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RESUMO

A bovinocultura é de grande importéncia para o agronegécio brasileiro. O estado de
Minas Gerais se destaca como maior produtor de leite do Brasil, representando 26,1%
da producdo. A Lingua Azul é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, que acomete
ruminantes domésticos e silvestres (MACLACHLAN et al., 2009). As principais
consequiéncias econdmicas da infec¢do pelo VLA séo perdas diretas devido ao aborto,
queda do desempenho reprodutivo e na producado de leite, e perda de condigéo corporal,
e indiretas da restricdo internacional de movimentacéo animal e seus germoplasmas. No
Brasil, a enfermidade requer notificacdo imediata de qualquer caso suspeito (MAPA,
2013). Os bovinos sdo importantes epidemiologicamente, pois servem como
reservatorios do virus por periodos prolongados (MACLACHLAN et al., 2009). A
ocorréncia dessa doenca esta relacionada a presenca de vetores transmissores, causada
por um orbivirus, transmitido por mosquitos do género Culicoides, que infecta
ruminantes domesticos e selvagens (LOBATO, 1999). O presente trabalho é o primeiro
estudo da ocorréncia de anticorpos contra o virus da Lingua Azul em bovinos de leite
em Lavras e regido. Foram coletadas 586 amostras de soro de bovinos fémeas em idade
reprodutiva. As amostras foram testadas com a prova de imunodifusdo em gel de agar
(IDGA) para pesquisa de anticorpos anti-VLA. Observou-se prevaléncia de 83.28% em
animais foram soropositivos para o Virus da Lingua Azul. Além disso, 100% das
propriedades possuiam pelo menos um animal positivo para a doenca. Concluindo-se,
uma alta prevaléncia dos animais soropositivos nas propriedades e isto significa que o

VLA circula na regido avaliada.

Palavras-chave: Virus da Lingua Azul, prevaléncia, IDGA, Minas Gerais



ABSTRACT
Bovine farming is of great importance for Brazilian agribusiness. The state of Minas
Gerais stands out as the largest milk producer in Brazil, accounting for 26.1% of
production. The Blue tongue virus (VLA), known worldwide as Bluetongue (BT), is an
infectious, non-contagious disease that affects domestic and wild ruminants
(MACLACHLAN et al., 2009). The main economic consequences of VLA infection are
indirect losses due to abortion, decreased reproductive performance and milk
production, and loss of body condition, as well as the international restriction of animal
movement and its germplasm. In Brazil, the disease requires immediate notification of
any suspected cases (Ministry of Agriculture, 2013). In this context, cattle are important
epidemiologically, since they serve as reservoirs of the virus for prolonged periods
(MACLACHLAN et al., 2009). The occurrence of this disease is related to the presence
of transmitting vectors, caused by an orbivirus, transmitted by Culicoides mosquitoes,
which infects domestic and wild ruminants (LOBATO, 1999). The present work is the
first study of the occurrence of Blue Language in milk cattle in Lavras and region. A
total of 586 serum samples were collected from female bovines of reproductive age.
Samples were tested with the agarose gel immunodiffusion (IDGA) test for anti-VLA
antibodies. A prevalence of 83.28% was observed in animals that were seropositive for
Blue-tongue Virus. In addition, 100% of the properties possessed at least one positive
animal for the disease. In conclusion, a high prevalence of the animals in the properties

and this means that the VLA circulates in the evaluated region.

Keywords: Bluetongue Virus, prevalence, AGID ,Minas Gerais
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PRIMEIRA PARTE

1. INTRODUCAO

A Lingua Azul (VLA) é uma doenca que pode causar aborto e queda do desempenho
reprodutivo em vacas, perda de condigdo corporal e reducdo na producéao de leite. A doenca é
causada por um orbivirus,e sua ocorréncia esta relacionada a presenca de insetos vetores ,do
género Culicoides.A doenca esta relacionada a presenca de vetores transmissores, causada ,
transmitido por mosquitos do género Culicoides, que infecta ruminantes domesticos e
selvagens (LOBATO, 1999). O virus da lingua azul pode apresenta manifestacbes com maior
gravidade em certas racas de ovinos e em alguns cervideos, mas raramente causa doenga em
bovinos. A taxa de mortalidade e a severidade dos sinais clinicos séo influenciadas por
espécie, racga, idade, status imunologico, sorotipo, amostra do VLA e por interacdes dos
animais com o meio ambiente (TOMICH, 2006). A grande importancia de se determinar os
animais portadores é o fato dos bovinos, quando infectados, apresentarem um periodo de
viremia em torno de 100 dias, atuando assim como reservatorios, a partir do qual, os vetores
podem se contaminar e transmitir o virus a outros ruminantes como os ovinos (LAGER,
2004).

2. REFERENCIAL TEORICO SOBRE DOENCA DA LINGUA AZUL

2.1 HISTORICO

Desde o inicio do século XIX, na Africa do Sul, a doenca Lingua Azul (LA) foi
inicialmente denominada doenca catarral ovina, recebendo mais tarde o nome de Blue
Tongue, devido ao fato das ovelhas apresentarem a lingua ciandtica como caracteristica da
doenca. Inicialmente, a abrangéncia do VLA era restrita aos paises da Africa. Em 1943
ocorreu um surto na ilha de Chipre, e outros surtos subsequientes aconteceram em lIsrael
(1949), Paquistdo (1959), india (1963), os primeiros surtos na Europa (1956) iniciaram em
Portugal e Espanha, matando 179.000 ovinos ao todo na Europa (ACEVEDO et al., 2016).

Relatos indicam o aparecimento da doenca nas Ameéricas, em 1948 houve as primeiras
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evidencias da doenga nos Estados Unidos, no Peru em 1962 e no Brasil em 1978. Também foi
relatado evidéncias de VLA na Asia e Oceania (ABREU, 1982).

Sendo considerada uma doenga emergente que poderia afetar os rebanhos, por esta
razdo foi atribuido como doenga de lista da OIE (OIE, 2017).

2.2 LINGUA AZUL NO BRASIL

O Brasil, Argentina, Guiana Francesa e Equador sdo os paises da América do Sul onde
0 VLA foi isolado (LEGISA et al., 2013; VIAROUGE et al., 2014; VERDEZOTO et al.,
2017). O primeiro caso de isolamento do VLA (sorotipo 4) foi em bovinos zebuinos, na
Florida (EUA), importados do Brasil em 1980 (GROOCOCK; CAMPBELL, 1982).
Posteriormente, em 2001, o sorotipo 12 foi isolado a partir do surto em ovinos e caprinos no
Parana (CLAVI1JO et al., 2002). Em 2009, o Rio Grande do Sul relatou um surto em ovinos,
com isolamento do sorotipo 12 (ANTONIASSI et al., 2010). Em 2013, o sorotipo 4 foi
isolado de um surto em ovinos no Rio de Janeiro (BALARO et al., 2014). Em 2014, o
sorotipo 1, 4 e 17 foram identificados a partir de um surto de ovinos no Rio Grande do Sul
(GUIMARAES et al., 2017) e 2015 em um rebanho de ovinos na regido sul do estado de Minas
Gerais, com o sorotipo 4 (LIMA et al. 2016). Assim, verifica-se a endemicidade para o VLA
em grande parte do territdrio brasileiro (LAGER et al., 2004; SCOLARI et al., 2011).

Por fim, em 2015 e 2016, os sorotipos 3, 14, 18, 19 e 22 foram isolados em mortes de
veados bororés no Parand (OIE, 2016). Além disso, diversos inqueéritos soroldgicos vém
demonstrando a disseminacdo do VLA no pais. Em levantamentos sorolégicos, conforme a

Tabela 1 de diferentes estados do Brasil percebe-se que a doenca estd amplamente distribuida
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Tabela 1. Soroprevaléncia do BTV em ovinos e bovinos no Brasil em diferentes estados
realizados pela técnica de IDGA e Elisa no periodo de 1988 a 2015.

Autor Ano Estado Reagentes Espécie Teste
Cunha et al 1988 Rio de Janeiro 24.4% Ovinos IDGA
Arita et al. 1992 Sé&o Paulo 52,7% Ovinos IDGA
Pandolfi 1999 Sé&o Paulo 87% Ovinos ELISA c
Costa et al 2000 Rio Grande do Sul 0,15% Ovinos IDGA
Costa et al 2000 Rio Grande do Sul 1,6% Bovinos IDGA
Melo et al. 2000 Paraiba 4,38% Bovinos IDGA
Lobato et al. 2001 Minas Gerais 61,8% Ovinos IDGA
Frota et al. 2001 Ceara 13,61% Ovinos IDGA
Leander et al 2002 Minas Gerais 58,6% Ovinos IDGA
Konrad et al 2003 Minas Gerais 59,51% Bovinos IDGA
Costa et al 2006 Rio Grande do Sul 0,15% Ovinos IDGA
Costa et al. 2006 Rio Grande do Sul  0,6% Bovinos IDGA
Nogueiraetal. 2009 Séao Paulo 65% Bovinos IDGA
Tomich et al. 2009 Mato Grosso do Sul 42,0% Bovinos IDGA
Venditi 2009 Sao Paulo 74,6% Bovinos IDGA
Tomich et al. 2009 Mato Grosso do Sul 10,9% Ovinos IDGA
Bernardes 2011 Sao Paulo 42.3% Bovinos VN
Negri Filho 2015 Parana 32,86% Bovinos IDGA
Negri Filho 2015 Parana 100% Bovinos Elisa c

2.3 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

A lingua azul € uma enfermidade viral infecciosa dos ruminantes e camelideos, cujos
vetores sdo dipteros hematofagos do género Culicoides. O virus da lingua azul (VLA) €
classificado dentro da familia Reoviridae e pertence ao género Orbivirus, cujas caracteristicas
mais relevantes € 0 RNA segmentado, simetria icosaédrica, ndo envelopado e com replicacéo
no citoplasma. Dentro do sorogrupo do VLA, existem pelo menos 27 sorotipos no mundo
(MAAN et al., 2012; ZIENTARA et al., 2014).

Os virions do BTV medem cerca de 65 a 75 nm, o genoma é formado por 10
segmentos de RNA fita dupla (dsRNA) que codificam sete proteinas estruturais (VP1 a VP7)
e quatro proteinas ndo estruturais (NS1 a NS4) (MOHL; ROY, 2014). A VP7 é considerada a
principal determinante do sorotipo. Mesmo fazendo parte da estrutura do nicleo sabe-se que
ela estd exposta em partes da superficie dos virions, sendo assim capaz de estimular a
producdo de anticorpos neutralizantes (NOAD; ROY, 2009). A VP3 esta associada com a
integridade estrutural do nucleo viral, sendo altamente conservada entre os diferentes
sorotipos do virus (MERTENS et al., 2004).

A VPS5 é associada com a penetrac¢do do virion na membrana do endossomo ao induzir
instabilidade e permeabilidade de membranas, sendo responsavel pela liberacdo do nucleo

viral no citoplasma celular. A proteina VP2, integrante do capsideo, apresenta atividades de
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hemaglutinacdo, hemadsorcdo e estimula a producdo de anticorpos neutralizantes, sendo
extremamente variavel entre os sorotipos do BTV (NOAD; ROY, 2009). Acredita-se que a
proteina VP1 seja a RNA polimerase viral responsavel pela transcricdo e pela replicacdo do
genoma durante a replicacdo viral nas células do hospedeiro, fazendo parte do complexo de
transcriptase junto as proteinas VP4 e VP6 (PATEL; ROY, 2014). As proteinas nao
estruturais NS1, NS2, NS3 e NS4 séo produzidas durante a replicagéo, e estdo envolvidas nos
processos de replicacdo, maturagdo e saida dos virions das células infectadas do hospedeiro.
Os genes que codificam essas proteinas sdo altamente conservados entre os diferentes
sorotipos do BTV, demonstrando sua importancia no processo de replicacdo do virus
(RATINIER et al., 2011).

As manifestaces da doenca vao desde inaparente até fatal, dependendo do sorotipo
viral envolvido, da espécie, da raca e da idade do animal infectado (ELBERS et al., 2008;
BALARO et al., 2014). A lingua azul normalmente ocorre quando espécies sensiveis Sao
introduzidas em areas com circulacdo de cepas virulentas ou quando estirpes virulentas de
lingua azul sdo introduzidas nas populacGes de ruminantes ndo expostas previamente
(ZIENTARA et al., 2013).

As perdas mundiais econémicas devido a lingua azul ndo foram expressas em niimeros
exatos, mas a estimativa é de trés bilhdes de ddlares por ano nos EUA. As perdas sdo tanto
diretas (Obitos, abortamento, perda de peso, producdo de leite reduzida e queda na eficiéncia
da producéo de carne) quanto indiretas, como resultado das restricdes a exportacao de animais

Vivos, sémen e alguns produtos como o soro fetal bovino (TABACHNICK, 1996).

2.4 HOSPEDEIROS E CICLO DA DOENCA

A lingua azul afeta ruminante domeésticos e silvestres. Os ovinos sdo 0s mais
suscetiveis de desenvolver o quadro clinico, quando comparado aos outros ruminantes
(bovinos, caprinos e cervos). Em bovinos, os quais desempenham um papel importante na
epidemiologia do virus, principalmente por causa da viremia prolongada, a doenca tem, na
sua maioria, sido relatada por ter um curso inaparente (TWEEDLE; MELLOR, 2002).
Geralmente a doenca ocorre na primavera e inicio do verdo (época das chuvas) em bovinos e
ruminantes selvagens. Nesta época, ocorre aumento da populacao de vetores com consequente
amplificacdo do virus. No final do verdo e inicio do outono, o virus chega aos ovinos,
provocando a infeccdo e apresentacdo clinica da doenca. Apos a infeccdo, o periodo de

incubacdo ocorre em torno de sete dias, podendo variar de dois a 15 dias. Nos ovinos, de trés
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a seis dias apo0s a infeccdo, 0 virus aparece no sangue com uma concentragdo maxima de sete

a oito dias (culmina com pico febril) (Figura 1).

. Pico Febril ’
1 |ncuba(;ao 1 (41 a2 42°C) 1 h - ‘. IMUNIDADE
I 2. 15dias | (7-8dia) | ‘ NATURAL
(7 dias) (SOROTIPO ESP.)
0 Viremia no sangue i
| | |
3 -6 dias 15 - 40 dias 90 - 120 dias

(ovino) (bovino)

Figura 1 - Periodo de incubag&o, pico febril e viremia no sangue de ovinos e bovinos apds o
repasto sanguineo de mosquito infectado pelo Virus da Lingua Azul (VLA). (BALARO et
al.,2017)

A viremia no ovino raramente persiste por mais de 14 dias, mas pode chegar ateé 40
dias. Devido a diferencas na resposta imune e interagdes do virus com a superficie da
hemécia, os bovinos (adultos e bezerros) estendem um quadro de viremia por até 90 - 120 dias
e sdo considerados os mais importantes reservatorios mamiferos da doenca. No sangue, 0
virus é encontrado associado com a hemacia e uma pequena parte livre no plasma. Entretanto,
0 &cido nucléico do VLA pode ser detectado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) no
sangue de vacas e ovelhas infectadas por muitos meses mas, ndo se pode fazer o isolamento
viral em cultura de células ou inoculacdo em ovelha.suscetiveis.(MACLACHLAN, 2004). Ap6s
a doenca natural, o animal mantém a imunidade contra o sorotipo especifico e pode adoecer
por outro sorotipo (VERWOERD; ERASMUS, 2004; COETZEE et al., 2012).

2.5 VIAS DE TRANSMISSAO, VETOR E SENSIBILIDADE VIRAL

A doenca ndo € contagiosa e poucos virus sdo encontrados em secrecdes e excrecdes
de animais infectados, como cavidade oral, aerossdis, tecidos de drgaos, carcacas e produtos
(leite, carne e 1d) (VERWOERD; ERASMUS,2004). A principal forma de transmissdo da
doenca entre os animais ocorre por meio do repasto sanguineo de dipteros do género

Culicoides também conhecido como maruim, borrachudo ou mosquito-pélvora (Figura 2).
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Os pequenos dipteros hematdfagos, medem cerca de 3mm, se reproduzem em diversos locais
de umidade elevada, incluindo buracos de arvores, vegetacdo em decomposi¢cdo, margens de
lago, solos umidos e certos tipos de esterco herbivoro (CHAGAS et al, 2004). Apds a
inoculacdo do virus através da picada do vetor o virus migra para o linfonodo regional (MAC-
LACHLAN, 2004). O virus é levado através dos vasos linfaticos para todo o corpo do animal.
Células mononucleares de sangue periférico (PBMC) representam a populacao de células alvo
capaz de transportar o virus aos locais secundarios de replicacdo (WHETTER et al., 1989;
BARRATT-BOYES et al.,, 1992). A multiplicacdo do VLA ocorre principalmente em
fagdcitos mononucleares e células endoteliais e este evento é seguido por uma liberacdo
abundante de virus para a corrente sanguinea (MACLACHLAN et al., 1990; BARRATT-
BOYES; MACLACHLAN, 1994). A transmissdo intrauterina foi comprovada na literatura
em bovinos, caprinos e ovinos (DESMECHT et al, 2008; WORWA et al, 2009;
SAEGERMAN et al.,, 2011; ZANELLA et al., 2012; COETZEE et al., 2013). Os virus
também foram isolados de amostras de sémen bovino coletadas em 2011 em Minas Gerais,
Brasil, continha VLA-4, VLA-8, VLA-10 e VLA-16. (GASPARINI et al 2017) No ambito
reprodutivo, o sémen fresco ou congelado possui potencial para infeccdo, mas ndo apresenta
grande importancia na transmissdo (KIRKLAND et al., 2004; NAPPA et al.,
2011,GASPARINI et al 2017). Atualmente, apenas os mosquitos do género Culicoides
possuem importancia como vetores da doenca, e sobrevivem por cerca de dez a 90 dias sem
evidéncia de transmissdo transovariana. O virus possui sensibilidade a pHs extremos (instavel
abaixo de 6,5) e altas temperaturas. S&o resistentes a solventes lipidicos (organicos) como
cloroférmio e éter, mas sdo inativados por desinfetantes contendo substancias acidas,
alcalinas, hipoclorito de sodio, alcoois, glutaraldeidos e iodéforos. Também sdo sensiveis a
congelacdo lenta entre -10 °C e -20 °C, por isso é desaconselhavel a emissdo de amostras

congeladas para o laboratério (OIE, 2008).
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Figura 2- Ciclo epidemiologico do VLA, adptado de Wilson et AL. (2008)

2.6 SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos em bovinos sdo raros e geralmente estdo limitados a uma resposta
febril transitoria, aumento da freqiiéncia respiratoria, lacrimejamento e salivacdo aumentada,
rigidez e alteracdes inflamatorias na pele (VERWOERD; ERASMUS, 2004). AlteracOes
reprodutivas como abortamentos e nascimento de filhotes com hidrocefalia também sdo
relatadas (WILLIAMSON et al., 2010; ZANELLA et al., 2012).

Em bovinos a doenca clinica é rara (TWEEDLE; MELLOR, 2002) com excecdo da
infeccdo pelo VLA-8 em um surto nos Paises Baixos, em 2006, observou-se morbidade de
2,5% ,com mortalidade de 0,22%.0s bovinos infectados dentro dos rebanhos manifestaram
sinais clinicos pequenos ou inaparentes em sua maioria (ELBERS et al., 2008). Os estagios
iniciais sdo caracterizados por apatia, febre e depressdo seguida de erosdo e necrose da
mucosa oral e nasal, corrimento nasal, salivacdo excessiva, claudica¢do, conjuntivite,
dermatite ulcerativa, diarréia ocasional sanguinolenta, edema e hiperemia. A pele dos tetos
muitas vezes esta inflamada e pode rachar e descascar (TWEEDLE; MELLOR, 2002; THIRY
et al., 2006; WILLIAMSON et al., 2008; ELBERS et al., 2008). Ordenhar vacas com essas
lesbes pode acarretar em perda da producéo leiteira (THIRY et al., 2006; MEHLHORN et al.,
2008; ELBERS et al., 2009). A infeccdo da vaca em estagios iniciais de gestacdo pode
resultar em morte prematura e reabsor¢do do embrido; outras conseqiiéncias envolvem aborto
ou o nascimento de bezerros fracos e com mé formacdo (MACLACHLAN et al., 2000;
DESMECHT et al., 2008; SAVINI et al, 2014).
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2.7 DIAGNOSTICO

Testes sorolégicos sdo importantes para conhecer a distribuicdo da infeccdo, podendo ser
utilizado para confirmar a infeccdo pelo virus, porém em &reas endémicas, sd0 necessarios
outros testes complementares. Varios testes de diagndstico sdo utilizados para avaliar a
infeccdo de ruminantes pelo VLA, incluindo a pesquisa direta do virus por isolamento viral
(IV) e RT- PCR e para pesquisa de anticorpos por virus-neutralizacdo (VN), imunodifusdo em
gel de &gar (IDGA), ELISA C e Teste de Fixacdo de Complemento (CFT) (LOBATO, 1999).
Quadro 1.

Quadro 1. Métodos laboratoriais de diagnostico de Lingua azul disponiveis para mamiferos
terrestres e suas aplicagbes.

Objetivo
Populagso Individuo Contribuir | ¢onfirmacao | Prevaléncia -,L';’-”-T a;:le
L iti 1 Ividual ou
Método livre de ﬁ'}"‘ﬂ de para ':fél'h cas de casos de infecgao - de
infeccao infeccan X clinicos vigilancia
¢ antes de erradicagao 9 pnpau Iaﬁiﬁes
transporte uaciﬂau;én
Identificagdo do agente
RT-qPCR - +4+ - 44 ++ -
RT- PCR - ++ = +++ ++ -
Isolamento - +++ - +++ - -
viral
Deteccao de resposta imune
C-ELISA ++ +++ ++ - ++ ++
(sorogrupo
especifico)
VN (sorotipo ++ +b ++ - ++ ++
especifico)
IDGA + - + - + +
CFT + - + _ + +

Fonte: OIE, Manual de Testes de Diagnodstico e Vacinas para Animais Terrestres, 2016.

+++ = metedo recomendado; ++ = metodo adequado; + = pode ser usado em alguns casos, mas
custo, confiabilidade ou outros fatores limitam sua aplicagao; - = nao apropriado para esse objetivo.
RT-gPCR = reagio em cadeia da polimerase em tempo real precedida de transcricdo reversa; RT-
PCR = reagdo em cadeia da polimerase precedida de transcrigcdo reversa; C-ELISA = enzyme-linked
immunosorbent assay competitivo; VN = virus neutralizacio; |IDGA = imunodifusdo em gel de agar,
CFT = teste de fixacdo do complemento.

O teste considerado mais conclusivo para o diagnostico da LA é o isolamento viral.
Amostras de sangue e tecidos dos animais acometidos sdo utilizados para inoculacédo
intravenosa em ovos embrionados, seguida de cultivo em células BHK (baby hamster kidney
— rins de hamsters filhotes). A identificacdo do BTV é realizada por imunofluorescéncia direta
(IFD) e a tipificacdo soroldgica pela técnica de soroneutralizacdo (SN). Entretanto, o
isolamento e cultivo celular do virus, a partir de amostras clinicas, é bastante dificil. O teste

de IDGA era considerado um dos principais métodos utilizados para identificacdo de
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anticorpos contra o BTV em diferentes espécies de ruminantes. E considerado importante
ferramenta para a vigilancia epidemioldgica da doenca e para emissdo de certificados de
trénsito para rebanhos destinados a exportacdo (LOBATO, 1999; OIE, 2016). Uma alternativa
para o diagndstico é a técnica da transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia de
polimerase (RT-PCR) que detecta a presenca do &cido nucléico viral em amostras clinicas
(OIE, 2016). A RT-PCR consiste na amplificagdo de segmentos especificos contidos no
genoma do BTV, que podem ainda ser seqlienciados e comparados com seqliéncia disponiveis
em bancos de dados, como GeneBank (ANTONIASSI et al., 2010).0 ELISA-C, produzido
com anticorpo monoclonal (AcM) sorogrupo especifico, foi desenvolvido para evitar reacfes
cruzadas verificadas com o IDGA relacionadas a outros membros do género Orbivirus. O
valor do indice kappa entre os resultados das tecnicas de IDGA e cELISA demonstrou uma
concordancia quase perfeita (THRUSFIELD, 2004) entre as técnicas. Para identificacdo e
isolamento viral no periodo de viremia, deve-se coletar amostra de sangue total (tubo com
EDTA ou heparina). No caso de 0Obito e realizacdo de necropsia, devem-se coletar fragmentos
de baco, pulmdo, tonsilas e linfonodos pré-escapular, mesentéricos, popliteos e iliacos (OIE,
2008; WORWA et al., 2010).

2.7. IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR (IDGA)

O teste de IDGA é uma técnica simples amplamente utilizada para deteccdo de
anticorpos em diferentes espécies suscetiveis e para qualificacdo de animais para exportacao
(LOBATO, 1999). O teste é considerado como importante ferramenta para a vigilancia
epidemiologica da doenca e para a emissdo de certificados de transito para rebanhos
destinados a exportacdo (ALFIERI et al., 2007; LOBATO, 1999; OSBURN, 2007). A IDGA
detecta anticorpos antiVP7, sendo considerado o principal método utilizado para a
identificacdo da soroprevaléncia para 0 VLA em diferentes espécies de ruminantes. No
entanto, reacdes cruzadas podem ocorrer com outros Orbivirus, como o virus da doenca
hemorragica epizodtica dos cervideos (EHD) e virus da doenca equina africana (COSTA et
al., 2006). Para a deteccdo de anticorpos precipitantes contra o Virus da Lingua Azul, sera
utilizada a técnica (IDGA), de acordo com Pearson e Jochim (1979). A leitura sera realizada
através da luz indireta e fundo escuro, observando-se as linhas de precipitacdo, formadas entre
0 antigeno e o anticorpo. A identidade da linha formada com o soro controle positivo foi a

base para leitura do teste.
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2.8 TRATAMENTO E CONTROLE

A lingua azul é uma doenca de notificacdo obrigatdria para a Organizacdo Mundial
para Saude Animal — OIE, e deve ser realizada em até 24 horas apds diagnostico da doenca. O
controle deve ser baseado em acOes integradas envolvendo o vetor, o hospedeiro e o
ambiente. N&o existem tratamentos especificos para a lingua azul. Em animais doentes, pode
ser adotada a antibioticoterapia profilatica visando a prevencdo de infeccOes bacterianas
secundarias (RADOSTITS et al., 2007). A vacinagcdo contra LA, disponivel somente para
animais domésticos, é usada em diversos paises onde a doenca é endémica, para limitar as
perdas diretas, minimizar a circulacdo do virus e permitir a movimentacdo de animais (OIE,
2014 Uma vacina eficiente e segura ainda ndo estd disponivel comercialmente. Vacinas com
eficacia variavel tém sido desenvolvidas, incluindo vacinas atenuadas, inativadas e com base
em DNA recombinante. Atualmente apenas vacinas com virus atenuado estdo disponiveis
comercialmente (LOBATO, 1999; RADOSTITIS et al., 2002; BREARD et al., 2004) Dentre
as desvantagens do uso de vacinas com virus vivo atenuado, pode-se citar: desenvolvimento
da doenca em algumas racas de ovelhas susceptiveis, 0s sorotipos podem ser transmitidos
pelos vetores Culicoides e podem ocorrer rearranjos entre o virus da vacina e 0s sorotipos
presentes no campo (MELLOR et al., 2009). As vacinas inativadas ndo estavam disponiveis
comercialmente na Europa e foram exclusivamente usadas durante o surto que ocorreu na
Europa do sorotipo 8 de LA.No Brasil, a vacinacdo ndo é liberada, e mais estudos sao
necessarios para conhecer sobre a doencga e 0s sorotipos presentes no pais (CLAVIJO et al.,
2002). O controle da populacdo de insetos vetores é outra opcdo de prevencdo e controle e
pode ser feita pela acdo de inseticidas. Estes podem ser aplicados sobre os hospedeiros,
ambiente aéreo e aquatico, além da eliminacao dos sitios de reproducéo dos insetos, tais como
areas pantanosas e acimulos de agua. No entanto, muitas vezes todas estas medidas tém se
mostrado ineficientes, além de provocar problemas ambientais (contaminacdo) e gastos
financeiros (LOBATO, 1999). O tratamento de bovinos com anti-helminticos como as
ivermectinas, tem efeito larvicida para os Culicoides que se reproduzem em esterco de
animais (LOBATO, 1999). Abrigar o rebanho em periodo de atividade dos vetores, periodo
crepuscular e noturno, ou impedir seu acesso as areas alagadicas pode diminuir o risco de
contato entre hospedeiro e vetor (BREARD et al., 2004).
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3. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho é o primeiro estudo da ocorréncia de Lingua Azul em bovinos de
leite em Lavras e regido, além da caracterizacdo das fazendas que participaram do projeto.
Assim, podemos concluir, que o Virus da Lingua Azul circula nos rebanhos bovinos da
regido, todas as propriedades estudadas apresentaram pelo menos um animal positivo para
anticorpos contra o BTV, sendo que algumas propriedades observamos 100% dos animais
coletados positivos. Os animais positivos, na técnica de diagnostico sorolégico, ndo
apresentavam qualquer tipo de sinal clinico no momento das coletas. Os resultados salientam
a necessidade de aperfeicoamento da vigilancia da infeccdo por VLA no Brasil,
principalmente com mais trabalhos para conhecermos melhor a sua distribuicdo e sua

epidemiologia .
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ABSTRACT.- Reis J.N,, Ana Paula Peconick, Mary S. Varaschin, Elaine Maria Seles
Dorneles, Jonata de Melo Barbieri , Ana Carolina Diniz Matos , Paula Reis Ribeiro,
Vanessa Teixeira D’Paula, Flavio Henrrique Arantes, Raymundo D.L. 2018. [Occurrence
of antibodies against the Blue tongue virus and characterization of dairy cattle
farms in the region of Lavras.] Ocorréncia de anticorpos contra o virus da Lingua Azul
e caracterizacdo das fazendas de bovinos leiteiros na regido de Lavras. Pesquisa
Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Setor de Patologia Veterindria, Universidade Federal
de Lavras, Caixa Postal 3037. Lavras, MG 37200-000, Brasil, E-mail:
djeison.raymundo@dmv.ufla.br.The aim of this study was to determinate
epidemiological aspects of Blue Tongue Virus (BTV) infection from bovines at Lavras,
Minas Gerais state, Brazil. A total of 586 serum samples were collected from female
bovine at reproductive age. Samples were tested by immune diffusion agarose gel
(IDGA) searching for anti-BTV antibodies. Animals had a prevalence of 83.28%
(488/586; 95%CI=80.0-86.21) were positive to Blue Tongue Virus. Furthermore, a total
of 100% of properties (54/54; 95%CI=93.4-100) had at least one positive animal and a
range of occurrence of 45.45% a 100% into the flock. 22.22% of properties had a 100%
of positive animals. This is the first detection record of anti-BTV antibodies at Minas
Gerais region.
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Keywords: Bluetongue Virus, prevalence, AGID ,Minas Gerais.

RESUMO.- Objetivou-se com este estudo determinar os aspectos epidemioldgicos da
infeccdo pelo Virus da Lingua Azul (VLA) em bovinos leiteiros em Lavras, Estado de
Minas Gerais, Brasil. Foram coletadas 586 amostras de soro de bovinos fémeas em idade
reprodutiva. As amostras foram testadas com a prova de imunodifusio em gel de
agarose (IDGA) para pesquisa de anticorpos anti-VLA. Observou-se prevaléncia de
83.28% em animais, (488/586; IC95% = 80.0 - 86.21) foram soropositivos para o Virus
da Lingua Azul. Além disso, 100% (54/54; 1C95% = 93.4 - 100.0) das propriedades
possuiam pelo menos um animal positivo e, com ocorréncias que variaram de 45,45% a
100% dentro dos rebanhos, onde 22,22% das propriedades tiveram 100% dos animais
coletados positivos. Este é o primeiro registro de deteccdo de anticorpos anti-VLA em
bovinos na Regido do Sul de Minas Gerais. Os resultados sugerem, que o VLA esta
presente nos bovinos na area estudada.

TERMO DE IDEXACAO:Virus da Lingua Azul, prevaléncia, IDGA, Minas Gerais

INTRODUCAO

A lingua azul é uma doenca de notificacdo obrigatéria listada pela Organizacdo
Mundial de Sadde Animal - OIE (World Organisation for Animal Health, 2016). No Brasil,
a enfermidade requer notificacdo imediata de qualquer caso suspeito (Mapa, 2013).
Trata-se de patologia causada por um virus RNA fita dupla pertencente ao género
Orbivirus da familia Reoviridae, cujos vetores sdo artrépodes hematéfogos do género
Culicoides (Maclachlan, 2011). Atualmente, pelo menos 27 sorotipos ja foram relatados
(Jenckel et al., 2015). A infeccdo pelo virus da Lingua Azul (VLA) ocorre em diferentes
espécies de animais, apesar de sinais clinicos significativos ocorrerem principalmente
em ovinos. Bovinos e caprinos sdo os principais reservatérios do virus. A taxa de
mortalidade pode chegara 50-70%, em certas racas ovinas (Mohammadi et al., 2012; Sok
et al, 2014). Nos bovinos, até 5% dos animais podem se tornar doentes; contudo,
apresentam taxa de mortalidade abaixo de 1%. A taxa de mortalidade e a severidade dos
sinais clinicos sao influenciadas por espécie, raca, idade, status imunolégico, sorotipo,
amostra do VLA e por interagdes dos animais com o meio ambiente (Tomich, 2007).

No Brasil, dados sorolégicos obtidos pela técnica de imunodifusao em gel de agar
(IDGA), sugerem a presenca do virus em diversas regioes (Konrad et al.,, 2003). Uma
soroprevaléncia de quase 60% para o VLA foi detectada em ovinos estudados no Distrito
Federal, sugerindo que a proximidade dos rebanhos bovino e ovino favorece a
persisténcia e propagacdao de doengas (Dorneles et al., 2012). A doenca clinica foi
constatada em ovinos nos estados do Parana (Clavijo et al., 2002), no Rio Grande do Sul
(Antoniassi et al., 2010), Rio de Janeiro (Balaro et al,, 2014), e na regido sul do estado de
Minas Gerais (Lima et al. 2016).

O impacto econdmico da doenca esta relacionado ndo somente com 6bitos nos
rebanhos ovinos, mas também com a possivel correlacao da infec¢ao pelo virus com o
desenvolvimento de outras doencas, como pneumonia, aborto e problemas locomotores.
As restrigcdes ao comércio internacional de animais e seus produtos (World Organisation
For Animal Health, 2008), tais como sémen, embrides, e leite e seus derivados podem
causar grandes perdas econOmicas para o pais, embora nenhuma estimativa precisa
tenha ainda sido fornecida (Lobato et al.,, 2015). Os bovinos sdo acometidos pelo VLA,
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podendo desenvolver sinais clinicos que vao desde perdas reprodutivas, como morte
embrionaria, aborto, mal formacao fetal, esterilidade temporaria, infertilidade em touros
(Osburn, 1994), natimortos e nascimento de animais fracos (Lobato, 1999). Estes
animais desempenham importante papel na epidemiologia da doenca por se tornar
reservatorios do virus (Adam et al. 2014, Khair et al. 2014). O Brasil possui condig¢des
climaticas que favorecem a multiplicagdo e a manutengao dos vetores de VLA, facilitando
que a doenga se dissemine de forma silenciosa. No entanto, pouco se conhece sobre a
doenca e sorotipos presentes no pais, o que dificulta a implementacdao de medidas
seguras para movimenta¢cdo de animais (Lobdo et al, 2014). Desta forma objetivou
realizar um estudo da soropositividade da Lingua Azul, em Minas Gerais, na regido de
Lavras e cidades circunvizinhas onde se concentra uma grande bacia leiteira.

MATERIAIS E METODOS
Delineamento experimental

As amostras foram transportadas e armazenadas no Setor de Patologia
Veterinaria, na Universidade Federal de Lavras (SPV-UFLA) onde foram centrifugadas
por 3 minutos a 3.000 rotacdes e as aliquotas do soro obtidas, transferidas para
microtubos e mantidas a -20 °C até a realizacdo dos A execugdo do presente trabalho foi
aprovada pelo Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Lavras, sob protocolo nimero 017/15.

Foi realizado um estudo transversal para avaliacdo da freqiiéncia de bovinos e
rebanhos soropositivos para lingua azul na regido do Sul de Minas Gerais. Neste estudo,
foram visitadas 54 propriedades criadoras de gado leiteiro, sendo as propriedades
estudadas localizadas nas cidades de: [tumirim (11), Bom Sucesso (9), ljaci (7), Lavras
(6), Nazareno (5), Ingai (3), Conceicao da Barra de Minas (3), Ibituruna (2), Sdo Tiago
(1), Ribeirdao Vermelho (1), Oliveira (1), Ritapolis (1), Luminarias (1), Boa Esperanca (1),
Santo Anténio do Amparo (1) e Sdo Sebastido da Vitéria (1), durante o periodo de julho
de 2017 a outubro de 2017.

A amostragem realizada foi ndo probabilistica por conveniéncia, em propriedades
em um raio de até 120 Km da cidade de Lavras, todas as propriedades com assisténcia
técnica especializada onde foram coletadas amostras de soro de vacas em lactacio,
acima de 24 meses de idade, por puncdo da veia jugular e ou veia coccidea. A
amostragem intra-rebanho foi definida a fim de se obter uma sensibilidade e
especificidade de rebanho acima de 90% para a doenca testada, os parametros de 95%
de sensibilidade e 99% de especificidade. Com base nestes calculos, foram amostrados
11 animais aleatoriamente, em cada propriedade visitada, totalizando 586 amostras
para execu¢do deste projeto. Animais em periodo de transicdo gestacional, animais com
30 dias antes do parto e 30 dias apds o parto, ndo foram coletados, pois existe uma
mudanca no perfil imunolégico nesta fase da vida (Kjersti et al, 2006).

Na ocasido da coleta foi aplicado em cada propriedade, um entrevista, com
perguntas abrangendo a coleta de dados associados as caracteristicas de produgao e
praticas sanitarias das propriedades amostradas (Anexo 1).

Analise Soroldgica

Para a detec¢do de anticorpos precipitantes contra o Virus da Lingua Azul (VLA),
foi utilizada a técnica de imunodifusao em gel de agar (IDGA), de acordo com Pearson e
Jochim (1979). Este teste foi realizado na Escola de Veterinaria da Universidade Federal
de Minas Gerais. Foi utilizada solucao de cloreto de so6dio (NaCl) a 0,85% e agarose na
concentracao final de 0,9% em agua destilada deionizada, que foi depositada sobre
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placas de petri. O antigeno foi colocado no centro e o soro controle positivo em outros
trés pocos na quantidade de 25 puL. em cada poco, nos pocos restantes foram colocados
as amostras a serem testadas. As placas de petri permaneceram em camara imida com
sulfato de cobre 0,5% por 48 horas em temperatura ambiente.

A leitura do IDGA foi realizada através da luz indireta e fundo escuro,
observando-se as linhas de precipitacdao, formadas entre o antigeno e o anticorpo. A
identidade da linha formada com o soro controle positivo foi a base para leitura do teste.
O antigeno foi produzido pela Escola de Veterinaria da UFMG utilizando o VLA 4 e o soro
controle positivo proveniente de soro de bovinos positivos previamente testados e
titulados pela Escola de Veterinaria da UFMG.

Andlise de Dados

Foi feito andlises descritivas, das propriedades e a distribuicdo de freqiiéncia
entre propriedades com intervalo de confianca de 95% das variaveis da entrevista. Foi
utilizado o software R (R version 3.1.1, R Development Core Team, New Zealand), com a
utilizacdao dos pacotes Dplyr, knitr, kableExtra e binGroup.

Foram marcadas as coordenadas das fazendas, a fim de obter-se o
georreferenciamento de cada uma das propriedades pelo Sistema de Posicionamento
Global (GPS), conforme (Figural). Para mapeamento e identificacio dos pontos
espaciais, os dados foram langados no Software GPS: Google Earth - © 2018 Google /
Data SIO, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO e Edicao de imagem: Adobe Photoshop CS6
(Windows).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do questiondrio aplicado aos produtores, foi feita a caracterizacao das
fazendas observando o sistema de criacdo, manejo reprodutivo e sanitario, presenca de
outras espécies animais na propriedade, movimentacdo de animais e a ocorréncia de
doenga na propriedade.

As coletas foram realizadas em propriedades de criacdo de vacas leiteiras em
Lavras e cidades vizinhas, onde 3/54 (5,56%) possuiam criagdo mista tanto de leite
como corte. O tipo de animas predominante é o europeu de leite em 33/54 (61,11%),
seguido dos mesticos 19/54 (35,19%) e por ultimo gado zebu com 2/54 (3,70%). O
sistema de criagdo mais praticado na regido é o semi-confinado 41/54 (75,93%),
seguido pelo extensivo 10/54 (18,52%) e confinado (free-stall) 3/54 (5,56%) das
fazendas coletadas. Todas as propriedades fazem ordenha duas vezes ao dia e o sistema
de ordenhas mais utilizado é a sala de ordenha 36/54 (66,67%), seguida de ordenha ao
pé 17/54 (31,48%) e somente 1 propriedade com ordenha manual. A mediana de vacas
em lactacdo foi de 33,5 vacas e a mediana de producdo diaria nas propriedades foi de
485 litros de leite.

Os problemas sanitarios relatados pelos proprietarios durante as visitas foram
mastite (85.19%), abortos (83.33%), ectoparasitas (83.33%), diarréia (66.67%),
retencdo de placenta (50%), pneumonias (33.33%), pododermatites (27.78%) e
endoparasitoses (22.22%).

As fazendas possuem areas alagadas 25/54 (46.30%), areas de concentragdo de
animais, onde os animais permanecem juntos, além do momento da ordenha 39/54
(72.22%).

Quanto a presenca de outras espécies animais nas propriedades foram
encontrados; ovinos 2/54 (3,70%), equinos 33/54 (61,11%), suinos 23/54 (42,50%),
aves 41/54 (75,93%), caes 53/54 (98,15%), gatos 20/54 (37,04%), cervos 5/54
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(9,26%), capivaras 16/54 (29,63%), felideos 15/54 (27,78%), gambas 33/54 (61,11%),
macacos 12/54 (22,22%).

As propriedades, foram questionadas sobre a sanidade do rebanho, com relagao a
vacinacao utilizadas nos animais, contra brucelose 53/54 (98,15%), contra leptospirose
25/54 (46,30%) e contra diarréia viral bovina (BVD) e Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(IBR) foram 25/54 (46,30%). Em relacdo, aos testes de diagnostico, realizados nos
animais contra as principais doengas reprodutivas, os produtores responderam, em
relacdo a brucelose 30/54 (55,56%) realizavam o teste, contra leptospirose 2/54
(3,70%), contra IBR/BVD 1/54 (1,85%) e contra neospora e ligua azul nenhuma das
fazendas realizavam testes.

Em relacdo a movimentacdo dos animais, nas propriedades coletadas, os
produtores que tem o habito de compram animais foram 39/54 (72,22%), adquiridos
em feiras agropecuarias 6/54 (11,11%), de comerciantes 1/54 (1,85%) e de outras
fazendas 33/54 (61,11%). E em relacao a venda de animais 19/54 (35,19%), para onde
sao vendidos os animais, 2/54 (3,70%) sdo negociados em feiras agropecuarias, 2/54
(3,70%) para comerciantes e 16/54 (29,63%) para outras fazendas.

Nas fazendas visitadas em relacdo ao manejo reprodutivo, a monta natural esta
presente em (48.15%) das propriedades, seguida de monta natural e inseminagao
artificial (38.89%), e por ultimo, somente inseminacdo artificial (12.96%). Segundo
(Gastarini 2014) foram testados 53 amostras de sémen de touros in natura, coletados
em quatro diferentes municipios no Estado de Minas Gerais, em bovinos assintomaticos,
diluidas e testadas na qRT-PCR e foram encontradas 24 (45,28%)animais positivos para
VLA. Sémen de touro também pode transmitir o virus, mas somente durante o periodo
de viremia (Bowen & Howard,1984; Howard et al., 1985; Osburn, 1994; Kirkland et al.,
2004).

Através do presente trabalho, observou-se na amostra 83,28% de animais,
(488/586; 1C95% =80.0 - 86.21) soropositivos para o Virus da Lingua Azul. Das
propriedades coletadas, 100% (54/54; 1C95% = 93.4 - 100.0) possuiam pelo menos um
animal positivo e, com prevaléncia que variaram de 45,45% a 100% dentro dos
rebanhos (Figura 2), onde 12/54 das propriedades tiveram 100% dos animais coletados
positivos. Estes resultados confirmam tanto a presenca do virus, como a importancia
dos bovinos leiteiros na manutencdo do virus na regido coletada. Como foi descrito
anteriormente, um fator para justificar a percentagem de animais com sorologia positiva
para VLA é o fato de tratar-se de animais que vivem grande parte do tempo estabulados.
Segundo Cunha et al. (1988) e Ward et al. (1996), sdo estes os animais mais susceptiveis
aos vetores, talvez pela alta concentracdo dos animais ou pelas caracteristicas das
propriedades, tais como: umidade elevada e presenca de agua parada favorecendo a
presenca e multiplicagdo dos mosquitos. (Konrad et al. 2003) encontraram maior
porcentagem de bovinos com sorologia positiva em sistema de free-stall (75%).

A ampla distribuicdo desse virus no estado é destacada na literatura como uma
caracteristica da regidao Sudeste do Brasil. Nessa regidao, o clima e as chuvas esparsas ao
longo do ano, garantem umidade e temperatura adequadas para proliferacdo do
mosquito vetor (Laender, 2002). Além disso, o amplo rebanho bovino da regido também
pode ser responsavel pela manuten¢do do virus, uma vez que essa espécie funciona
como reservatdrio do mesmo.

Conforme estudos sorologicos no estado de Minas Gerais, nas Mesorregides do
Norte de Minas, Jequitinhonha e Vale do Mucuri, com o intuito de verificar a distribuicao
e a prevaléncia da infeccdo pelo VLA em diferentes espécies animais. Em bovinos
observou-se positividade em mais de 59% dos animais analisados (Konrad et al,
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2004).(Biihrer,et al 2017) em trabalho realizado no sul de Minas Gerais com ovinos teve
uma soroprevalencia de 54,13% com teste de IDGA.

Segundo (Tomich et al. 2009), as principais conseqliéncias econdomicas da
infeccdo pelo VLA sdo perdas diretas em virtude do aborto, queda do desempenho
reprodutivo, reducao da producdo de leite e perda de condigdo corporal, além da
restricao internacional de movimentag¢do animal.

No Brasil a vacinacdo ndo é liberada e os sorotipos presentes no pais que se
conhece sdo o VLA 4 em 2013, os VLA 1,4 e17 em 2014 ,0os VLA 3,14 e 18 em 2015 e os
VLA 19 e 22 no ano 2016.E encontrados em sémen de touros os sorotipos VLA 4,8,10 e
16(Gasparini et al,2014). Limitar a propagacdo viral é a principal meta dos programas
de controle para a doenc¢a (Maclachlan & Mayo 2013). Com relagdo ao vetor, Culicoides,
deve-se ter conhecimento de seus habitos fisioldgicos, como periodicidade de voo,
atividade de alimentacdo, preferéncias por hospedeiros, habitat para oviposicao e
comportamento sazonal do clima local.

CONCLUSAO
A LA é uma doenga que sabidamente acomete os ruminantes domeésticos do
Brasil. No presente trabalho diagnosticou-se uma alta prevaléncia de animais positivos
nas propriedades coletadas. Este é o primeiro registro de deteccdo de anticorpos anti-
VLA em bovinos na regido do sul de Minas Gerais. Faltam, no entanto, informac¢des mais
precisas sobre a sua epidemiologia e ocorréncia no pais.
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Figur

a 1 - Distribuicdo de propriedades de bovinos leiteiros pesquisadas para a ocorréncia do

Virus da Lingua Azul em Lavras e regido, Minas Gerais, no ano de 2018.
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Fig

ura 2 - Percentagens de soropositividade para Lingua Azul nas fazendas pesquisadas para a
ocorréncia do Virus da Lingua Azul em Lavras e regido, Minas Gerais, no ano de 2018.



ANEXO 1

Estudo epidemiolégico
01-Identificagdo: 03 ~Telefone
Municipio: Regido: UF: )
Proprietario: i S N —
Propriedade: 04 — Coordenadas
Lat 1 1% 1 7Lt P
Cédigo de cadastro no servigo de defesa: Lon ] °_| 2 ] »
02 - Data da colheita: /7 Altitude
05- Tipo da Exploracio: [ corte [ ieite [ mista
06- Tipo de Criagio: Clconfinado [ semi-confinado [ extensivo
07- N° de Ordenhas por dia: 11 ordenha D 2 ou 3 ordenhas D Nio urdenhﬂ
08- Tipo de Ordenna: L manuai O a 40 pe i ica em saia de ordenna 3 Nao ordenhu
09- Produgio de leite: a) N° de vacas em lactagiio: b) Produgdo didnia de leite na fazenda: litros
10- Usa inseminacdo artificial? O nao usa inseminagdo artificial e touro usa sO inseminacdo artificial
11- Raca predominante - Bovinos: O zebu O europeu de leite =] europeu de corte O mestico Ooutras ragas
- Caprinos:[11eite Ocorte Misto O outras ragas

12(a)- Bovinos existentes 12(b)- Caprinos exi

REBANHO Machos (meses) Fémeas (meses) REBANHO Machos (meses) Fémeas (meses)

Total 0-6 | 6-12 |12-24| >24 | 0-6 | 6-12 | 1224 | >24 Total 0-6 | 6-12 {1224 | >24 | 0-6 | 6-12 | 12-24 | >24

13- Outras espécies domesticas na propriedade: Oovines O equideos Dsuinos  [aves de quintal ou comerciais Oeao (] gato
14- Espécies silvestres em vida livre na propriedade: O nio tem cervideos [J capivaras O felideos O marsupiais (gamba) O macacos Ooutas:.............
15- Alguma vaca/caprino abortou nos altimos 12 meses? Onio Osim néio sabe Quantas?
16- O que faz com o feto abortado ¢ a placenta? LI enterra/joga em fossa/queima [ alimenta porco/cdo L n@o faz nada
17- Faz testes para diagnéstico de ? L] Brucelose O Leptospirose O m\srBYD O Neospora 0 Bluetongue
O outras:
[J uma vez a0 ano [ duas vezes a0 ano [ quando compra animais

(| qd. ha aborto na fazenda a qd. exigido para transito/eventos/crédito

18- Nos ultimos 2 anos houve introdugio de bovinos ou caprinos? Ongo Osim

Onde/de quem:  [lem exvposican [ lem teitaa/foira  [lde comerciante de oado ) diretamente de outras fazendas
19- Introduziu l‘e‘meas ou machos (bovi mos ou caprlnos) com ﬁnahdade de repmdu;ao" nio D sim

Onde/de quem: Oem exposi¢io Oem leilao/feira [de comerciante de gado [ diretamente de outras fazendas

20- Vende fémeas ou machos para reprodugio? O ndo sim

A quem/onde: em exposi¢do [ em leilao/feira [Ja comerciante de gado [ diretamente a outras fazendas
21- Intervalo entre partos: O Acima de 15 meses  [J Abaixo de 15 meses Retorno ao Cio: [J Acima de 9 dias [ Abaixo de 90 dias
22- Vacina contra ? O Brucelose O Leptospirose IBR/BVD O outras:
23- Local de abate das fémeas e machos adultos: Dna propria fazenda [ em estabeleci sem inspe¢do veterinaria
Ciem estabelecimento de abate com mspegao vetennaria Cindo abate
24- Aluga pastos em alguma época do ano? Ondo C'sim

25- Tem pastos em comum com outras propriedades? Oniio Osim

26- Compartilha outros itens com outras propriedades? Onio Osim . qual: [ insumos OJ equipamentos [ funcionarios

27- Existem na propriedade areas alagadicas as quais 0 gado tem acesso? nao sim

28- Existe na propriedade drea(s) onde o gado permanece concentrado durante o dia ou  noite? [lnio [J sim, qual: O palafitas Ooutra:
29- Tem piquete separado para fémeas na fase de parto e/ou pés-parto? Onio Osim

30- Os animais tem contato direto com cdes : [1sim [ nio
31- Tem assisténcia veteriniria? [Inio [Jsim, de que tipo? O veterinario da cooperativa [ veterindrio particular
32- Motivo da visita do veterinirio?
[0 morte de animais NUMEros: ............... Idade:............. SeX0: ..vvensnse
33-Principais doencas ? O Artrite DPododcrmame O Mastite D Diarréia  [J Eete P Cendc parasi OSinais Neurologicos O Preumonias
Hemoglobintiria/h Fe de [ Retencdo de Placenta [ Mal formagao
34- Compartilha aguadas\bebedouros com animais de outra(s) propriedade(s)? Onio Osim
35- Pmpnedade passul drea para pouso de bumda em trinsito? ndo sim
36- Clissificayav da piopiicdade?  Laiuwal oli L dldeia indigei Dassentament i peiiiciia urbaiid

Observacgoes:

NOME DO PROPRITARIQ ASSINATIIRA
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