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RESUMO. Um dos principais problemas sanitarios observados em caprinos e ovinos do
Estado de Pernambuco € a ocorréncia de abortamentos e de defeitos congénitos, aos quais
podem ser responsabilizados os Pestivirus, que ocorrem em bovinos em varios paises,
incluindo o Brasil. Para verificar o envolvimento dos Pestivirus nos abortamentos e mé-
formacé&o foi realizado um inquérito soro epidemiol6gico em caprinos e ovinos criados no
sertdo Pernambucano, principal regido produtora do estado. Foram submetidas ao teste de
soro neutralizagdo em micro placa, utilizando cepa-citopatogénica de BVDV-1 (NADL),
814 amostras de soros caprinos e ovinos. A prevaléncia encontrada foi de 10,9%
(9,36<p<12,42) em caprinos ¢ 7,0% (5,36<p<8,60) em ovinos. As amostras foram
estratificadas segundo a categoria animal (matriz, reprodutor e jovem) e mesorregido de
onde eram procedentes (Sertdo Pernambucano e Sertdo do S&o Francisco Pernambucano).
N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre as espécies e nem entre 0s
estratos. De acordo com as informagdes disponibilizadas, através de questionario
investigativo, o aborto ocorreu em 70,9% (22/31) das criagdes e defeitos congénitos em
83,9% (26/31). Em 61,3% das criacOes, caprinos, ovinos e bovinos sdo criados
conjuntamente. Pelos resultados obtidos pode-se concluir que os Pestivirus ocorrem em
pequenos ruminantes, independente da categoria animal e das regides estudadas, em baixa
prevaléncia.

Palavras chave: Pequenos ruminantes, soro neutralizagdo, diarréia viral bovina, Border
disease, defeitos congénitos

Anti pestivirus antibodies in goats and sheep backwoods of
Pernambuco state, Brasil

ABSTRACT: One of the main health problems found out in sheep and goat breeding of
Pernambuco’s hinterland has been the occurrence of miscarriages and birth defects,
which can be blamed on the pestiviruses have been infecting cattle in several countries,
including Brazil. In order to research the pestiviruses influence in abortions and
malformations a sero epidemiological survey has been carried out in goats and sheep in
the Pernambuco’s hiterland, the main producing region of the state. 814 serum samples of
goats and sheep have been submitted to neutralization microplate test using strain-
cytopathic BVDV-1 (NADL). The prevalence was 10.89% (9.36<p<12.42) in goats and
6.98% (5.36<p<8.60) in sheep. The samples were stratified according to animal type
(breeding female, breeder and young) and middle region where they were coming from
(Pernambuco’s hinterland and Sao Francisco Pernambucano’s hinterland). There were no
statistically significant differences between species or between the strata. According to
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the information available through investigative questionnaire, abortion occurred in
70.96% (22/31) of the breedings and birth defects in 83.87% (26/31). In 61.29% of
breeding goats, sheep and cattle are bred together. Through the results obtained we
concluded the pestivirus live in small ruminants, unattached of the animal category and

regions studied in low prevalence.

Keywords: Small ruminant, soroneutralization, bovine viral diarrhea, border disease,

birth defects.

Introducéo

No Nordeste brasileiro a maioria dos
rebanhos, caprino e ovino, vem sendo explorada
em sistemas extensivos relacionados a
subsisténcia, com manejo alimentar e higiénico-
sanitarios inadequados que podem ocasionar
muitos problemas sanitarios a exemplo dos
disturbios reprodutivos (Alencar, 2008).

Os distarbios reprodutivos, como
abortamento,  natimortalidade e  defeitos
congeénitos ndo sdo bem descritos em caprinos e
ovinos, sendo sua etiologia ainda obscura,
sabendo-se da participacdo de fatores genéticos,
agentes toxicos, nutricionais, infecciosos, dentre
outros. No Brasil, ha registros de altas taxas de
abortos e de casos de alteragbes congénitas
(incluindo artrogripose/ hidranencefalia/
hidrocefalia), sendo considerada a principal
(20%) causa de mortalidade perinatal de cabritos
e cordeiros no semi-arido nordestino (Medeiros
et al.,, 2005). Estudos em Pernambuco tém
demonstrado que alteracBes congénitas em
caprinos e ovinos ocorrem de forma endémica em
25% a 85% das criagdes (Alencar, 2008). Dentre
0s agentes infecciosos causadores destes
problemas podem destacar os virus causadores da
Diarréia Viral Bovina / Doenga das Mucosas
(BVD) e da Doenca das Fronteiras (DF), que sdo
classificados como pertencentes ao género
Pestivirus, e que causam hidroencefalia,
hipoplasia cerebelar e defeitos oculares, além de
aborto, natimortos e outras alteracbes congénitas
(Nettleton et al., 1998; Flores et al., 2005). No
Brasil, ha relatos da ocorréncia destes virus em
Pernambuco, nas espécies bovinas e caprinas, e
no Rio Grade do sul na espécie ovina (Castro et
al., 1993, 1994; Pescador et al., 2004).

Considerando a importancia dos Pestivirus
como causadores de aborto e de alteragdes
congeénitas em pequenos ruminantes, este estudo
foi conduzido com o objetivo de realizar
inquérito soro epidemioldgico para estimar a
prevaléncia de caprinos e ovinos soropositivos
para Pestivirus, criados no sertdo Pernambucano
e no Sertdo do S&o Francisco Pernambucano.

Material e Métodos
Area de estudo

O Estado de Pernambuco esta localizado na
regido Nordeste, possui area territorial de
98.311,616 km? e uma populacdo estimada de
8.413.593 habitantes (IBGE, 2005). Divide-se
geograficamente em trés sub-regides:
Litoral/Mata, Agreste e Sertdo. Esta Gltima esta
dividida em duas mesorregifes: Sertdo
Pernambucano e S&o Francisco Pernambucano. O
Sertdo é composto de 56 municipios, que
correspondem a dois tergos do territorio estadual,
onde se encontra a maior parte dos municipios do
semi-arido  pernambucano, cuja densidade
demografica é baixa. O estudo compreendeu 0s
municipios de Araripina, Exu0, Ouricuri,
Parnamirim, Sertania, Serra Talhada, Carnaiba,
Tuparetama, lguaraci e no Sao Francisco 0s
municipios de Petrolina, Orocd, Jatoba e Floresta
(IBGE, 2005).

Amostragem e colheita de material

Para estimar a soro prevaléncia dos Pestivirus
nos rebanhos caprino e ovino foi realizado
inquérito sorolégico com base no teste de
amostras de soros coletadas nas duas
mesorregides do Sertdo de Pernambuco. Para o
calculo do nimero minimo de amostras,
considerou-se a prevaléncia esperada de 50%,
indice de confianca de 95% e erro da estimativa
da prevaléncia de 5%, utilizando a formula
recomendada por Thrusfield (2004):

22.p.q

n= ————
d2

Onde:

n = nimero de amostras de soro;

z = grau de confianca;

p = prevaléncia esperada;

q =100 - p;

d = margem de erro na estimativa da prevaléncia.

Os célculos foram realizados com auxilio do
programa Epi-info, versdo 6.04 (Dean et al.,
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2001). Assim, obtiveram-se n = 384 amostras de
cada espécie. Considerando-se um numero fixo
de amostras por criacdo de 10 animais (sete
matrizes, um reprodutor e dois animais jovens
(acima de cinco meses, ainda ndo em
reproducdo), o nimero minimo de criacbes a
serem amostradas foi de 39. As criagOes foram
selecionadas com base nos dados cadastrais das
prefeituras  municipais e associacBes de
caprinovinocultores. A coleta de sangue foi
realizada pela venopuncéo jugular utilizando-se
tubos tipo vacuntainer. Apds a coleta os tubos
foram identificados e acondicionados em caixas
isotérmicas e encaminhados ao Laboratorio
Mével do Programa de Melhoria da Sanidade
Caprina e Ovina de Pernambuco. Apds
centrifugacéo a 2000 x g o soro foi armazenado a
-20°C até o momento da realizacdo do teste
sorolégico.

Foi ainda realizado, em 31 propriedades, na
mesorregido do Sertdo Pernambucano, aplicagdo
de questionario visando & obtencdo de
informacdes, junto aos produtores ou tratadores,
sobre a ocorréncia de abortos e defeitos
congénitos nos rebanhos bem como sobre as
espécies de ruminantes que eram criadas.

Cultura de células e virus

Nos procedimentos de multiplicag&o, titulacdo
do virus e no teste de soro neutralizagcdo foram
utilizadas as células de linhagem Madin Darby
Bovine Kidney (MDBK) cultivadas em Meio
Essencial Minimo de Eagle (MEM)
suplementados com antibi6ticos (penicilina e
estreptomicina), antifungicos (anfotericina B) e
10% de Soro Fetal Bovino (SFB), negativo para
Herpesvirus e Pestivirus. Essas células foram
cultivadas em garrafas Cornning® de 125cm? de
area de cultivo e mantidas em estufa a 37°C.
Estas celulas foram inoculadas com amostra viral
citopatogénica (CP) de BVDV-1 (NADL)
(ATCC, 2008), cujo efeito citopatogénico (ECP)
¢ caracterizado por morte celular e
desprendimento da monocamada, de quatro a seis
dias pds-inoculagéo.

Titulagéo viral

Foi realizada em placas de 96 pogos para
cultura de células Cornning® onde foram
distribuidos 50ul/pogo de meio essencial minimo
de Eagle (MEM) sem soro fetal bovino (SFB),
em seguida a amostra viral foi diluida (10 até
101% em MEM contendo 2% SFB e distribuida
(50ul/pogo) em quadruplicata. Ap6s incubagdo
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das placas a 4°C, por uma hora, a suspensdo
celular (100.000 células/ml) foi adicionada em
volume de 100 pl/poco. As placas foram
incubadas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,
por 96 horas, quando foi realizada a leitura para
calculo do titulo viral. Em cada placa utilizaram-
se duas colunas para controle de células. O titulo
viral foi calculado de acordo com o método de
Reed & Muench (1938).

Soro neutralizacéo (SN)

Os soros foram inativados a 56°C por 30
minutos e submetidos ao teste de soro
neutralizacdo (SN) em micro placas seguindo
protocolo descrito por Botton et al. (1998). Os
ensaios foram realizados em placas de 96 pocos
para cultura de células Cornning®, utilizando-se
as diluicGes 1:2 e 1:4 dos soros, em duplicata,
contra. uma dose fixa de wvirus (100
TCIDsow/poco) e células MDBK nas mesmas
condigbes da titulagdo. As placas foram
incubadas a 37°C e atmosfera de 5% de CO- por
96 horas, quando foram realizadas as leituras em
microscopio de luz invertida.

Analise estatistica

Neste inquérito sorolégico foram calculadas
as prevaléncias com o0s respectivos desvios
padrdes. Para verificar a associagdo entre soro
positividade e os estratos (espécie, categoria
animal e mesorregido de origem) foram
realizados o teste de Qui-quadrado (?) e a Prova
Exata de Fischer, utilizando o intervalo de
confianca de 95%, empregando-se 0 programa
Epi Info, versdo 6.04 (Dean et al., 2001).

Resultados e Discussao

Foram testadas amostras de soro coletadas em
59 propriedades do Sertdo Pernambucano e 22
propriedades do Sdo Francisco Pernambucano,
das quais 413 eram da espécie caprina e 401 da
espécie ovina. A prevaléncia encontrada de
animais soropositivos para Pestivirus foi de
10,9% (9,4 < p< 12,4) em caprinos e de 7,0%
(5,4 < p < 8,6) em ovinos, ndo havendo diferenca
entre as prevaléncias observadas nas duas
espécies (x2= 3,82; P>0,05).

Animais soropositivos para BVDV foram
encontrados em 61,0% (60,0 < p < 62,0) das
criagdes de caprinos e em 50,0% (42,0 < p< 58,0)
de ovinos distribuidos nas mesorregides do
Sertdo Pernambucano, onde se encontrou uma
prevaléncia de 9,3% (7,62 < p < 10,9) na espécie
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caprina e de 8,5% (6,9 < p < 10,2) nos ovinos. No
Sertdo do S&o Francisco a prevaléncia em
caprinos foi de 16,0% (12,3 < p <19,9) e a de
ovinos de 3,0% (1,7 < p < 5,0). Néo houve
diferenca entre as frequéncias observadas nas
mesorregides (P>0,05) (Tabela 1).

Em estudo realizado por Castro et al. (1994),
com caprinos leiteiros puros e mesticos em

Pernambuco, utilizando no teste de soro
neutralizacdo a mesma cepa viral (NADL)
empregada  neste  trabalho,  observaram

prevaléncia de 11,6%. Esses achados reforcam a
ideia de que os Pestivirus estdo amplamente
distribuidos em ruminantes e em muitas
localidades (Valdazo-Gonzales et al., 2006),
inclusive no Brasil, onde tem sido relatado em
varios  estados, incluindo  Pernambuco,
principalmente em bovinos (Castro et al., 1993;
Flores et al., 2005). Estes resultados demonstram
gue o virus esta presente na populacdo animal de
forma constante, muitas vezes sem ser percebido,
pois a sintomatologia clinica manifestada é
facilmente confundida com outras enfermidades
infecciosas e por intoxicac@es que ocorrem com a
ingestdo da jurema preta (Mimosa verrucosa),
além disso, a baixa prevaléncia encontrada
precisa ser avaliada de forma cuidadosa, pois na
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populagdo amostrada podem ser encontrados
animais persistentemente infectados (Pl), que
portam o virus e apresentam baixo titulo de
anticorpos circulantes, que ndo sdo detectados na
sorologia. Faz-se necessario, portanto, a
continuacdo deste estudo visando a deteccdo
destes animais e a comparagdo dos tipos virais
gue ocorrem em bovinos, caprinos e ovinos, para
elucidar se os bovinos sdo fonte de infeccdo de
pestivirus para ovinos e caprinos e/ou vice-versa.

Ao se estratificar a amostra em jovens,
matrizes e reprodutores ndo foi observado
diferenca entre a soro positividade e 0s estratos
estudados em ambas as espécies (y2, P>0,05)
(Tabela 1). Como ndo existem dados na literatura
que tragam informacdo sobre a prevaléncia em
diferentes faixas etarias, entre matrizes e
reprodutores, estas variaveis foram avaliadas
neste estudo e observou-se que a prevaléncia
entre matrizes, tanto ovina como caprina, foram
numericamente superiores as categorias de
reprodutores e jovens; porém ndo houve
diferenga (¥?, P>0,05). Seria necessario estudar
um maior nimero de amostras por estrato para
estabelecer conclusivamente qualquer relagdo
entre esses estratos e a positividade para
Pestivirus.

Tabela 1. Resultado do teste de soro neutralizagdo (SN), para pesquisa de anticorpos anti pestivirus (cepa NADL
de BVDV-1a), em caprinos e ovinos coletado, no periodo de 2006 a 2008, no Sertdo do Estado de Pernambuco,

de acordo com a categoria animal e mesorregido

Caprino Ovino
Variavel Estrato
Pos (%) Total Pos (%) Total
Matriz 35 (12,15)2 288 22 (7,85)° 280
Categoria Animal Reprodutor 4 (9,09)2 44 4 (9,75)° 41
Jovem 6 (7,40)? 81 2 (2,5)° 80
Sertdo Pernambucano 29 (9,26)° 313 24 (8,54)¢ 281

Mesorregidao - .
9 Sao Francisco Pernambuco

16 (16,00)° 100 4 (3,33)¢ 120

2(x2=0,35; P=0,55)
b(Prova Exata de Fischer; P=0,55)
°(x2=3,54; P=0,06)
d(x?=3,51; P=0,06)

De acordo com as informacdes
disponibilizadas pelos criadores ou tratadores,
nas 31 propriedades localizadas no Sertdo
Pernambucano, o aborto ocorreu em 70,96%
(22/31) das criagOes investigadas e defeitos
congénitos em 83,87% (26/31). Os defeitos
congénitos mais frequentemente relatados foram:
artrogripose de membros anteriores, posteriores e
de cervical, agenesia de membros posteriores,
ceguerira, microftalmia, agnatismo, prognatismo,

Iabio leporino e mé formagcdo da face. Altas taxas
de abortamentos tém sido verificadas em varios
estados do pais, a exemplo de Minas Gerais
(50,0%) (Guimaraes et al., 2009), Ceara (75,6%)
(Pinheiroet al., 2005) e Paraiba (65,0%)
(Bandeira, 2005). As alteracBes congénitas
também sdo frequentes e incluem artrogripose-
hidranencafalia/hidrocefalia, sendo considerada a
principal causa de mortalidade perinatal (20%) de
cabritos e cordeiros no semi-arido nordestino
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(Medeiros et al., 2005). Estudo recente em
Pernambuco tem demonstrado que alteracBes
congénitas em caprinos e ovinos ocorrem de
forma endémica em 25% a 85% das criacOes
(Alencar, 2008). Os defeitos congénitos
observados neste estudo (artrogripose de
membros anteriores, posteriores e cervical,
agenesia de membros posteriores, labio leporino,
agnatismo, prognatismo, ceguerira, microftalmia
e ma formacdo da face) sdo similares as
encontradas em outras &reas do estado de
Pernambuco (Alencar, 2008) e superiores as
encontradas no semi-arido paraibano (Medeiros
et al.,, 2005). De modo geral, ndo se tem
conhecimento da etiologia desses disturbios. A
ocorréncia de animais soropositivos para
Pestivirus demonstra que o virus circula na
populagdo do Sertdo de Pernambuco. Assim,
deve-se considerar Pestivirus como causa
potencial de tais disturbios, pois, de acordo com
Moenning e Plagemann (1992) os principais
problemas causados pelos Pestivirus sdo aborto,
defeitos congénitos e animais PlI.

Adicionalmente foi informado que caprinos e
ovinos sdo criados em conjunto com bovinos em
61,29% das 31 criagOes investigadas. Esta regido
apresenta clima semi-arido onde as secas sdo
freqiientes e apresenta a caatinga como vegetacao
tipica. E a principal area produtora de caprinos e
ovinos onde sdo criados 83,6% do rebanho do
estado de Pernambuco (IBGE, 2005). Os
caprinos e ovinos sdo criados geralmente de
forma extensiva, conjuntamente com bovinos, em
sistemas extensivos ou semi  extensivos,
relacionados a subsisténcia, com instalagdes
simples com chéo batido (74,8%) e descobertos
(61,7%), com manejo alimentar, em que a agua
ofertada aos animais ndo € tratada (83%),
reprodutivo e higiénico-sanitarios inadequados
(Alencar, 2008), o que propicia condigdes
favoraveis ao surgimento e/ou a manutencao e
transmissdo de agentes infecciosos, como por
exemplo, os Pestivirus.

Foi verificado que na maioria das criacdes ha
manejo conjunto de pequenos ruminantes e
bovinos. Nas criacbes extensivas 0s animais
pastejam livremente em &reas comuns e sdo
recolhidos ao entardecer, quando o contato entre
0S animais & mais estrito, 0 que promove 0
contato intra e inter espécie, facilitando a
transmissdo de agentes infecciosos como 0s
Pestivirus. Este convivio é facilitador da infeccdo
de ovinos e caprinos pelos bovinos, pois de
acordo com Lima et al. (2004) a infec¢do pelo
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BVDV estd amplamente difundida no rebanho
bovino brasileiro, e em particular no Estado de
Pernambuco (Castro et al., 1993).

Ao se comparar as prevaléncias encontradas
em cada mesorregido estudada observou-se que
ndo houve diferenga (2, P>0,05), 0 que pode ser
explicado devido as préaticas de manejo adotadas
nas duas mesorregides serem as mesmas, e pelas
condi¢cBes geograficas serem similares. Além
disso, a comercializacdo, entre os produtores é
realizada de forma livre e sem realizacdo de
exames para triagem e sistema de quarentena, o
que facilita a circulacdo de agentes infecciosos
entre as mesorregides estudadas.

Concluséo

Pelo esbogo pode-se concluir que o0s
Pestivirus ocorrem em caprinos e ovinos nos
Sertdes Pernambucano e do S&o Francisco
Pernambucano, independente de idade e sexo, em
baixa prevaléncia. Porém, os resultados devem
ser interpretados com cautela devido a
possibilidade da existéncia de animais
persistentemente infectados (Pl), que portam o
virus e apresentam baixo titulo de anticorpos
circulantes, que ndo detectados na sorologia e
nado foram avaliados neste estudo.
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