estados Unidos - 10,34% (9/87) a 32,11% (105/327) (ORTEGA; TORRES; MENA, 2007), Venezuela
- 11,3% (52/459) (LISTA-ALVES et al., 2006), Paraguai - 29,8% (262/879) (OSAWA et al., 2002) e
Espanha - 35,9% (402/1121) (QUINTANILLA-GOZALO et al., 1999).

No Brasil foram detectados anticorpos contra N. caninum em soros bovinos leiteiros
pertencentes a rebanhos localizados em vérios estados brasileiros (RAGOZO et al., 2003) e relatado
soroproveléncia nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais de 16,83% (101/600) (COSTA et al., 2001).
Santos et al. (2009) descreveram soroprevaléncias de 46,25% em bezerras e novilhas de rebanhos
leiteiros no estado de Minas Gerais e ja houve a descri¢do da prevaléncia de 10% (7/69) a 20%
(34/174) de anticorpos anti N. caninum em vacas leiteiras, com histérico de problemas reprodutivos,
de propriedades da regido do Tridngulo Mineiro, Minas Gerais (MINEO et al., 2006).

No intuito de prevenir e reduzir a ocorréncia de neosporose nos rebanhos, mais recentemente
diversas pesquisas tém se preocupado em identificar os fatores de risco associados a soroprevaléncia
do N. caninum. A qualidade da &4gua, presenca de cides, condicdes higiénicas e presenca de
abortamento ja foram relatadas (GHALMI et al., 2012; SUN et al., 2015). No Brasil, foram descritos o
tipo de exploracdo, manejo dos rebanhos, presenca de hospedeiros definitivos (SARTOR et al., 2005),
problemas reprodutivos como repeticdo de cio, abortamento e anestro (BRUHN et al., 2013). Dentre
estes o abortamento € considerado a principal manifestacdo clinica de vacas infectadas com N.
caninum (HUSSIEN et al., 2012).

Neste contexto, objetivou-se verificar os fatores de risco associados a soroprevaléncia do

Neospora caninum no municipio de Uberlandia, Minas Gerais em vacas leiteiras mestigas.

Material e Métodos

Area de estudo
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O trabalho foi realizado no municipio de Uberlandia, situado no estado de Minas Gerais, regido
Sudeste do Brasil, microrregido do Tridngulo Mineiro, entre os meses de janeiro a julho de 2013.
Foram visitadas o total de 57 propriedades distribuidas nos cinco distritos do municipio, sendo eles

Martinésia, Cruzeiro dos Peixotos, perimetro rural de Uberlandia, Tapuirama e Miraporanga.

Critérios de inclusdo

Apenas propriedades do municipio com histérico de problemas reprodutivos, definido por
abortamento observado em qualquer fase de gestacdo e repeticdo de cio, foram incluidas no
experimento. De cada fazenda foram selecionadas, aleatoriamente, no maximo 14 vacas mesti¢cas com
aptiddo leiteira, adultas, lactantes, nascidas na propriedade e criadas extensivamente. Estes animais
eram vacinados para Brucelose e Febre Aftosa, de acordo com as exigéncias do Ministério da

Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) do Brasil.

Inquérito epidemiologico

Para identificar possiveis fatores de risco associados, foram colhidas nas propriedades
informacdes referente a caracteristica de exploracido pecudria (leite/mista), nimero total de fémeas na
propriedade (<100/>100 animais), nimero de fémeas acima de dois anos (<100/>100 animais),
numero total do rebanho (<100/>100 animais), tipo de ordenha (manual/mecénica), compra de animas
frequente (ndo/sim), realizacdo de quarentena (nao/sim), presenca de piquete pari¢do (ndo/sim),
presenca de cdes (ndo/sim), presenca de abortamento na propriedade (ndo/sim) e repeti¢do de cio e

abortamento individual (ndo/sim).

Sorologia

As propriedades foram visitadas uma tnica vez para as coletas de sangue. O sangue para
obtenc¢ao do soro foi coletado por pungdo da veia caudal, sendo as amostras colhidas em tubos a vicuo
sem anticoagulante. As aliquotas de soro devidamente acondicionadas foram mantidas congeladas e

posteriormente utilizadas na técnica de ELISA.

Antigeno

Taquizoitos de Neospora caninum (cepa NC-1) foram mantidos nas mesmas condicdes por
passagem continua de células HeLa, a 37 °C e 5% de CO2 em meio RPMI suplementado com HEPES
25 mM, 2 mM de L-glutamina, 3 mM de bicarbonato de s6dio e uma solu¢do antibidtica/antimicdtica
(penicilina 100 UI/mL, estreptomicina 100 ug/mL e anfotericina B 0,25 g/mL; Gibco) (MINEO et al.,
1980).

Uma suspensao com o parasita foi lavada duas vezes (720 x g, 10 min, 4 °C) em soluc¢ao salina
tamponada com fosfato 0,01 M (PBS, pH 7.2), tratados com inibidores de protease (Complete, Roche)

e depois submetidos a dez ciclos de congelamento-descongelamento e sonicacio (60 Hz, amplitude de
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90%, banho no gelo). Ap6s centrifugagdo (10,000 x g, 30 min, 4°C), o sobrenadante foi recolhido e
filtrado através de membrana de 0,22 m (Millex, Millipore, EUA). O sobrenadante, contendo
antigenos soluveis de N. caninum (NLA), foi coletado e a concentracdo de proteina foi estimada

utilizando o ensaio de Bradford. As aliquotas foram armazenadas a -20 °C até a realizagc@o da técnica.

ELISA indireta

Realizou-se ELISA indireto para detectar anticorpos IgG como descrito por Silva et al.
(2007), com modifica¢des. Em resumo, placas de microtitulacdo de alta afinidade foram revestidos
com NLA (10 pg/mL) em 0,06 M de carbonato (pH 9,6) overnight a 4 °C. As placas foram lavadas
trés vezes com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (PBS-T) e foram bloqueados com PBS-T plus de
MOLICO 5% (PBS-TM) durante 1 hora a temperatura ambiente. Posteriormente, apds mais trés
lavagens, as placas foram incubadas com amostras de soro diluidas em PBS-TM (1:200) durante 1 h a
37 °C, com soropositividade conhecida e amostras soronegativas como grupo controle da reacdo. As
placas foram lavadas seis vezes e com anticorpo anti-bovino IgG marcado com peroxidase, diluida em
PBS-TM, foi adicionada e incubada por 1 h a 37 °C. A reacdo foi desenvolvida apds um novo ciclo de
lavagem, adicionando o substrato enzimético (0,03% de H,O,) e cromogénio (0,01 M 4cido 2,2-azino-
bis-3- etil-benzotiazolinosulfénico [ABTS; Sigma Chemical Co.]) em tampao citrato-fosfato 0,07 M
(pH 4,2). A densidade 6ptica (OD) foi lida a 405 nm ap6s um periodo de 40 minutos de incubacdo
num leitor de placas (M2e, Molecular Devices, EUA).

Valores do indice ELISA

O cutoff da reagdo foi determinado com média de densidade 6ptica (OD) com controle soro
negativo com trés desvios. Titulos de anticorpos foram expressos com o valor indice ELISA, de
acordo com a férmula IE = OD sample/OD cutoff, como descrito anteriormente (Silva et al., 2007). As

amostras com indice ELISA > 1.2 foram consideradas positivas.

Andlise Estatistica

Utilizando o modelo de Regressao logistica bindria, programa SPSS, foi selecionado como
varidvel dependente (binaria) os resultados (negativo e positivo), que € varidvel de saida e como
covaridveis, as varidveis previsoras: caracteristica de exploracdo pecudria (leite ou mista), nimero
total de fémeas na propriedade (<100 ou >100 animais), nimero de fémeas acima de 2 anos (<100 ou
>100 animais), nimero total do rebanho (<100 ou >100 animais), tipo de ordenha (manual ou
mecanica), compra de animas frequente e realizagdo de quarentena, presenca de piquete parigdo
(sim/ndo) e presenca de problemas reprodutivos como o abortamento e repeticdo de cio (sim/néo).
Utilizou a estatistica de aderéncia de Hosmer-Lemeshow, para avaliacdo do modelo e comparacdo das

frequéncias observadas e esperadas.
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Comité de ética

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Uberlandia sob o registro n® 011/13.

Resultados

No experimento foram inseridas 57 propriedades e colhidas 740 amostras de sangue, divididas
segundo os distritos: Martinésia (n=98), Cruzeiro dos Peixotos (n=388), perimetro rural de Uberlandia
(n=277), Tapuirama (n=64) e Miraporanga (n=213). A soroprevaléncia para Neospora caninum foi de
18,4% (136/740) (Tabela 1), sendo que as prevaléncias nos distritos variaram entre 12,2% e 24,2%, de
14,3% (14/98) Martinésia, 20,5% (18/88) Cruzeiro dos Peixotos, 24,2% (67/277) perimetro rural de
Uberlandia, 17,2% (11/64) Tapuirama e 12,2% (26/213) Miraporanga.

Dos 12 fatores analisados (Tabela 1), foram identificados cinco fatores de risco associados a
soroprevaléncia do N. caninum. Animais oriundos de propriedades com quantidade maior de 100
fémeas acima de dois anos apresentaram trés vezes mais risco, realizacdo frequente de compra de
animais 3,8 vezes mais risco. O histérico de abortamento individual aumentou o risco em 12,8 vezes e
a repeticdo de cio nos animais em 5,9 vezes. A realizacdo de ordenha manual reduziu em 49,4% a
chance em relacdo a ordenha mecénica (Tabela 2). Em que 100% das propriedades tinham a presenca

de caes.



55

Tabela 1. Distribuicio percentual dos possiveis fatores de risco associados a soroprevaléncia para Neospora caninum em

vacas leiteiras mesticas ndo vacinadas no municipio de Uberldndia, Minas Gerais, Brasil, pela técnica de ELISA.

Variaveis Animais testados Positivos Soroprevaléncia (%)
Aptiddo da fazenda
Leite 583 111 19,0
Misto 157 25 15,9
Total de Fémeas
<100 317 53 16,7
> 100 423 83 19,6
Total de Fémeas > 2 anos
<100 506 100 19,8
> 100 234 36 15,4
Total de animais
<100 170 28 16,5
> 100 570 108 18,9
Tipo de ordenha
Manual 380 61 16,1
Mecanica 360 75 20,8
Compra de animais - propriedade
Nio 69 15 21,7
Sim 671 121 18,0
Quarentena - propriedade
Nio 550 107 19,5
Sim 190 29 15,3
abortamento— propriedade
Nio 266 42 15,8
Sim 474 94 19,8
Piquete de paricao
Nio 353 70 19,8
Sim 387 66 17,1
Abortamento— animal
Nao 724 134 18,5
Sim 16 2 12,5
Repeti¢do de cio - animal
Nio 716 132 18,4
Sim 24 4 16,7

*Presenca de cies em 100% das propriedades.

Tabela 2- Fatores de risco associados a soroprevaléncia para Neospora caninum em vacas leiteiras mesticas ndo vacinadas
no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.

Fatores de risco Coeficiente P-valor Exp (B) Odds ratio 95% 1.C
Constante -6,857
Fémeas > 2 anos 1,113 0,034 3,042 (1,088-8,507)
Tipo de ordenha -0,682 0,012 0,506 (0,296-0,863)
Compra de animais 1,335 0,004 3,800 (1,545-9,345)
Abortamento - animal 2,552 0,007 12,830 (2,041-80,632)
Repeticdo de cio - animal 1,782 0,030 5,941 (1,192-29,608)

*Exp (B)- Odds ratio ajustada, sendo que o Exp (B) > 1, ele indica que a medida que o previsor aumenta, aumentam as chances de uma saida
ocorrer, ja um valor menor que 1, indica que a medida que o previsor aumenta, as chances de uma saida ocorrer diminuem.
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Discussao

A regido do Tridngulo Mineiro, onde esta localizado o municipio de Uberlandia, tem grande
importincia na pecudria de corte e leiteira, entretanto, assim como diversas regides do Brasil, carece
de informacdes epidemioldgicas das doencas que acometem os bovinos. Este fato € ainda mais
marcante no que concerne as doengas que interferem no desempenho reprodutivo dos rebanhos. Este
estudo traz importante contribui¢cdo na identificacdo da soroprevaléncia da neosporose, ao utilizar
amostragem representativa e bem distribuida da regido de Uberlindia, que possui rebanho bovino de
234.490 animais, sendo 78.904 de vacas, 34.336 novilhas entre 12 a 24 meses e 28.244 novilhas acima
de 24 meses, segundo dados do Instituto Mineiro Agropecuario (IMA, 2012).

Nas propriedades amostradas, com histdrico de problemas reprodutivos e em sua maioria com
sistemas extensivos, a soroprevaléncia foi de 18,4% (/36/740). Esta prevaléncia foi semelhante a
levantamentos realizados no Estado de Minas Gerais (COSTA et al., 2001; MINEO et al., 2006) e de
outros estados brasileiros (BENETTI et al., 2009; CORBELLINI et al., 2006; MELO et al., 2006;
RAGOZO et al., 2003; SOUSA et al.,, 2012). H4 relatos de prevaléncias superiores ao presente
trabalho em fémeas bovinas com menos de 24 meses de idade de 43,66% (93/213) e 47,97% (154/321)
presentes em dois rebanhos leiteiros em Minas Gerais (SANTOS et al., 2009) e 50,4% (412/812) em
bovinos leiteiros no estado do Maranhdo (TEIXEIRA et al., 2010).

Em outros paises citam-se soroprevaléncias maiores associadas ao Neospora caninum em
rebanhos leiteiros quando comparadas ao presente estudo, variando entre 19,64% (GHALMI et al.,
2012) e 35,2% (TALAFHA; AL-MAJALI, 2013), entretanto, também encontraram-se
soroprevaléncias menores de 5,49% (KYAW et al., 2004) a 8,52% (LUCCHESE et al., 2016).

Os fatores de risco identificados nessa pesquisa, como a concentragdo de fémeas acima de dois
anos, abortamento e compra de animais ja foram relatados (GHALMI et al., 2012; SUN et al., 2015).
Sabe-se que a principal manifestacdo clinica de bovinos infectados com N. caninum € o abortamento
(HUSSIEN et al., 2012), fato que pode também ser observado nesta pesquisa, pois 0os animais que
apresentaram histdrico de abortamento tiveram 12,8 vezes mais risco. Ressalta-se que o abortamento é
um sinal clinico presente na neosporose, porém, ressalta-se que pode ser devido a outras causas
infecciosas, associadas a agentes bacterianos (p.ex. Brucella, Leptospira) e/ou virais (p.ex. BoHV-1,
BVDV) (LUCCHESE et al., 2016).

O fato dos animais soropositivos ao N. caninum eventualmente ndo apresentarem histérico de
abortamento, pode ter relagdo com abortamentos que ndo foram detectados, possivelmente a
abortamento no inicio da gestacdo ou reabsor¢do embriondria, o que reforca a importancia de outros
fatores de risco como a repeticdo de cio individual, que aumentou o risco em 5,9 vezes, sendo este
sinal clinico associado a soroprevaléncia de Neospora caninum, como ja descrito no sudeste do Brasil

em gado leiteiro (BRUHN et al., 2013). Nas propriedades havia a presenca constante de caes, sendo
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que estes poderiam ser infectados pela ingestdo de tecidos contendo bradizoitos (DUBEY; SCHARES;
ORTEGA-MORA, 2007).

Assim como os casos de abortamento, a repeticdo de cio também apresenta outras causas nao-
infecciosas como traumatismos, distirbios genéticos e hormonais, cistos ovarianos e causas
infecciosas como a campilobacteriose e tricomonose e micoplasmose genital (JUNQUEIRA et al,,
2006).

A presenca de caes é considerada um fator de risco, pois os caes sdo os hospedeiros definitivos
(DUBEY; SCHARES; ORTEGA-MORA, 2007; GHALMI et al., 2012), sendo considerado o estigio
resistente do parasita, os oocistos, excretados nas fezes de cdes em um estagio ndo esporulado
(LINDSAY; DUBEY; DUNCAN, 1999; MCALLISTER et al., 1998). O N. caninum é transmitido no
gado por transmissdo horizontal quando ha ingestio de oocistos esporulados de N. caninum (DUBEY;
BUXTON; WOUDA, 2006).

Na presente pesquisa, em todas as propriedades havia a presenca de pelo menos um cdo, com a
finalidade de companhia e/ou auxilio na lida com os animais, o que pode ter contribuido com a
prevaléncia encontrada nas fazendas. A presenca de cdes é comum em propriedades brasileiras e
percebe-se que ndao ha preocupacdo por parte dos proprietarios, nem sequer de veterindrios ou
legislacdes especificas, no controle ou proibicdo do acesso destes animais aos locais de criacdes de
bovinos.

A compra frequente de animais teve 3,8 vezes mais risco quando se fazia a aquisi¢do de
animais de outras fazendas, representando a maior chance de introdugdo de animais infectados na
propriedade, como descrito por SCHARES et al. (2004). As propriedades que realizavam a compra
frequente de animais representaram 90,7% (671/740), pois na regido ¢ uma pratica comum entre os
proprietarios e, também, sem preocupacio por parte dos mesmos na realizacio de testes diagndsticos e
quarentena. Na presente pesquisa, somente 34,5% (190/550) das vacas eram oriundas de propriedades
que realizavam a quarentena.

Animais de propriedades com quantidade maior de 100 fémeas acima dos dois anos de idade
apresentaram trés vezes mais risco, o que poderia estar relacionado a presenga constante dos animais
na produgdo leiteira. Fatores predisponentes a infec¢do por N. caninum foram encontradas em fémeas
de 19 a 30 meses de idade (MELO et al., 2001), em que os autores afirmaram que ha maior pressao
produtiva (maior estresse) nos rebanhos leiteiros produtores de leite A/B.

O fato da ordenha manual ter reduzido em 49,4% o risco em relagdo a ordenha mecanica, pode
estar correlacionada as condi¢des higi€nicas das pequenas propriedades. Ghalmi et al. (2012)
afirmaram na anélise dos fatores de risco, que a populagdo bovina que habitava um ambiente ruim,
tinha maior risco associados a infec¢ao por N. caninum que locais com boas préticas de higiene.

Fatores importantes como a qualidade da dgua na propriedade, também j& foram descritos. A
agua corrente em relagdo a uma agua adequada para os animais foi relacionada como possivel forma

de infeccio (SUN et al., 2015) pois, segundo os autores, poderia haver o consumo de agua
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contaminada com oocistos de N. caninum provenientes de fezes de canideos domésticos infectados. Os
cdes podem ter acesso a dgua para beber e a0 mesmo tempo defecar dentro ou perto da regido de fonte
de dgua.

Na presente pesquisa, o fator origem da dgua nao foi considerado, pois a maioria das
propriedades ndo utilizava apenas uma fonte de dgua para a alimentagdo dos animais. Entretanto
ressalta-se que de acordo com o Instituto Trata Brasil (OLIVEIRA, 2017), o municipio de Uberlandia
estd no segundo lugar do ranking de saneamento basico das 100 maiores cidades brasileiras, quando se
avalia a evolugcdo dos indicadores de dgua, esgotos, investimentos e perdas de dgua. Segundo o
Departamento municipal de agua e esgoto de Uberldndia (DMAE, 2010), o municipio possui a
capacidade de tratar 100% do esgoto coletado, sendo que 98% do total de esgoto produzido é coletado
em Uberlandia, incluindo os distritos de Miraporanga, Tapuirama, Martinésia, Cruzeiro dos Peixotos e

a zona rural.

Conclusao

Concluiu-se que existem fatores de risco associados para o N. caninum: f€meas maiores de
dois anos, ordenha mecénica, compra frequente de animais, além do histérico individual de

abortamento e repeti¢ao de cio.
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do comprovante de tradu¢do ou correcdo de um dos seguintes tradutores: American Journal,
ExpertsEditage, Elsevier, http://www.proof-reading-service.com, http://www.academic-
editing-services.com/, http://www.publicase.com.br/formulario.asp , http://www.stta.com.br/
O autor principal devera anexar no sistema o documento comprobatodrio dessa correcio na
pagina de submissao em “Docs. Sup.”

OBSERVACOES:

1) Os manuscritos originais submetidos a avaliacdo sdo inicialmente apreciados pelo Comité
Editorial da Semina: Ciéncias Agrarias. Nessa andlise, sdo avaliados os requisitos de
qualidade para publicagdo na revista, como: escopo; adequacdo as normas da revista;
qualidade da redagdo; fundamentacio tedrica; atualizacao da revisdo da literatura; coeréncia e
precisdo da metodologia; contribuicdo dos resultados; discussdo dos dados observados;
apresentacdo das tabelas e figuras; originalidade e consisténcia das conclusdes. Se o nimero
de trabalhos com manuscrito ultrapassar a capacidade de anélise e de publicacdo da Semina:
Ciéncias Agrérias € feita uma comparagdo entre as submissdes, € sdo encaminhados para
assessoria Ad hoc, os trabalhos considerados com maior potencial de contribuicdo para o
avango do conhecimento cientifico. Os trabalhos ndo aprovados nesses critérios sao
arquivados e os demais sdo submetidos a andlise de pelo menos dois assessores cientificos,
especialistas da area técnica do artigo, sem a identificacdo do(s) autor(es). Os autores cujos
artigos forem arquivados, ndo terdo direito a devolucdo da taxa de submissdo.
2) Quando for o caso, deve ser informado que o projeto de pesquisa que originou o artigo foi
executado obedecendo as normas técnicas de bioseguranca e ética sob a aprovacdo da
comissao de ética envolvendo seres humanos e/ou comissao de ética no uso de animais (nome
da Comissdo, Instituicdo e n° do Processo).

NAO SERAO ACEITOS MANUSCRITOS EM QUE:

a) O arquivo do artigo anexado do trabalho contenha os nomes dos autores e respectiva
afiliacdo; b) Nao tenha sido realizado o cadastro completo de todos os autores nos metadados
de submissdo; Exemplo: Nome completo; Instituicdo/Afiliacdo; Pais; Resumo da
Biografia/Titulacao/funcao

b) Nao estejam acompanhados de documento comprobatério da taxa de submissdo, em
documento suplementar “Docs.Sup.” no ato da submissao;

¢) Ndo estejam acompanhados dos seguintes documentos suplementares: graficos,
figuras, fotos e outros, EM VERSAO ORIGINAL. (Formato JPEG; TIFF; EXCEL)

d) Nao constem no artigo original: titulo, resumo e palavras-chave em portugués e inglés,
tabelas e figuras.


http://www.editage.com.br/manuscriptediting/index.html
http://webshop.elsevier.com/languageservices/
http://www.proof-reading-service.com/
http://www.academic-editing-services.com/
http://www.academic-editing-services.com/
http://www.publicase.com.br/formulario.asp
http://www.stta.com.br/
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Categorias dos Trabalhos

a) Artigos cientificos: no maximo 20 paginas incluindo figuras, tabelas e referéncias
bibliograficas;

Apresentaciao dos Trabalhos

Os originais completos dos artigos, comunicagdes, relatos de casos e revisdes podem ser
escritos em portugués ou inglés no editor de texto Word for Windows, em papel A4, com
numeracdo de linhas por péigina, espacamento 1,5, fonte Times New Roman, tamanho 11
normal, com margens esquerda e direita de 2 cm e superior e inferior de 2 cm, respeitando-se
o numero de péginas, devidamente numeradas no canto superior direito, de acordo com a
categoria do trabalho.

Figuras (desenhos, grdficos e fotografias) e Tabelas serdao numeradas em algarismos arabicos
e devem ser incluidas no final do trabalho, imediatamente apos as referéncias bibliogréficas,
com suas respectivas chamadas no texto. Alem disso, as figuras devem apresentar boa
qualidade e deverdo ser anexadas nos seus formatos originais (JPEG, TIF, etc) em “Docs
Supl.” na pagina de submissdo. Nao serdo aceitas figuras e tabelas fora das seguintes
especificacdes: Figuras e tabelas deverdo ser apresentadas nas larguras de 8 ou 16 cm com
altura maxima de 22 cm, lembrando que se houver a necessidade de dimensdes maiores, no
processo de editoracio havera reducgdo para as referidas dimensdes.

Observacao: Para as tabelas e figuras em qualquer que seja a ilustragdo, o titulo deve figurar
na parte superior da mesma, seguida de seu nimero de ordem de ocorréncia em algarismo
arabico, ponto e o respectivo titulo.

Indicar a fonte consultada abaixo da tabela ou figura (elemento obrigatorio). Utilizar fonte
menor (Times New Roman 10).

Citar a autoria da fonte somente quando as tabelas ou figuras ndo forem do autor.

Ex: Fonte: IBGE (2014), ou Source: IBGE (2014).

Preparaciao dos manuscritos

Artigo cientifico: Deve relatar resultados de pesquisa original das areas afins, com a seguinte
organizacdo dos topicos: Titulo; Titulo em inglés; Resumo com Palavras-chave (no maximo
seis palavras, em ordem alfabética); Abstract com Key words (no miximo seis palavras, em
ordem alfabética); Introducdo; Material e Meétodos; Resultados e Discussdo com as
conclusdes no final da discussdo ou Resultados; Discuss@ao e Conclusdes separadamente;
Agradecimentos; Fornecedores, quando houver e Referéncias Bibliograficas. Os topicos
devem ser destacados em negrito, sem numeragdo, quando houver a necessidade de subitens
dentro dos topicos, os mesmos devem ser destacados em italico e se houver dentro do subitem
mais divisdes, essas devem receber nimeros arabicos. (Ex. Material e Métodos... Areas de
estudo...1. Area rural...2.Area urbana).

O trabalho submetido nao pode ter sido publicado em outra revista com o mesmo contetdo,
exceto na forma de resumo em Eventos Cientificos, Nota Prévia ou Formato Reduzido.

A apresentacao do trabalho deve obedecer a seguinte ordem:

1.Titulo do trabalho, acompanhado de sua tradu¢@o para o inglés.

2.Resumo e Palavras-chave: Deve ser incluido um resumo informativo com um minimo de
200 e um maximo de 400 palavras, na mesma lingua que o artigo foi escrito, acompanhado de
sua traducdo para o inglés (Abstract e Key words).

3.Introducdo: Devera ser concisa € conter revisdo estritamente necessaria a introducido do
tema e suporte para a metodologia e discussao.
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4.Material e Métodos: Podera ser apresentado de forma descritiva continua ou com subitens,
de forma a permitir ao leitor a compreensao e reproducdo da metodologia citada com auxilio
ou ndo de citacdes bibliograficas.

5. Resultados e Discussao: Devem ser apresentados de forma clara, com auxilio de tabelas,
graficos e figuras, de modo a ndo deixar dividas ao leitor, quanto a autenticidade dos
resultados e pontos de vistas discutidos.

6. Conclusodes: Devem ser claras e de acordo com os objetivos propostos no trabalho.

7. Agradecimentos: As pessoas, instituicoes e empresas que contribuiram na realizacdo do
trabalho deverdo ser mencionadas no final do texto, antes do item Referéncias Bibliogréficas.
Observacoes:

Notas: Notas referentes ao corpo do artigo devem ser indicadas com um simbolo sobrescrito,
imediatamente depois da frase a que diz respeito, como notas de rodapé no final da pagina.
Figuras: Quando indispensaveis figuras poderdo ser aceitas e deverdo ser assinaladas no texto
pelo seu ndmero de ordem em algarismos arabicos. Se as ilustracdes enviadas ja foram
publicadas, mencionar a fonte e a permissao para reproducao.

Tabelas: As tabelas deverdo ser acompanhadas de cabecalho que permita compreender o
significado dos dados reunidos, sem necessidade de referéncia ao texto.

Grandezas, unidades e simbolos:

a) Os manuscritos devem obedecer aos critérios estabelecidos nos Codigos Internacionais de
cada area.

b) Utilizar o Sistema Internacional de Unidades em todo texto.

¢) Utilizar o formato poténcia negativa para notar e inter-relacionar unidades, e.g.: kg ha™.
N3o inter-relacione unidades usando a barra vertical, e.g.: kg/ha.

d) Utilizar um espaco simples entre as unidades, g L, e ndo g.L " ou gL

e) Usar o sistema horario de 24 h, com quatro digitos para horas e minutos: 09h00, 18h30.

8. Citacoes dos autores no texto

Devera seguir o sistema de chamada alfabética seguidas do ano de publica¢do de acordo com
os seguintes exemplos:

a) Os resultados de Dubey (2001) confirmaram que .....

b) De acordo com Santos et al. (1999), o efeito do nitrogénio.....

c) Beloti et al. (1999b) avaliaram a qualidade microbiologica.....

d) [...] e inibir o teste de formacdo de sincicio (BRUCK et al., 1992).

e) [...Jcomprometendo a qualidade de seus derivados (AFONSO; VIANNI, 1995).

Citacoes com dois autores

CitacOes onde sao mencionados dois autores, separar por ponto e virgula quando estiverem
citados dentro dos parénteses.

Ex: (PINHEIRO; CAVALCANTTI, 2000).

Quando os autores estiverem incluidos na sentenca, utilizar o (e)

Ex: Pinheiro e Cavalcanti (2000).

Citacoes com mais de dois autores

Indicar o primeiro autor seguido da expressao et al.

Dentro do paréntese, separar por ponto e virgula quando houver mais de uma referéncia.

Ex: (RUSSO et al., 2000) ou Russo et al. (2000); (RUSSO et al., 2000; FELIX et al., 2008).
Para citacoes de diversos documentos de um mesmo autor, publicados no mesmo ano,
utilizar o acréscimo de letras minusculas, ordenados alfabeticamente apds a data e sem
espacejamento.

Ex: (SILVA, 1999a, 1999Db).

As citacoes indiretas de diversos documentos de um mesmo autor, publicados em anos
diferentes, separar as datas por virgula.

Ex: (ANDRADE, 1999, 2000, 2002).
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Para citacoes indiretas de varios documentos de diversos autores, mencionados
simultaneamente, devem figurar em ordem alfabética, separados por ponto e virgula.

Ex: (BACARAT, 2008; RODRIGUES, 2003).

9. Referéncias: As referéncias, redigidas segundo a norma NBR 6023, ago. 2000, e
reformulacdo nimero 14.724 de 2011 da ABNT, deverio ser listadas na ordem alfabética no
final do artigo. Todos os autores participantes dos trabalhos deverao ser relacionados,
independentemente do nimero de participantes. A exatiddo e adequagao das referéncias a
trabalhos que tenham sido consultados e mencionados no texto do artigo, bem como opinides,
conceitos e afirmacdes sao da inteira responsabilidade dos autores.

Observacao: Consultar os dltimos fasciculos publicados para mais detalhes de como fazer as
referéncias do artigo.

As outras categorias de trabalhos (Comunicacdo cientifica, Relato de caso e Revisdo) deverdo
seguir as mesmas normas acima citadas, porém, com as seguintes orientacdes adicionais para
cada caso:

Outras informacoes importantes

1. A publicacdo dos trabalhos depende de pareceres favoraveis da assessoria cientifica "Ad
hoc" e da aprovagdo do Comité Editorial da Semina: Ciéncias Agrérias, UEL.

2. Nao serdo fornecidas separatas aos autores, uma vez que os fasciculos estardo disponiveis
no endereco eletronico da revista (http://www.uel.br/revistas/uel).

4. Transferéncia de direitos autorais: Os autores concordam com a transferéncia dos direitos
de publicacdo do referido artigo para a revista. A reproducdo de artigos somente € permitida
com a citagdo da fonte e € proibido o uso comercial das informacdes.

5. As questOes e problemas ndo previstos na presente norma serdo dirimidos pelo Comité
Editorial da area para a qual foi submetido o artigo para publicacao.

6. Numero de autores: Nao hi limitacdo para nimero de autores, mas deverdo fazer parte
como co-autores aquelas pessoas que efetivamente participaram do trabalho. Pessoas que
tiveram uma pequena participagcdo no artigo deverdo ser citadas no topico de Agradecimentos,
bem como institui¢des que concederam bolsas e recursos financeiros.

Condicoes para submissao: Como parte do processo de submissdo, os autores devem
verificar a conformidade da submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As
submissdes que ndo estiverem de acordo com as normas serdo rejeitadas e aos autores
informados da decisao.

1. Os autores devem informar que a contribui¢do é original e inédita, e ndo estd sendo
avaliada para publicacdo por outra revista; caso contrario, deve-se justificar em
"Comentérios ao Editor".

2. Devem informar ainda que o material estd corretamente formatado e que os
Documentos Suplementares estdo anexados, ESTANDO CIENTE que a formatacao
incorreta importara na SUSPENSAO do processo de avaliacio SEM
AVALIACAO DE MERITO.

3. Devem ser preenchidos dados de autoria de todos os autores no campo
Metadados durante o processo de submissao.

Utilize o botao "incluir autor"

1. No passo seguinte preencher os metadados em inglés.

Para inclui-los, apds salvar os dados de submissdo em portugués, clicar em "editar
metadados" no topo da pégina - alterar o idioma para o inglés e inserir: titulo em inglés,
abstract e key words. Salvar e ir para o passo seguinte.

1. A identificacao de autoria do trabalho deve ser removida do arquivo e da opg¢ao
Propriedades no Word, garantindo desta forma o critério de sigilo da revista, caso
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submetido para avaliacdo por pares (ex.: artigos), conforme instru¢des disponiveis
em Assegurando a Avaliacdo Cega por Pares.

2. Os arquivos para submissao devem estar em formato Microsoft Word, OpenOffice ou
RTF (desde que nao ultrapassem 2MB)

O texto deve estar em folha A4, com linhas numeradas, espago 1,5; fonte Time New roman
de tamanho 11;

1. Atestar que foram seguidas todas as normas éticas, em caso de pesquisa com seres
vivos, estando de posse dos documentos comprobatérios de aprovacado pela comissdao
de ética envolvendo seres humanos e/ou comissao de ética no uso de animais caso
sejam solicitados.

2. Efetuar o pagamento da Taxa de Submissiao de artigos e anexar o comprovante
como documento suplementar “Docs. Sup.”

Declaracao de Direito Autoral

Os Direitos Autorais para artigos publicados nesta revista sdo de direito do autor. Em virtude
da aparecerem nesta revista de acesso publico, os artigos sd@o de uso gratuito, com atribui¢cdes
proprias, em aplicacdes educacionais € ndo-comerciais.

A revista se reserva o direito de efetuar, nos originais, alteracdes de ordem normativa,
ortografica e gramatical, com vistas a manter o padrdo culto da lingua e a credibilidade do
veiculo. Respeitard, no entanto, o estilo de escrever dos autores.

Alteragdes, correcdes ou sugestdes de ordem conceitual serdo encaminhadas aos autores,
quando necessario.

As opinides emitidas pelos autores dos artigos sao de sua exclusiva responsabilidade.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para 0s servigos
prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a
terceiros.

Semina: Ciéncias Agrarias
Londrina - PR
ISSN 1676-546X
E-ISSN 1679-0359
semina.agrarias(@uel.br

1. Deve ser incluido no campo COMENTARIOS PARA O EDITOR, um texto que
aponte a relevancia do trabalho (importincia e diferencial em relacdo a trabalhos ja
existentes), em até 10 linhas
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