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RESUMO

Brucelose, leptospirose, diarreia viral bovina (DVB) e rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) sédo doencas
abortivas que comprometem a eficiéncia produtiva dos rebanhos bovinos. Em diferentes municipios de
Oaxaca, México, foram observados problemas reprodutivos sugestivos dessas doengas. O objetivo do
estudo foi determinar a frequéncia de DVB, IBR, brucelose e leptospirose em bovinos de duplo
proposito criados em diferentes regifes de Oaxaca. 2.691 amostras de sangue foram coletadas de 127
rebanhos de gado para diagnosticar sorologicamente a brucelose usando o rosa Bengala de 8% e
testes de Rivanol; aglutinacéo microscépica (MAT) com uma bateria de seis sorovares de Leptospira;
por bloqueio e ELISA indireto para DVB e IBR respectivamente. A frequéncia geral aparente do rebanho
foi brucelose: 2,3%, leptospirose: 86,6%, IBR: 65,4% e DVB: 56,7%. A frequéncia real para brucelose,
leptospirose, IBR e DVB foi -9,1% (ICes=-10,1, -7,9%), 64,3% (ICos = 62,5, 66,1%), 40,1% (ICes = 38,2,
41,9%) e 33,2% (ICes = 31,4, 35,0%) respectivamente. Na regido da Costa, foi observada a maior
porcentagem de animais com anticorpos contra Leptospira, IBR e DVB. O presente estudo evidenciou
sorologicamente a presenca de anticorpos contra brucelose, IBR, DVB e seis sorovares de Leptospira
em rebanhos bovinos de dupla finalidade do estado de Oaxaca, México.

Palavras-chave: Brucelose, leptospirose, DVB, IBR, Freqiiéncia.

ABSTRACT
Brucellosis, leptospirosis, bovine viral diarrhea (BVD) and bovine infectious rhinotracheitis (IBR) are
abortive diseases that compromise productive efficiency in cattle. In different municipalities of Oaxaca,
Mexico, reproductive problems suggestive of these diseases have been observed. This study
determined the frequency of DVB, IBR, brucellosis and leptospirosis in dual-purpose cattle herds in
different regions of Oaxaca Mexico. A total of 2,691 blood samples were collected from 127 bovine
herds to diagnose brucellosis serologically using the rose Bengal and Rivanol tests; microscopic
agglutination test (MAT) with a battery of six Leptospira serovars; ELISA by blocking and indirect for
BVD and IBR respectively. The apparent overall frequency of herd was brucellosis: 2.3%, leptospirosis:
86.6%, IBR: 65.4% and BVD: 56.7%. The real frequency for brucellosis, leptospirosis, IBR and BVD
was -9.1% (CI95 = -10.1, -7.9%), 64.3% (CI95 = 62.5, 66.1%), 40.1% (IC95 = 38.2, 41.9%) and 33.2 %
(IC95 = 31.4, 35.0%) respectively. In the Costa region, the highest percentage of animals with antibodies
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against Leptospira, IBR and BVD was observed. The present study showed serologically the presence
of antibodies against brucellosis, IBR, DVB and six serovars of Leptospira in bovine herds’ double
purpose of Oaxaca State, Mexico.

Keywords: brucellosis, leptospirosis, BVD, IBR, frequency

INTRODUCAO

Oaxaca ocupa a sexta posi¢cdo no censo pecuario nacional com 1.741.741 bovinos,
embora a producdo de carne e leite desta espécie esteja nas posicdes 12 e 17
respectivamente (SIAP, 2018). Este estado é caracterizado por um clima tropical
umido, onde predominam rebanhos de duplo propésito, familia do tipo leiteiro de 30
animais; pastado em espécies nativas de sequeiro. Nesta regido do México, existem
doencas reprodutivas que colocam em risco a producdo de bezerros. Esses
problemas sanitarios aumentam o custo de producao devido aos tratamentos, a baixa
taxa de partos e ao menor volume de leite devido as perdas gestacionais.

No México, mais de 70% dos abortos sdo considerados de origem desconhecida,
aliados a esses problemas somam-se problemas de saude, que comprometem a
produtividade eficiente dos animais (Escamilla et al., 2007). Entre as doencas mais
importantes estdo as que afetam a reproducéo, colocando em risco a disponibilidade
de bezerros; também aumentam o custo de producdo devido aos tratamentos (Rojo
et al., 2009). Os agentes infecciosos associados a disturbios reprodutivos em
ruminantes incluem agentes virais abortivos, como diarreia viral bovina (DVB)
(Brodersen, 2014; Larghi, 2018) e rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) ((Baillargeon
et al., 2017; Valas et al., 2019) de origem bacteriana para Brucella abortus (Zakia et
al., 2016; Poester et al., 2013) e Leptospira (Martins e Lilenbaum., 2017; Lilenbaum e
Martins., 2014). Portanto, o objetivo do estudo foi determinar a frequéncia de
anticorpos contra brucelose, leptospirose, DVB e IBR em bovinos de dupla finalidade
criados em diferentes regides do estado de Oaxaca, no México.

MATERIAL E METODOS

Localizagdo geografica e animais de estudo

O estudo foi realizado em quatorze municipios localizados na Serra Norte, Itsmo e
Costa, localizados no estado de Oaxaca (Tabela 1). Foram utilizados 2.691 bovinos
fémeas de diferentes racas entre novilhas em idade reprodutiva (1,5-3 anos) e adultos
(3 a 12 anos). Esses animais representam 217 rebanhos bovinos de dupla finalidade,
familia do tipo leiteiro. Os rebanhos amostrados ndo apresentavam histérico de
vacinacao contra brucelose (BRU), diarreia viral bovina (DVB), rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR) e leptospirose (LEP).

Desenho do estudo e amostragem

O desenho do estudo foi descritivo, observacional, transversal. Foi realizada uma
amostragem nao probabilistica (por conveniéncia) em rebanhos de produtores que
colaboraram. Em cada amostra de bovinos foram coletados 10 ml de sangue (tubo
descartavel sem anticoagulante), por puncdo venosa da veia coccigea; usando
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equipamento de extracdo Vacutainer®. As amostras foram identificadas e colocadas
em repouso por aproximadamente 20 min em temperatura ambiente para
desprendimento do coagulo, e posteriormente armazenadas a 5 °C para transporte
para o laboratorio de doencas de pequenos ruminantes, INIFAP, Palo Alto. As
amostras de sangue foram centrifugadas a 20 x g por 10 min para obtencéo de soro
e armazenadas a -5 °C até a analise soroldgica.

Testes soroldgicos

Para o diagnéstico de brucelose, foi utilizado o teste do cartdo de 8% (teste Aba,
PRONABIVE, México); as amostras positivas foram confirmadas com o teste de
rivanol (teste Aba PRONABIVE, México), considerando-se uma amostra positiva,
quando os titulos fossem = 1:50 (Mexican Official Standard NOM-041-Z0O0-1995).

O diagndstico da leptospirose foi feito pelo teste de aglutinacdo microscopica (MAT),
com seis sorovares e trés cepas de referéncia: Sejroe (sorovar Wolffi), Sejroe (sorovar
Hardjo) e Tarassovi (sorovar Tarassovi); bem como trés de isolamento nacional:
Icterohaemorrhagiae (sorovar Icterohaemorrhagiae), Sejroe (Hardjo prajitno) e
Canicola (sorovar Portland-vere); considerando uma amostra positiva quando o0s
titulos fossem = 1: 100 (OIE, 2004).

Para a detecgdo e quantificagdo de anticorpos contra DVB, foi utilizado um teste
comercial: CIVTEST® BOVIS BVD/BD P80 de Laboratorios Hipra, SA, seguindo as
instrugbes do fabricante, incluindo os procedimentos para determinacdo do indice
relativo (determinado a partir da densidade 6ptica (DO) de amostras e controles Este
€ um ELISA de bloqueio que detecta anticorpos contra uma proteina especifica (p80)
presente em todas as cepas de vDBV.

As placas foram lidas em leitor de ELISA, com comprimento de onda de 450 nm. Os
resultados foram expressos como uma porcentagem de inibicdo, de acordo com a
seguinte formula: % IN = (DO médio da amostra de controle negativo-DO/DO médio
do controle negativo) * 100.

Uma porcentagem de inibi¢do inferior a 50% €é soronegativa.

Uma porcentagem de inibi¢cdo igual ou superior a 50% € soropositiva.

Para o diagnoéstico de IBR, foi utilizado um teste comercial, CIVTEST® BOVIS IBR de
Laboratorios Hipra, SA, seguindo as instrucbes do fabricante, incluindo os
procedimentos para determinacdo do indice relativo (determinado a partir da
densidade ¢ptica (DO) das amostras e controles O teste € baseado num ELISA
indireto, que detecta anticorpos especificos contra o virus IBR.

As placas foram lidas em leitor de ELISA, com comprimento de onda de 450 nm. Os
resultados sédo expressos em indice relativo x 100 de acordo com a seguinte férmula:
IRPC = (amostra de DO-controle negativo de DO médio/controle positivo de DO médio
- controle negativo de DO médio) * 100

Um indice Relativo por Cem (IRPC) menor ou igual a 9 é um resultado negativo.

Um IRPC maior que 9.0 e menor que 15.0 é um resultado suspeito.

Um IRPC maior que 15 € um resultado positivo.
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Andlise estatistica

Tabelas de contingéncia foram construidas para calcular a frequéncia de animais
soropositivos por doenca e regido. A partir do nimero de amostras positivas para cada
um dos testes soroldgicos, estimou-se a frequéncia aparente no rebanho (pax) € 0S
niveis aparentes individuais (pia). Com o valor da sensibilidade e especificidade de
cada teste utilizado, o numero de animais soropositivos dentro de cada doenca, o
tamanho da populacéo bovina no estado de Oaxaca (N), o tamanho da amostra (n)
por regido e 0 numero total de animais amostrados, a prevaléncia real (pr) €
respectivos intervalos de confianca (ICes5%) foram calculados para cada doenca dentro
de cada regido (Noordhuizen et al., 1997). Para o calculo dos dados, os mesmos foram
processados no programa WinEpi (Working in Epidemiology, http://www.winepi.net/)
de acordo com a seguinte formula: Pre = Prevaléncia de Ind aparente - (1- Esp)/1- [(1-
Esp) + (1- Sens)]

Como a amostragem nao foi proporcional ao tamanho do rebanho, a prevaléncia (p)
e respectivo erro padréo (E.Pp) foram corrigidos para o tamanho do rebanho por meio
desta formula: p = YNipi/N e E.P, =D * E.E.s, onde Ni € o tamanho do rebanho; pi
€ a prevaléncia do rebanho, N = YNi é o numero total de bovinos nos rebanhos
amostrados; D=0 efeito do desenho (D=1,96) (Bennett et al., 1991; Otte e Gumm,
1997); E.E.s 0 erro padrdo para uma amostra aleatéria simples Vpg/n; n é o nimero
total de animais amostrados (n = 2691). D foi calculado como D = 1 + (k — 1)re; Onde
k € o numero de animais no rebanho e re € a correlagdo dentro do rebanho, estimada
a partir dos componentes de uma analise de variancia unilateral que incluiu o efeito
aleatorio do rebanho. O erro padrao aproximado de re e D foi obtido de acordo com
(Solis et al., 2003).

RESULTADOS
Brucelose
A Tabela 1 mostra a frequéncia de brucelose. Foi observado um pax = 2,3% de
rebanhos positivos para brucelose com o teste de rivanol, o que corresponde a um pre
=-9,1% (ICes -10,1, -7,9%). O acima exposto equivale a um total de quatro animais
positivos, sendo a regido da Costa onde foi observada a maior frequéncia de animais
e a Serra Norte onde ndo houve reatores.
Leptospirose
86,6% dos rebanhos amostrados apresentaram pelo menos um animal positivo para
leptospirose, para algum dos seis sorovares incluidos neste estudo (Tabela 1),
equivalente a um pre = 64,3% (ICos 62,5, 66,1%) nos animais amostrados. As regides
de Itsmo e Costa tiveram um pan de 100%; no entanto, a regido da Serra Norte foi a
maior pre (76,5%). Os sorovares com maior frequéncia foram Hardjo prajitno (49,09%)
e Icterohaemorrhagiae (34,89%); ambos de isolamento nacional (Tabela 2).
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Tabela 1. Frequéncia de doencas no rebanho e nivel individual calculada em quatro regides
do estado de Oaxaca

REBANHOS INDIVIDUAL
Doenca Regido n [G) Pan n ) Pia Pre ICos%

Sierra Norte 120 0 0.0% 1031 0 0.0% -0.09 (-10.9, -7.4%)

Brucelose ltsmo 57 2 3.5% 964 1 0.10%  -9.07% (-10.9, -7.3%)

(Rivanol) Costa 40 3 7.5% 696 3 0.43% -8.8% (-10.9, -6.72%)

Oaxaca 217 5 2.3% 2691 4 0.15% -9.1% (-10.1, -7.9%)

SierraNorte 120 91 75.8% 1031 783 75.9%  76.5% (73.9, 79.1%)

L . ltsmo 57 57 100% 964 628 65.1%  65.1% (62.0, 68.1%)
eptospirose

Costa 40 40 100% 696 323  46.4%  45.3% (41.5, 48.9%)

Oaxaca 217 188 86.6% 2691 1734 64.4%  64.3% (62.5, 66.1%)

SierraNorte 120 50 41.7% 1031 420 40.7% = 46.4% (43.4, 49.5%)

BR ltsmo 57 54 94.7% 964 262 27.2%  30.6% (27.7, 33.5%)

Costa 40 38 95.0% 696 268 385%  43.8% (40.1, 47.5%)

Oaxaca 217 142 65.4% 2691 950 35.3%  40.1% (38.2, 41.9%)

Sierra Norte 120 48 40.0% 1031 430 41.7%  40.8% (37.8, 43.8%)

DVB ltsmo 57 38 66.7% 964 307 31.8%  30.3% (27.4, 33.2%)

Costa 40 37 92.5% 696 194 27.9%  26.0% (22.7, 29.3%)

Oaxaca 217 123 56.7% 2691 931  34.6%  33.2% (31.4, 35.0%)

Para o célculo do Pré (prevaléncia real), foram considerados N = 1.766.208 animais para o estado de Oaxaca (SIAP, 2018),
uma sensibilidade e especificidade por teste de 83% e 93% para brucelose (Rivanol); 98,2% e 96,4% para leptospirose (MAT);
86,59% e 99,10% para IBR (ELISA); 96,94% e 97,84% para DVB (ELISA)

Tabela 2. Frequéncia de animais soropositivos para cada um dos sorovares de Leptospira
identificados por regido

REGIAO
Sorovares
Sierra Norte Costa Istmo Total
Canicola* 2.03% (21/1031) 32.76% (228/696) 6.95% (67/964) 12.00% (316/2691)

Hardjo

Hardjo prajitno*

Icterohaemorrhagiae*

Tarassovi

Wolffi

25.80% (266/1031)
53.34% (550/1031)
57.13% (589/1031)

4.07% (42/1031)

33.66% (347/1031)

19.68% (137/696)
37.64% (262/696)
35.78% (249/696)

6.18% (43/696)

3.16% (22/696)

35.17% (339/964)
52.80% (509/964)
10.48% (101/964)

7.26% (70/964)

7.57% (73/964)

27.60% (742/2691)
49.00% (1321/2691)
34.90% (939/2691)
5.80% (155/2691)

16.00% (442/2691)

*Cepas nacionais

Rinotraqueite infecciosa bovina
Observou-se paH = 65,4% nos rebanhos amostrados no estado de Oaxaca e
pre=40,1% (ICos 38,2, 41,9%) de animais com anticorpos contra IBR; embora 0 pan
tenha sido maior na regido do Litoral (95%) e o pre foi maior na Serra Norte (46,4%).

Diarreia viral

bovina

56,7% dos rebanhos apresentaram anticorpos contra DVB, com pre=33,2% (ICos 31,4,
35,0%) nos bovinos amostrados. A maior porcentagem de rebanhos afetados
localizava-se no litoral (92,5%); no entanto, foi a regido da Serra Norte onde foi
detectado o maior pré (40,8%; IC95 37,8, 43,8%) de anticorpos contra DVB.


https://www.gob.mx/siap
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DISCUSSAO

Apesar da importancia econémica que o gado bovino representa para o estado de
Oaxaca e do impacto que as doencas reprodutivas tém, a frequéncia dessas doencas
era desconhecida. No entanto, diversos estudos tém sido realizados em outras
regides do pais sobre a frequéncia das quatro doencas estudadas (Rosete et al., 2018;
Segura et al., 2010; Segura et al., 2003)

Neste trabalho, foram encontradas evidéncias soroldgicas, embora com baixa
frequéncia, da presencga de Brucella, nessas regides de Oaxaca. Os resultados séo
semelhantes aos reportados pelo Servigo Nacional de Saude, Seguranca e Qualidade
Agroalimentar (SENASICA, 2014), de 0,09% para a brucelose bovina naquele estado.
Em contrapartida, as prevaléncias relatadas por alguns autores em rebanhos leiteiros
intensivos, localizados em éareas endémicas desta doenca, sdo muito maiores,
influenciadas pela superlotacao, falta de areas exclusivas de parto, entre outras que
favorecem a transmisséo da bactéria (Milian et al., 2016).

Os resultados deste trabalho mostram uma alta frequéncia soroldgica de leptospirose,
DVB e IBR. Isso pode ser devido a compra e introducdo de gado de rebanhos
infectados, a falta de barreiras fisicas, ao contato do gado com outras producdes ou a
nao realizagdo de quarentena ou vacinacdo para evitar o aparecimento de
manifestacdes clinicas da doenca (Miyama et al., 2017; Milidn et al., 2016; Gates et
al., 2013; Lilenbaum e Martins., 2014; Muylkens et al., 2007; Nandi et al., 2009). Além
disso, as condicbes de umidade que prevalecem nessas areas favorecem a
sobrevivéncia da Leptospira fora dos hospedeiros, fazendo com que outros animais
adquiram a infeccdo. Com os testes soroldgicos, ndo € possivel determinar se a
presenca de anticorpos se deve a uma infeccdo recente ou de longa data. O que se
pode concluir € que a grande maioria dos animais esta exposta ou vive em condi¢ces
gue permitem infeccdes por esses agentes, visto que na maioria dos rebanhos havia
pelo menos um animal soropositivo.

Nos estudos realizados em bovinos, o sorovar Hardjo é o de maior frequéncia, pois 0s
bovinos séo reservatérios desse sorovar e a transmissao entre eles é facilitada pelo
contato direto e ndo depende de fatores ambientais (Carmona et al., 2011; Olmo,
2019). Segura et al., 2003 relatam uma soroprevaléncia de 62,8% em Yucatén; os
sorovares Hardjo e Tarassovi tiveram as maiores soroprevaléncias 54,1% e 53,3%,
respectivamente. Os resultados obtidos nestes estudos coincidem com os obtidos na
atualidade, sendo os sorovares Hardjo, Wolffi e Icterohaemorrhagiae os mais
frequentemente diagnosticados (Carmona et al., 2011; Escamilla et al., 2007).

Os resultados do IBR séo semelhantes aos relatados nos estados do sul do pais; Solis
et al., 2003 obtiveram uma soroprevaléncia de 54,4% no estado de Yucatan; Milian et
al., 2016 relatam uma soroprevaléncia entre 57-83% em gado leiteiro no México. Em
estudos realizados no centro do pais, as prevaléncias relatadas diferem de nossos
resultados. Ojeda et al., 2016 em estudo que realizaram para estimar a prevaléncia
de IBR em diferentes municipios do estado do México, relataram 18% de animais
soropositivos, o que coincide com Maganfa et al., 2005 que relatam uma taxa de 22%
no gado de quintal em Michoacan.
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A frequéncia da doenca varia em cada regido, portanto ndo se pode atribuir que o
contato proximo seja o Unico fator que determina a alta prevaléncia da doenca, uma
vez que altas prevaléncias de DVB e IBR tém sido relatadas em rebanhos leiteiros e
rebanhos leiteiros. , onde o0s animais estao pastando (Milian et al., 2016
A frequéncia de DVB no pais também apresenta resultados variaveis. Neste estudo
foi obtida uma frequéncia de 35,3%, Moles et al., 2002 relataram 72,3% para DVB em
bovinos da zona central do México, encontrando também a presenca de anticorpos
contra IBR e leptospirose; Romero et al., 2013 com 76,5% em Veracruz; Segura et al.,
2016 com 47,8% em Tamaulipas; Escamilla et al., 2007 com 70% em Querétaro;
Meléndez et al., 2010 com 32,8% em Aguascalientes; Segura et al., 2010 com 16,4%
em Michoacan, Milian et al., 2016 relatam uma prevaléncia de 79% em diferentes
sistemas de producdo em varios estados da Republica Mexicana. Rosete et al., 2018
em estudo realizado em Veracruz, Puebla e Tabasco; relatam que 100% dos rebanhos
apresentaram anticorpos contra DVB, sugerindo que o virus DVB esta amplamente
distribuido nos trés estados.
Com base nos resultados deste estudo, foi evidenciada sorologicamente a presenca
de anticorpos contra IBR, DVB e seis sorovares de Leptospira na populagao estudada.
Na regido da Serra Norte, foi detectada a maior porcentagem de animais com
anticorpos contra leptospirose, diarreia viral bovina e rinotraqueite infecciosa bovina;
mas foi a regido costeira onde foi detectada a maior distribuicdo das quatro doencas
em estudo. Os agentes causais devem ser isolados e identificados para que as
estratégias de prevencédo e controle recomendadas sejam implementadas em cada
caso.

CONCLUSOES

O estudo determinou a presenca de anticorpos contra leptospirose (86,6%), IBR
(65,4%), DVB (56,7%) e brucelose (2,3%) em rebanhos bovinos de dupla finalidade,
localizados em diferentes municipios do Estado de Oaxaca, México. O nivel de
distribuicdo, frequéncia e impacto reprodutivo e econdmico dessas doencgas sugere a
implementacdo de medidas sanitarias para preveni-las e controla-las.
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