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RESUMO

Obijetivou-se com este estudo diagnosticar os aspectos epidemiolégicos da infeccdo pelo
virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV) e Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) em
bubalinos no estado de Pernambuco, Brasil. Foram coletas de 244 amostras sanguineas
de bafalos procedentes dos municipios de Agrestina (n=5), Agua Preta (n=50),
Canhotinho (n=21), Quipapa (n=5), Ribeirdo (n=113) e Rio Formoso (n=50). A pesquisa
de anticorpos anti-BVDV e anti-BoHV-1 foi realizada pela técnica de virusneutralizacdo
(VN). Para analise de associagdo entre o status soroldgico para infecgdo pelo BoHV-1 e
0s aspectos de manejo higiénico-sanitario e reprodutivo aplicou-se um questionério
investigativo com perguntas objetivas, referentes as caracteristicas gerais da propriedade,
manejo produtivo, reprodutivo e sanitario. Observou-se uma ocorréncia de 97,9%
(239/244) de anticorpos anti-BVDV e 56,1% (137/244) anti-BoHV-1. Constatou-se co-
infeccdo em 55,3% (135/244) dos animais. Observou-se que 100,0% das propriedades
apresentaram pelo menos um animal positivo para as duas infecgdes. A distribuicdo da
ocorréncia de anticorpos em bufalos por propriedades variou de 90,5% a 100,0% para
BVDV e de 4,8% a 100,0% para BoHV-1. N&o foi possivel realizar a analise de
associacao para a infeccdo pelo BVDV, entretanto, para a infeccdo pelo BoHV-1, as
variaveis que apresentaram associacao significativa foram: sistema de cria¢do extensivo
(P<0,001); rebanho aberto (P=0,029); auséncia de descanso reprodutivo (P=0,029);
monta natural em fémeas com problemas reprodutivos (P<0,001); tipo de exploracdo
(P=0,0014); presenca de animais silvestres (P< 0,001) e auséncia de limpeza das
instalacBes (P=0,008). Conclui-se que as infeccBes pelo virus da Diarreia Viral Bovina e
Rinotraqueite Infecciosa Bovina ocorrem em bufalos no estado de Pernambuco. Desta
forma, sugere-se que medidas de profilaxia como o diagndstico rotineiro, controle
reprodutivo dos animais, e cuidados higiénicos-sanitarios rigorosos devem ser
implementados nas propriedades com o intuito de diminuir as perdas reprodutivas

ocasionadas por estas infecgdes.

Palavras chave: BoHV-1, BVDV, epidemiologia.



ABSTRACT

The objective of this study was to diagnose the epidemiological aspects of Bovine Viral
Diarrhea (BVDV) and Bovine Infectious Rhinotracheitis virus (IBR) in buffaloes in the
state of Pernambuco, Brazil. A total of 244 buffalo blood samples collected from the
municipalities of Agrestina (n = 5), Agua Preta (n = 50), Canhotinho (n = 21), Quipapa
(n = 5), Ribeirdo (113) And Rio Formoso (n = 50). The search for anti-BVDV and anti-
BoHV-1 antibodies was performed by the virus neutralization (VN) technique. To
analyze the association between the serological status for BoHV-1 infection and the
aspects of hygienic-sanitary and reproductive management, an investigative
questionnaire was applied with objective questions regarding the general characteristics
of the property, productive, reproductive and sanitary management. An occurrence of
97.9% (239/244) of anti-BVDV antibodies and 56.1% (137/244) anti-BoHV-1 was
observed. Co-infection was observed in 55.3% (135/244) of the animals. It was observed
that 100.0% of the properties showed at least one animal positive for both infections. The
distribution of antibodies to buffaloes by properties varied from 90.5% to 100.0% for
BVDV and from 4.8% to 100.0% for BoHV-1. It was not possible to perform the
association analysis for BVDV infection; however, for the BoHV-1 infection, the
variables that presented a significant association were: extensive breeding system (P
<0.001); Open herd (P = 0.029); Absence of reproductive rest (P = 0.029); Natural mating
in females with reproductive problems (P <0.001); Type of exploration (P = 0.0014);
Presence of wild animals (P <0.001) and absence of cleaning of the facilities (P = 0.008).
It is concluded that Bovine Viral Diarrhea and Bovine Infectious Rhinotracheitis virus
infections occur in buffaloes in the state of Pernambuco. Thus, it is suggested that
prophylaxis measures such as routine diagnosis, animal reproductive control, and strict
hygienic-sanitary care should be implemented in the properties in order to reduce the

reproductive losses caused by these infections.

Key words: BoHV-1, BVDV, epidemiology.
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1.  INTRODUCAO

No Brasil a bubalinocultura tem apresentado crescente desenvolvimento, por ser
uma alternativa rentavel, devido a adaptabilidade desses animais aos mais variados
ambientes, elevada fertilidade e longevidade produtiva (MAPA, 2015). O nimero de
bufalos nos Brasil esta em torno de 1,2 milhdes de cabecas (IBGE, 2011). O Nordeste
possui 135 mil bubalinos, concentrados principalmente nos estados do Maranhdo, Ceara
e Pernambuco ocupando a terceira colocagdo com aproximadamente 10.500 animais
(MAPA, 2015).

Os bubalinos sdo suscetiveis a infec¢bes virais, frequentemente associadas a
patologias de importancia na bovinocultura (AHMED; ZAHER, 2008; MAHMOUD et
al., 2009). Entre as inumeras doencas infecciosas, a Diarreia Viral Bovina (BVDV) e a
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) sdo consideradas enfermidades que causam um
impacto negativo para bubalinocultura (CRAIG et al., 2015; NAGAROL et al., 2014).
Estas, reduzem a produtividade dos rebanhos (RONCORONI et al., 2007).

As principais perdas relacionadas ao BVDV, resultam da infeccdo de fémeas
prenhes, podendo ocorrer absor¢do embrionaria, abortamentos, mumificacdes,
natimortalidade, malformacdes fetais, nascimento de crias fracas, animais
persistentemente infectados (PI) (FLORES et al., 2005). Em bdfalos o BVDV foi
associado a disturbios reprodutivos, principalmente repeticéo de cio e abortos (AHMED;
ZAHER, 2008). Vacas que se infectam antes de 150 dias de gestacdo podem levar ao
nascimento de bezerros imunotolerantes, ou seja, persistentemente infectados (Pl)
(CRAIG et al., 2015). Acredita-se que a patogénese em bubalinos seja semelhante a dos
bovinos (MAHMOUD et al., 2009).

A infeccdo pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é responsavel por
significativas perdas produtivas, devido ao menor desenvolvimento entre animais jovens,
diminuicdo da producédo leiteira e do ganho de peso, interferindo no desempenho
reprodutivo do rebanho (MAHMOUD et al., 2009). BoHV-1 afeta principalmente, os
tratos respiratorio e genital de bovinos, apresentando como caracteristico da infec¢do a
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e balanopostite pustular infecciosa (IPB).
Raramente ha ocorréncia conjunta das formas genital e respiratoria da doenca (FINO et
al., 2012). Em bufalos, a infeccdo pode ocorrer de forma subclinica (SCICLUNA et al.,
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2010) e de forma clinica, casos de morte de recém-nascidos, abortos, deformidades de
membros j& foram associados a infecgdo (FUSCO et al., 2015).

Tendo em vista o desenvolvimento da criacdo de bufalos e as escassas pesquisas
em relacdo as doencas infecciosas que causam repercussdo na esfera reprodutiva na
espécie bubalina, objetivou-se com este estudo diagnosticar os aspectos epidemiolégicos
associados a infec¢do pelo virus da Diarreia Viral Bovina e Rinotraqueite Infecciosa

Bovina em bubalinos no estado de Pernambuco.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Realizar um estudo epidemioldgico da infeccdo pelo virus da Diarreia Viral
Bovina (BVDV) e Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) em bubalinos no estado de

Pernambuco.

2.2 Obijetivos especificos

e Determinar a ocorréncia da infeccdo pelo virus da Diarreia Viral Bovina e
Rinotraqueite Infecciosa Bovina em bubalinos no estado de Pernambuco;

e Determinar os aspectos epidemioldgicos associados a infec¢do pelo virus da
Diarreia Viral Bovina (BVYDV) e Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) em

bubalinos no estado de Pernambuco.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DIARREIA VIRAL BOVINA (BVD)

3.1.1 Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV)

BVDV é um virus RNA, pertencente a familia Flaviviridae, género Pestivirus.
Neste género estdo incluidos o virus da Peste Suina Classica (Classical swine fever virus,
CSFV) e o virus da Doenca da Fronteira de ovinos (Border disease virus, BDV) (NAGAI
et al., 2008; OIE, 2008).

O virus apresenta forma esférica, de 40-60 nm de didmetro, constituido por
nucleocapsideo de simetria icosaédrica, revestido por um envelope (MOENNIG, 1990).
O genoma viral € RNA fita simples, 12 Kb de comprimento (COLLETT, 1992).

BVDV inclui dois gendtipos distintos, BVDV-1 e BVDV-2 (OIE, 2015). Um
terceiro gendtipo, BVDV-3 vem sendo proposto, mas é pouco esclarecida a sua
distribuicdo (XIA etal., 2011; BAUERMANN et al., 2014). BVDV-1 é classificado ainda
por analises genéticas em torno de dezoito subtipos (1la — 1t) (JACKOVA et al., 2008;
GIAMMARIOLI et al., 2014) e BVDV-2 em trés subtipos (2a — 2c) (LUZZAGO et al.,
2014). Baseados na capacidade de produzir efeitos citopaticos em cultivos celulares, os
isolados de BVDV podem ser classificados em biotipos citopaticos (CP) e ndo citopaticos
(NCP) (FLORES et al., 2005; RIDPATH, 2013).

Os mesmos interagem de forma diferente com o sistema imunolégico, as cepas
NCP podem estabelecer infec¢des persistentes, animais persistentemente infectados (PI),
sdo capazes de eliminar o virus durante toda vida, assegurando que o BVDV permaneca
em circulagcdo. As cepas CP ndo produzem animais Pl (RIDPATH, 2013). Embora
existam ambos os biotipos citopatico e ndo citopatico de BVDV-1 e BVDV-2, estirpes
ndo citopaticas sdo normalmente encontrados em infec¢des de campo (OIE, 2015).

As mutacdes ou recombinagfes genéticas do virus NCP podem originar o virus
CP (KUMMERER et al., 2000). A maioria dos virus de campo sdo NCP, amostras CP
sdo isoladas quase que exclusivamente de animais acometidos com Doenca das Mucosas

(DM), uma forma clinica severa da infecgédo (OIE, 2015).
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3.1.2 Epidemiologia

O virus da BVD apresenta distribuicdo mundial e ja foi identificado na maioria
dos paises onde existe criacio de bovinos. E uma doenca de notificacéo obrigatoria a OIE
(OIE, 2016). Em paises livres da febre aftosa, 0 BVDV é considerado o agente viral mais
importante de bovinos e tem sido alvo de estudos e programas de controle e erradicacéo
(FLORES et al., 2005; CANARIO et al., 2009).

No Brasil vérios relatos clinico-patolégicos e soroldgicos tém comprovado a
distribuicdo da infeccdo pelo BVDV em rebanhos bovinos no pais desde o final dos anos
sessenta (FLORES et al., 2005). A prevaléncia na bovinocultura varia de 22,2%
(THOMPSON et al., 2006) a 85,4% (QUINCOZES et al., 2007).

Em bubalinos estudos ja foram realizados em diversas partes do mundo e
constatou-se uma prevaléncia variando entre 14,2% (DENG et al., 2015) a 84,2%
(CRAIG et al., 2015). No Brasil a prevaléncia ¢ estimada entre 8,8% (FERNANDES et
al., 2016) a 52,7% (LAGE et al., 1996). Os estudos realizados para determinar a
prevaléncia da infeccdo em bubalinos por BVDV estéo dispostos na tabela 2.

O virus é capaz de infectar uma grande variedade de ruminantes como bovinos
(CHAVES et al., 2012), bufalos (CRAIG et al., 2015), ovinos e caprinos (MISHRA et al.,
2012), e camelos (DEHKORDI, 2011). Os bovinos sdo considerados hospedeiros naturais
do agente (CANARIO et al., 2009, FINO et al., 2012). Craig et al. (2015) relataram que
bafalos podem atuar como reservatorio natural de BVDV.

A transmissdo ocorre principalmente de forma horizontal direta pela presenca de
animais PI (com bidtipo NCP) nos rebanhos, que eliminam grandes quantidades de virus
no ambiente pela urina, fezes, descargas, leite e sémen, durante toda a vida (MARLEY et
al., 2009, OIE, 2015). Touros PI (Persistentemente Infectado) podem eliminar grandes
quantidades do virus no sémen (KIRKLAND et al., 1997).
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Tabela 1 — Soroprevaléncia da infecgdo por BVDV em bubalinos dos diferentes paises

, Método de  Prevaléncia
Autores Ano Pais Amostra

Diagnostico (%)
Akhtar; Asif 1996 Paquistao 36 VN 30,6%
Lage et al. 1996 Brasil 329 VN 52,7%
Pituco et al. 1997 Brasil 417 VN 16,3%
Zaghawa. 1998 Egito 150 VN 52,0%
Sudharshanaetal. 1999 india 112 ELISA 23,2%
Roncoroni et al. 2007 Italia 465 ELISA 22,0%
Bhatia et al. 2008 india 104 ELISA 36,8%
Ghazi et al. 2008 Egito 210 ELISA/VN  11,4%/25,0%
Dehkordi 2011 Ird 372 ELISA 16,9%
Albayrak et al. 2012 Turquia 82 ELISA 68,3%
Giraldo et al. 2013 Coldmbia 19 ELISA 51,9%
Sheffer 2013 Brasil 176 VN 10,8%
Dawlat et al. 2014 Egito 372 ELISA 22,7%
Craig et al. 2015 Argentina 38 VN 84,2%
Deng et al. 2015 China 134 ELISA 14,2%
Fernandes et al. 2016 Brasil 136 VN 8,8%
Silva et al. 2016 Brasil 805 ELISA 14,0%
Viana et al. 2016 Brasil 175 VN 36,0%

Convenc0es: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA); Virusneutralizacdo (VN)

A transmissdo do virus por animais com infeccdo aguda é geralmente menos
importante, estes excretam niveis relativamente baixos de virus e por um curto periodo
de tempo (sete a dez dias). BVDV também pode persistir no ambiente por periodos curtos
e ser transmitido por meio de fomites (OIE, 2015).

A transmissdo vertical do BVDV desempenha um papel importante na sua
epidemiologia e patogénese, devido ao nascimento de animais PI, caracterizados como a
principal fonte de infeccdo do virus (OIE, 2015). Em animais recém-nascidos pode
ocorrer a infeccdo pela ingestdo de colostro ou leite procedente de fémeas positivas para
BVDV (ROSSMANITH et al., 2014).

Os fatores de risco que favorecem a disseminacdo do virus nos rebanhos bovinos
incluem alta densidade populacional; animais criados em exploragéo mista (leite e carne);
criagdo extensiva (QUICOZES et al., 2007); propriedades que utilizam como forma de
reproducdo somente touro (CHAVES et al.,, 2012) utilizagdo de touro de repasse
(SAMARA et al., 2004); utilizacdo de técnica de inseminacao artificial (I1A) (QUICOZES
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et al., 2007); auséncia de assisténcia técnica nas propriedades e propriedades menos
tecnificadas (SAMARA et al., 2004; CHAVES et al., 2012).

Aliado a introducdo de animais Pl que constituem em uma fonte constante de
infeccdo para animais ndo imunes, introducao de fémeas gestando fetos PI, introducdo de
animais infectados, atuam como potenciais fontes de infecgéo nos rebanhos (SAMARA
et al., 2004; CANARIO, 2009). Animais de maior faixa etaria sdo mais susceptiveis,
guanto maior a idade dos animais, maiores sdo as chances de exposi¢do ao agente. Além
dos mesmos estarem em atividade reprodutiva (CHAVES et al., 2012).

No estado de Pernambuco, foram identificados os seguintes fatores de risco para
BVDV em bovinos: ndo fornecer colostro (OR = 3,85; p = 0,018); ndo conhecer a
enfermidade (OR = 2,54; p = 0,001); criagcdo consorciada com animais de producdo (OR
=1,76; p = 0,013) (REGO et al., 2016).

3.1.3 Patogenia

As infeccBes agudas em vacas ndo imunes e que nao estejam prenhes, com virus
NCP resultam em viremia transitoria, a partir de trés dias pds infeccdo (PEDRERA et al.,
2011), até o desenvolvimento da imunidade em torno de duas semanas (MEYLING et al.,
1990).

Efeitos de infeccdes fetais sdo complexas, dependem da idade do feto e quando a
infeccdo ocorreu pela primeira vez (LANYON et al., 2014). Entre vinte e nove e quarenta
e um dias poés-concepcdo pode resultar em infeccdo, levando a morte embrionéaria
(MCGOWAN etal., 1993). Infeccao ap0s o trigésimo dia de gestacdo e durante o primeiro
trimestre pode resultar no nascimento de bezerros PI (BROWNLIE et al., 1998), havendo
uma variacdo de feto para feto (PETERHANS; SCHWEIZER, 2013).

BVDV esta localizado no odcito de fémeas Pl, explicando porque bezerros
nascidos de fémeas Pl sdo sempre Pl (FRAY et al., 2000). Animais Pl ndo apresentam
resposta imunoldgica ao virus, eliminando grandes quantidades do virus em excregdes e
secrec0es (MARLEY et al., 2009). Infeccdo entre oitenta e cento e ciquenta dias de
gestacdo podem causar efeitos teratogénicos no feto (LANYON et al., 2014). Somente
animais Pl desenvolvem a doenca das mucosas, apresentando alto poder de letalidade
(LANYON et al., 2014). Esta doenca estd associada ao biétipo CP, ou a muta¢des do
biétipo NCP (BROWLIE et al., 1984).
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A idade fetal em que ocorre o desenvolvimento do sistema imunoldgico em
bufalos ainda € desconhecida, sendo dificil prever a idade gestacional em que o BVDV
pode causar infeccdo persistente nesta espécie. O periodo de gestacdo de bufalos é cerca
de um més mais longo, portanto, o prazo gestacional em que a infeccao persistente pode
ocorrer em bufalos pode ser diferente dos bovinos. Problemas reprodutivos e abortos
estédo associados normalmente com a infecgdo em animais prenhes (MARTUCCIELLO
et al., 2009). Em touros a infecgdo resulta em reducdo na concentracdo, motilidade e
aumento de anormalidade espermatica (PATON et al., 1989).

Acredita-se que a patogenia em bubalinos seja semelhante a dos bovinos,
originando animais persistentemente infectados, no entanto ainda ha escassez de dados
em relacdo a patogénese nessa espécie (MARTUCCIELLO et al., 2009; CRAIG et al.,
2015). Analises moleculares de amostras de sangue em animais com sorologia negativa,
revelou a presenca de acido nucleico viral, confirmando a existéncia de infeccdo
persistente em bufalos (CRAIG et al. 2015). O BVDV foi isolado de fetos, provavelmente
originado de bafalas PI (MARTUCCIELLO et al., 2009).

3.1.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos normalmente ocorrem em infec¢Ges agudas (gastroentérica,
respiratoria e hemorragica), infeccdes persistentes e doenca das mucosas (DM). A
severidade da doenca depende da cepa, dose infectante e idade do animal. O periodo de
incubacdo é variavel entre dois e quatorze dias (RIDPATH et al., 2007).

A ocorréncia de abortos, fetos natimortos (DAMMAN et al., 2015), nascimentos
de crias fracas, dentre outros problemas reprodutivos, pode ser indicativo da presenca do
BVDV em rebanhos (FLORES et al., 2005). A infeccdo de fémeas soronegativas e livres
do virus pode resultar em taxas de concepcdo deficientes (DAMMAN et al., 2015),
repeticéo de cio e abortamentos (JUNQUEIRA et al., 2006), reducdo na taxa de fertilidade
(GAROUSSI; MEHRZAD, 2011). Animais Pl podem apresentar diminuigédo do ganho
de peso, crescimento retardado. Podendo sugerir sistema imunolédgico deficiente,
tornando-os susceptiveis a infec¢Ges secundarias (VOGES et al., 2006). A infeccdo
persistente em um touro foi associada a hipoplasia testicular (BOREL et al., 2007).

O BVDV esta relacionado a ocorréncia de abortos em bufalos, representando uma
ameaca a saude destes animais (MATUCCIELO et al., 2009). Foi observada associa¢do

entre a ocorréncia de problemas reprodutivos com a presenca de animais positivos para o
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BVDV, sendo repeti¢do de cio e abortos os principais disturbios observados em rebanhos
bubalinos (AHMED; ZAHER, 2008).

3.1.5 Diagnostico

O isolamento do virus é um teste confiavel e amplamente utilizado para o
diagnostico de infeccdes por BVDYV, permitindo a caracterizacdo do agente, o
crescimento de ambos 0s biotipos é geralmente satisfatorio (OIE, 2008). Alguns fatores
podem afetar a capacidade de isolamento do virus, tais como: momento da coleta da
amostra, transporte da amostra e processamento da amostra no laboratério (DUBOVI,
2013).

Em animais PIl, a maioria dos tecidos pode ser utilizada para isolamento,
especialmente em amostras de sangue ou soro (DUBOVI, 2013). Para detectar niveis
baixos de virus em algumas amostras, em especial 0 sémen, pode ser necessaria a analise
de volumes maiores que o habitual, assegurando que o teste ndo sera comprometido pela
presenca de baixos niveis de BVDV (OIE, 2015).

Os testes soroldgicos mais comuns para detecgdo de anticorpos anti-BVDV séo
virusneutralizacdo (VN) e Ensaio Imunoenzimético (ELISA) (OIE, 2008), estes testes
podem ser utilizados para identificar os niveis de imunidade do rebanho, investigacdo do
envolvimento do BVDV em doencas reprodutivas e estabelecer o “status” soroldgico de
touros utilizados para a coleta de sémen. Em bezerros com idade menor que quatro a cinco
meses a detec¢do de anticorpos anti-BVDV, por técnicas soroldgicas, é dificultada pela
presenca de anticorpos maternos (BROCK et al., 1998).

A deteccdo de anticorpos especificos para o0 BVDV é uma valiosa forma de
determinar o estado imunoldgico do animal e qualquer exposicao anterior ao agente. Um
teste de anticorpo positivo em um animal ndo vacinado, ndo s6 indica que 0 mesmo tenha
sido previamente exposto ao BVDV, mas que também n&o é um P1. Um resultado positivo
em uma fémea gestante pode indicar a possibilidade da mesma gerar um feto PI
(LANYON et al., 2014).

O diagnostico também pode ser realizado pela Reagcdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) (SCHEFFER, 2013). O método de PCR pode ser utilizado para fins de diagnostico,
pela deteccdo do RNA virus, tendo valor especial em suspeitas de infec¢do por niveis
baixos do virus (OIE, 2008). A sensibilidade do teste permite a adocdo de estratégias para

detectar animais Pl em rebanhos (OIE, 2015). O uso do PCR tem se tornado cada vez
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mais comum, muitas vezes preferivel para isolamento do virus, por ser menos demorado,

menos custo e altamente sensivel (HOUE et al., 2006).

3.1.6 Profilaxia

A identificacdo de animais Pl é a chave para a prevencdo da infeccéo pelo BVDV
(DAMMAN et al., 2015), assim como a minimizagdo do risco potencial de nascimentos
de animais PI, ja que os mesmos permanecem como fontes de infeccao; pode ser realizado
pela separacdo de fémeas gestantes suspeitas ou recém-adquiridas do restante do rebanho
até que elas e suas respectivas crias possam ser adequadamente testadas para BVDV
(DAMMAN et al., 2015).

Outros métodos sdo indicados, tais como: quarentena para animais recém-
adquiridos, para evitar a entrada do agente em criagdes livres; controle do transito animal
nas propriedades; adocdo de préaticas adequadas de higiene e desinfeccdo de fomites e
instalacBes, em especial nos locais de quarentena para evitar a persisténcia viral no
ambiente (PACHECO, 2010). Aplicacdo continua de medidas higiénico-sanitarias
(LANYON et al., 2014).

Vacinagdo € uma estratégia importante para rebanhos, sendo eficaz na reducao do
namero de infecgdes (RIDPATH, 2013). Devido a necessidade de produzir vacinas de
acordo com as cepas isoladas em um pais ou regido, ndo é viavel a producdo de vacinas
que possam ser utilizadas globalmente. Dessa forma, ndo existe vacina padrdo para
BVDV, mas uma série de preparacdes comerciais disponiveis. Vacinas formuladas com
virus atenuado ndo devem ser administradas em vacas prenhes, devido ao risco de
infeccdo transplacentéria, por outro lado, dose Unica € suficiente para conferir protecdo.
Vacinas com virus inativado sdo seguras e podem ser administradas em qualquer idade
estas necessitam de reforco vacinal (OIE, 2015).

Em buafalos previamente imunizados com vacina inativada contendo BVDV-1a,
foi identificada a presenca de BVDV e houve divergéncias em relagéo a estirpe, no estudo
foram isoladas cepas de BVDV-1b. O acompanhamento e atualizag¢do continua de vacinas

com cepas circulantes é importante para o controle da infeccdo (SOLTAN et al., 2015).



21

3.2 RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA (IBR)

3.2.1 Herpesvirus bovino tipo — 1 (BoHV-1)

A Rinotraqueite Infecciosa Bovina, também conhecida como IBR, é causada pelo
Herpesvirus Bovino tipo 1 (BoHV-1). BoHV-1, pertencente a familia Herpesviridae,
subfamilia Alfaherpesvirinae, género Varicellovirus (ICTV, 2014). Esta enfermidade é
responsavel por uma variedade de disturbios respiratdrios e reprodutivos em bovinos
(SANTOS et al., 2014) e bufalos (SCICLUNA et al., 2010).

Morfologicamente, os herpesvirus sdo distintos de todos 0s outros virus
(DAVISON et al., 2009). Caracteriza-se por apresentar um nicleo contendo o material
genético DNA dupla fita, envolto por um nucleocapsideo icosaédrico, por um envelope
exterior coberto de glicoproteinas, em sua superficie, espiculas que apresentam papel
fundamental, pela inducao de anticorpos no hospedeiro (SOUTO et al., 2006; DAVISON
et al., 2009). Localizado entre o capsideo e o0 envelope exterior, estd o tegumento, uma
matriz proteica (SATHISH et al., 2012).

De acordo com analises antigénicas e gendmicas, BoHV-1 pode ser classificado
em trés subtipos (METZLER et al., 1985): BoHV-1.1 - relacionado com sinais clinicos
respiratdrios e abortamentos; BoHV-1.2a tem sido relacionado a diversas manifestacGes
clinicas, incluindo distarbios de ordem reprodutiva (abortos, vulvovaginite pustular
infecciosa — IPV, balanopostite pustular infecciosa — IPB) e problemas respiratérios, este
subtipo é frequentemente isolado no Brasil (FLORES, 2007); BoHV — 1.2b, ocasiona
doenca respiratéria leve (IPV e IPB), a ocorréncia de abortamentos ndo tem sido
associada a este gen6tipo (D ARCE et al., 2002). Por isso, amostras do subtipo 1.2b séo
consideradas menos patogénicas que o subtipo 1 (FLORES, 2007).

A partir de 1990 um novo subtipo foi reclassificado como BoHV-5, agente
neuropatogénico (EDWARDS et al., 1990).

Os isolados dos trés subtipos apresentam reatividade soroldgica cruzada,
dificultando a sua diferenciacéo pelos métodos soroldgicos convencionais (SPILKI et al.,
2005; ANZILIERO et al., 2011).

BoHV-1 é resistente ao ambiente, sua inativacdo depende de fatores como

temperatura, pH, luz e umidade. Em uma temperatura de 4°C o agente permanece estavel
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durante um més, a 56°C é inativado em torno de 21 minutos, a 37°C em um periodo de
dez dias e em 22°C dentro de cinquenta dias (GIBBS; RWEYEMAMU, 1997). Pode
sobreviver por mais de trinta dias em alimentos (NANDI et al., 2009). O agente é sensivel
a substancias desinfetantes, que atuam destruindo o envelope lipidico do virus (BISWAS
etal., 2013).

3.2.2 Epidemiologia

A Rinotraquite Infecciosa Bovina tem distribuicdo mundial (BARBOSA et al.,
2005). E uma doenca de notificacio obrigatdria a Organizacdo Mundial de Satide Animal
(OIE) (OIE, 2016). Acomete principalmente bovinos e bubalinos (FERREIRA, 2009).
No Brasil, BoHV-1 foi isolado pela primeira vez de bovinos em 1978 na Bahia (ALICE,
1978). O primeiro levantamento soroldgico foi realizado por Galvéao et al. (1963),
determinando uma prevaléncia de 34,5%. Estudos sorolégicos em bovinos indicam uma
prevaléncia variavel entre 22,0% (URBINA et al., 2005) e 79,5% (SILVA et al., 2015).

Estudos indicam a ocorréncia da infeccdo por BoHV-1 em bdfalos em diversas
partes do mundo e constatou-se uma prevaléncia variando entre 30,5% (SCICLUNA et
al., 2007) a 100,0% (PETRINE et al., 2012). No Brasil a prevaléncia € estimada entre
14,7% (LAGE et al., 1996) a 87,3% (CARVALHO et al., 2015). Os estudos realizados
para determinar a prevaléncia da infeccdo por BoHV-1 em bubalinos estdo dispostos na
tabela 1.

A transmissdao do BoHV-1 ocorre pelo contato com secrecBes respiratorias,
oculares e reprodutivas como: muco prepucial, muco vaginal (FRANCO et al., 2012) e
sémen (KUPFERSCHMIED et al., 1986). E de forma vertical, por infeccdo
transplacentaria, vai depender do estado imunoldgico da fémea no momento da infecgédo
(RADOSTITS et al., 2007). Em rebanhos BoHV-1 positivos mais atencdo deve ser dada
a possivel transmissdo iatrogénica através de fomites (RAAPERI et al., 2010).
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Tabela 2 — Soroprevaléncia da infecgdo por BoHV — 1 em bubalinos em diferentes paises

Método de Prevaléncia

Autores Ano Pais Amostra diagnéstico (%)
Akhtar; Asif 1996 Paquistao 36 VN 16,7%
Lage et al. 1996 Brasil 329 VN 14,7%
Cortez et al. 2001 Brasil 133 VN 52,6%
Fujii et al. 2001 Brasil 222 ELISA 77,0%
De Carlo et al. 2004 Italia 72 ELISA 32,0%
Roncoroni etal. 2007 Italia 465 ELISA 25,0%
Scicluna et al. 2007 Italia 1756 ELISA 30,5%
Mahmoud etal. 2009 Egito 86 ELISA 45,0%
Ferreira 2009 Brasil 188 VN 82,4%
Scicluna et al. 2010 Italia 7 VN 100,0%
Nandi et al. 2011 india 79 VN 31,6%
Albayrak et al. 2012 Turquia 82 ELISA 80,5%
Petrine et al. 2012 Italia 4 VN 100,0%
Trangadiaetal. 2012 india 77 ELISA 23,94%
Amoroso et al. 2013 Italia 36 ELISA 86,0%
Shabbir et al. 2013 Paquistao 47 ELISA 70,3%
Giraldo et al. 2013 Coldmbia 19 ELISA 80,3%
Scheffer 2013 Brasil 339 VN 42,8%
Jorgens et al. 2014 Brasil 242 VN 23,14%
Medeiros et al. 2014 Brasil 80 VN 43,7%
Carvalho et al. 2015 Brasil 306 ELISA 87,3%
Fernandesetal. 2016 Brasil 136 VN 63,2%
Viana et al. 2016 Brasil 214 VN 85,0%

Convengdes: Ensaio Imunoenzimético (ELISA); Virusneutralizagdo (VN)

Em buafalos a infeccdo pode ocorrer por aerosséis e fomites contaminados
(LAMAIRE et al., 1994). Estudo indica a presenca de BoHV-1 em fezes de bdfalos,
atuando como fonte de contaminagdo ambiental para o herpesvirus (SCICLUNA et al.,
2010).

O processo de congelamento do sémen nao inativa o virus, 0 mesmo permanece
com a capacidade de causar infeccbes (LATA JAIN et al., 2008). Amostras
criopreservadas podem manter o virus viavel por até um ano (CHAPMAN et al., 1979).

Em casos de infeccdo aguda, o virus € excretado em grande quantidade por dez a
quinze dias. Quando ocorre reativacao viral, apos o periodo de laténcia, a excre¢éo ocorre

em menor concentracdo em dois a dez dias (FRANCO et al., 2012).
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Animais de todas as idades e ragas sdo susceptiveis a infeccdo, porém pesquisas
com bovinos relatam maior ocorréncia da infeccdo em animais acima dos seis meses de
idade, observando-se elevadas taxas de prevaléncia nas idades mais avancadas, pois 0S
mesmos estdo mais expostos ao agente, em especial quando estdo na fase reprodutiva
(BARBOSA et al., 2005; JUNQUEIRA et al., 2006). Vacas com idade acima de quatro
anos tem 2,36 vezes maior risco de se infectarem pelo BoHV-1 (URBINA et al., 2005).

Quanto ao tipo de exploracdo, animais leiteiros sdo mais predispostos a infeccgéo,
qguando comparados aos de corte, provavelmente devido a maior aglomeracdo dos animais
de exploracéo leiteira (VIEIRA et al., 2003).

A utilizacdo de monta natural e inseminacéo artificial (IA) no manejo reprodutivo
sdo considerados como fatores de risco (DIAS et al., 2008). Em um estudo
epidemioldgico realizado em bovinos no estado de Pernambuco, foram observados 0s
seguintes fatores de risco: utilizacdo de touros na estacdo de monta com fémeas com
problemas reprodutivos (OR = 3,84; P = <0,000); criacdo consorciada (OR = 2,90; P =
0,048); tamanho do rebanho com até 50 animais (OR = 3,62; P = 0,001) (SILVA et al.,
2015).

3.2.3 Patogenia

Durante a fase aguda, ocorre a replicacao viral, de acordo com a porta de entrada,
podendo ocorrer no trato respiratério ou na mucosa genital. O virus penetra nas
terminacGes periféricas locais, por via axonal retrégrada onde ird atingir os sitios de
laténcia (TIKOO et al., 1995).

Os principais sitios de laténcia sdo 0s ganglios sensoriais e autdnomos,
dependendo do local de replicacdo primaria do virus (FLORES, 2007). InfeccOes
respiratdrias, orais, ou oculares resultam em colonizacdo dos neurdnios sensoriais do
ganglio trigémeo (JONES et al., 2011). Os ganglios sacrais sdo os sitios de predilecdo
decorrentes de infeccdes genitais (FLORES, 2007).

Durante o periodo de laténcia o virus permanece no organismo animal sem
multiplicar-se, dificultando sua deteccdo (JONES et al., 2011). O ciclo de laténcia e
reativacdo pode ser dividido em trés etapas principais: estabelecimento de laténcia,
manutencdo da laténcia e reativacao viral. Estabelecimento de laténcia inclui a entrada do
genoma viral em neurénios ganglionares, replicagdo do DNA em infec¢fes agudas e entéo

cessa a replicacéo do gene viral. Manutencéo da laténcia é o periodo onde néo é detectada
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a infeccdo viral pelo isolamento, sem replicagdo viral. A reativacdo da laténcia é iniciada
por estimulos externos como estresse e imunossupressdo, estimulando a expressédo do
gene viral (JONES, 2003).

Periodicamente, BoHV-1 é reativado havendo excrecdo viral, podendo ser
transmitido a animais susceptiveis (JONES et al., 2011). A reativagdo do virus ocorre
quando o animal passa por periodos de estresse, devido a escassez de alimentos e agua,
durante o transporte dos animais, desmame, mudancas climaticas (JONES et al., 2011),
utilizacdo de corticosteroides (JONES et al.,, 2006). Na auséncia de fatores
predisponentes, o virus permanece de forma latente (PETRINE et al., 2012).

Nas infeccOes por BoHV-1 a laténcia apresenta papel importante na patogenia,
pois uma vez infectado, o0 animal torna-se portador para o resto da vida (DEL FAVA et
al., 2002; FERREIRA, 2009). A ocorréncia de sinais clinicos associada com a reativacao,
geralmente, é caracterizada por sinais mais brandos do que aqueles resultantes da infeccéo
aguda (FLORES, 2007).

A patogénese e a gravidade do quadro clinico da infeccdo por BoHV-1, podem
ser influenciadas por diversos fatores, entre eles: estirpe; dose infectante; via de infec¢éo;
hospedeiro (espécie, raca, idade, sexo, caracteristicas fisioldgicas e infeccBes
simultaneas) e ambiente (MUYLKENS et al., 2006).

3.2.4 Sinais clinicos

O periodo de incubacdo varia entre dez a vinte dias em condi¢des naturais. Os
sinais clinicos sdo diversificados, podendo apresentar distdrbios respiratérios, genitais,
oculares e encefalomielite (DEL FAVA et al., 2002, ALY et al., 2003, NANDI et al.,
2009).

Na forma respiratdria, a infeccdo pode ocorrer de forma subclinica, branda ou
severa. Os animais podem apresentar dispneia, tosse, secrecdo nasal, bronquite,
pneumonia. A morbidade é de aproximadamente 100% e a mortalidade pode chegar a
10% (NANDI et al., 2009). Na forma ocular, observa-se conjuntivite uni ou bilateral,
fotofobia, epifora (TURIM; RUSSO, 2003). Alguns casos regridem dentro de cinco a dez
dias (NANDI et al., 2009).

A forma genital é caracterizada por vulvovaginite pustular infecciosa e
balanopostite infecciosa. Abortos séo frequentes no tergo final da gestagdo, mas pode

ocorrer em qualquer das formas de infeccdo pelo BoHV-1, inclusive na forma subclinica
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(DEL FAVA et al., 2002; YAN et al.,, 2008). Também observa-se infertilidade,
nascimento de crias fracas, natimortos e malformacao congénita (ALY et al., 2003).

Em bubalinos a infeccdo pode ocorrer de forma subclinica. Em condicgdes
experimentais foi observado que bufalos podem ser infectados com BoHV-1 pelas de vias
de transmisséo naturais, entretanto, nenhum animal utilizado na pesquisa apresentou
qualquer alteragdo clinica relacionada a infeccéo pelo BoHV-1 (SCICLUNA et al., 2010).

Bezerros neonatos infectados com BoHV-1, antes ou apds o nascimento,
geralmente morrem dentro de poucos dias (MUYLKENS et al., 2007). Isolados de
BoHV-1 em bufalos apresentam o mesmo nivel de patogenicidade, incluindo a morte de
recém-nascidos. Bem como, abortos e deformidades de membros posteriores (FUSCO et
al., 2015).

3.2.5 Diagnostico

O isolamento viral em cultivo celular pode ser realizado a partir de swabs de
secrecOes nasais e genitais, durante infeccdes agudas. Podendo ser utilizado tecido de
fetos abortados e anexos fetais. O isolamento de virus no sémen necessita de adaptacdes
especiais, ja que o mesmo possui fatores que sdo toxicos e inibem a replicacdo viral (OIE,
2010). Em animais que apresentam infeccdo latente, torna-se dificil o isolamento, pois
durante este periodo ndo ha excrecdo viral (NANDI et al., 2011).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma alternativa para detec¢do do
virus, tendo como objetivo a amplificacdo de uma regido especifica do DNA do micro-
organismo, apresentando alta especificidade e sensibilidade, de forma rapida e eficaz.
Tornando-se uma alternativa para diminui¢cdo de tempo e trabalho quando comparado a
deteccdo de BoHV-1 pelo isolamento (WANG et al., 2007; WANG et al., 2008;
CAMPOS et al., 2009).

Técnicas alternativas para identificacdo do virus sdo imunoperoxidase e
imunofluorescéncia direta. O material para analise inclui cortes ou impressdes de tecido,
esfregaco de secre¢des e de sémen (OIE, 2010).

O diagndstico sorologico pode ser realizado por virusneutralizagdo (VN) ou por
Ensaio Imunoenzimatico (ELISA), estes testes sdo utilizados para detecgdo de anticorpos
contra BoHV-1. A identificacdo soroldgica de anticorpos € um indicador confiavel de
infeccdo no rebanho, incluindo animais com infecgéo latente. Podendo ser utilizado para

determinar a prevaléncia da infeccdo em estudos soro-epidemiologicos, diagnosticar
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auséncia da infecgdo em animais que serdo exportados ou importados, apoiar programas
de erradicacdo (OIE, 2010).

3.2.6 Profilaxia

A profilaxia é baseada na utilizacdo de manejo sanitario rigoroso (NANDI et al.,
2011) e imunizacgdo dos animais (PATEL, 2005). Montagnaro et al. (2014), realizaram
estudo onde a imunizacdo prévia com vacina gE (glicoproteina E) deletada contra o
BoHV-1 induziu protecdo em bufalos e reducéo na excregdo viral.

A vacinacdo é recomendada em rebanhos onde a infecgdo por herpesvirus é
enzodtica, bem como em propriedades onde haja condicGes que favorecam a transmissédo
do BoHV-1 (PATEL, 2005). Vacinas geralmente impedem o desenvolvimento de sinais
clinicos e reduzem a excrecdo viral, mas ndo conseguem evitar completamente a infeccéo
(OIE, 2010).

Vacinas deletadas sdo utilizadas em programas de controle e erradicacdo do
BoHV-1 (RAAPERI et al., 2014), permitem a diferenciacdo entre animais infectados e
animais vacinados (VAN OIRSCHOT et al., 1996). Estas vacinas podem ser utilizadas
em animais de todas as idades, com capacidade de minimizar a excregdo viral (STRUBE
etal., 1996).

Deve-se realizar controle reprodutivo, descarte de animais com problemas
reprodutivos recorrentes, eliminacdo da pratica de empréstimos de reprodutores (SILVA
et al., 2015). Utilizacdo de quarentena com periodo de quatro semanas para animais
recém-adquiridos, a monta natural deve ser evitada e utilizacdo de sémen de touros
negativos (OIE, 2010).
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ABSTRACT

This study aimed to detect the occurrence of bovine viral diarrhea virus (BVDV) and
infectious bovine rhinotracheitis (IBR) virus infections in buffaloes in Pernambuco state,
Brazil. For this purpose, serum samples were obtained from 244 buffaloes on eight
properties distributed in six municipalities. The search for anti-BVDV and -bovine
herpesvirus type-1 (BoHV-1) antibodies was performed using the virus neutralization
technique. To analyze the association between the serological status of BoHV-1 infection
and aspects of hygienic-sanitary and reproductive management, an investigative
questionnaire with objective questions was used. In total, 97.9% (239/244) of buffaloes
had anti-BVDV antibodies and 56.1% (137/244) had anti-BoHV-1 antibodies. Co-
infection was observed in 55.3% (135/244) of buffaloes. The distribution of antibody
occurrence in buffaloes by properties ranged from 90.5% to 100.0% for BVDV and from
4.8% to 100% for BoHV-1. It was not possible to perform an association analysis for
BVDV infection; however, in that for BoHV-1 infection, the following variables
exhibited a significant association: an extensive breeding system (P < 0.001), open herd
(P = 0.029), lack of reproductive rest (P = 0.029), natural mating in females with
reproductive disorders (P < 0.001), exploration type (P = 0.0014), presence of wild
animals (P < 0.001), and lack of cleaning facilities (P = 0.008). In conclusion, BVDV and
IBR virus infections occur in buffaloes in Pernambuco state. Thus, it is suggested that
prophylactic measures, including routine diagnosis, reproductive animal control, and
strict health care, with be implemented at each property to reduce the reproductive losses
caused by these infections.

KEYWORDS: Diagnosis., BoHV-1., Virus neutralization., Serology.
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INTRODUCTION

The reproductive efficiency in buffalo herds is essential for enhancing buffalo
profitability; however, these animals are susceptible to viral, bacterial, and parasitic
infections, and effects of some of these on buffaloes are not completely understood
(Roncoroni et al., 2007). Bovine viral diarrhea virus (BVDV) and infectious bovine
rhinotracheitis (IBR) virus infections are responsible for several reproductive disorders,
which cause a negative impact on creation buffaloes (Martucciello et al., 2009; Fusco et
al., 2015).

These diseases present a varied distribution in buffaloes, with prevalence ranging
from 11.4% (Ghazi et al., 2008) to 84.2% (Craig et al., 2015) for BVDV and from 30.5%
(Scicluna et al., 2007) to 100% for bovine herpesvirus type-1 (BoHV-1) (Scicluna et al.,
2010; Petrine et al., 2012). In Brazil, studies conducted in different regions indicate
prevalences ranging from 8.8% (Fernandes et al., 2016) to 52.7% (Lage et al., 1996) for
BVDV and 14.7% (Lage et al., 1996) to 87.3% for BoHV-1 (Carvalho et al., 2015).

BVD and IBR are diseases requiring notification to the World Organization for
Animal Health (OIE, 2016). Persistently infected (PI) animals are considered the main
source of BVDV infection in livestock (OIE, 2015). Studies have already proven the
presence of Pl animals in buffalo herds (Martucciello et al., 2009; Craig et al., 2015).

Transmission in IBR mainly occurs through contact with secretions (Franco et al.,
2012) and semen (Kupferschmied et al., 1986). One study indicates the presence of
BoHV-1 in buffalo feces, representing a possible source of environmental contamination
(Scicluna et al., 2010). Abortions, limb deformities, birth of weak offspring (Fusco et al.,
2015), stillbirths (Muylkens et al., 2006), and subclinical infections (Scicluna et al., 2010)

have been reported in buffaloes.
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Considering the development of buffalo breeding and the limited research in
relation to infectious diseases affecting the reproductive ability in buffalo species, this
study aimed to diagnose the epidemiological aspects associated with BVDV and IBR
virus infection in buffaloes in Pernambuco state.

MATERIAL AND METHODS

The project was approved by the Ethics Committee in the Use of Animals of the
Federal Rural University of Pernambuco with license n® 121/2015.

A cross sectional study was carried out in eight properties distributed in six
counties in Pernambuco state, Brazil. To compose the study sample, a total of 10,500
heads (Mapa, 2015) was analyzed, with an expected prevalence of 51.1% for BVDV
(Régo et al., 2016) and 79.5% for IBR (Silva et al., 2015). These parameters provided a
minimum sample size of 196 for BVDV and 128 animals for IBR, with a 95% confidence
interval, and a statistical error of 7% (Thrusfield, 2004).

A total of 244 blood samples were collected from the Agrestina (n = 5); Agua
Preta (n = 50); Canhotinho (n = 21); Quipapa (n = 6); Ribeirdo (n = 113); Rio Formoso
(n = 50) counties, of reproductive age buffaloes, of dairy and cutting ability, created in a
semi-intensive and extensive way, with no history of vaccination against either BVDV or
IBR.

Before collecting the biological material, an investigative questionnaire was
carried out, consisting of objective questions to the breeder, referring to the property’s
characteristics, productive, reproductive, and sanitary management, for the association
study analysis.

In all, 10 ml of blood was collected from the tail vein in the coccygeal region,
after antibacterial treatment with iodized alcohol, in previously identified siliconized test

tubes without coagulant. The tubes were sent to the laboratory for processing. To obtain
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the serum, the samples were centrifuged at 900g for 10 minutes; the obtained serum was
stored in polypropylene microtubes, identified, and maintained at —20°C until processing.

The antibody analysis for BVDV and BoHV-1 was performed by the virus
neutralization (VN) technique, according to the protocol established by the World
Organization for Animal Health (OIE, 2012). Serum samples were previously inactivated
in a water bath at 56°C for 30 minutes and then distributed into duplicate 96 well
microplates at 1:2 and 1:4 dilutions. The test was performed on Madin-Darby bovine
kidney (MDBK) continuous lineage cells grown in minimal essential medium (MEM),
supplemented with 2% fetal bovine serum.

As an antigen, a BVDV sample was used at the infecting dose of 100 TCIDso per
well, to the titration value of 3.16x10~* TCIDso whilst BoHV-1, was used at the infecting
dose of 100 TCIDso per well, previously titrated according to the Reed and Muench
technique (1938), being evidenced to the titration the value of 6.31x10* TCIDso.

In all, 50ul of medium per well was distributed in a plate, with the sera mixed in
duplicate at a 1:2 and 1:4 dilutions, followed by the addition of 50ul of viral suspension
at a 100 TCIDso/50pl concentration, with a cutoff of 1:4. The plates were then incubated
for 1 hour for BVDV and for 24 hours for BoHV-1, in an incubator at 37°C and 5% CO>
and, after the incubation time, 50ul of MDBK lineage cells in 4,5x10° per mL
concentration were added, before returning the samples to the incubator for 96 and 72
hours for BVDV and BoHV-1, respectively. To validate the test reliability, virus and cell
cytotoxicity positive and negative controls were performed, respectively, on each
microplate, with the cytopathic effects of these controls being evaluated before the plate
samples were read.

For the association between the serological status of BoHV-1 infection and

aspects of hygienic-sanitary and reproductive management, an interest variables
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univariate analysis was performed using either Pearson’s chi-square test (X?) or the Fisher
exact test, when necessary, considering as dependent variable the result obtained in virus
neutralization (positive or negative). The Epilnfo™ 7 program was used to perform the
statistical calculations and the significance level was set at 5%.

RESULTS

BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV)

The occurrence of anti-BVDV antibodies in buffaloes was 97.9% (239/244)
(Table 1). From the eight sampled properties, 100% had at least one positive animal for
this infection. The distribution of antibody occurrence for buffaloes by properties ranged
from 90.5% to 100% (Table 2). It was not possible to perform the association analysis
between the serological status of BVDV infection and the hygienic-sanitary and
reproductive management aspects, since all the properties had a high occurrence of
positive animals.

BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 (BOHV-1)

The occurrence of anti-BoHV-1 antibodies in buffaloes was 56.1% (137/244)
(Table 1). From the eight sampled properties, 100% had at least one positive animal. The
distribution of antibodies occurrence for buffaloes by properties ranged from 4.8% to
100% for BoHV-1 (Table 2).

In the association analysis between the serological status and the hygienic-sanitary
and reproductive management aspects, a significant association was found for the
following variables: an extensive breeding system; an open herd; a lack of reproductive
rest; natural mating in females with reproductive disorders; exploration type (mixed);

presence of wild animals; a lack of clean facilities (Table 3).
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When analyzing the association between the reproductive history for BoHV-1, an
association was observed between vaginal discharge (p = 0.036) and placental retention
(p = 0.036).

Co-infection by DVD and BoHV-1 was observed in 55.3% (135/244) from the

animals, with antibodies occurring in a range from 4.8 to 100%.

Table 1. Occurrence of bovine viral diarrhea virus (BVDV) and bovine herpesvirus type-

1 (BoHV-1) infection in buffaloes by counties in Pernambuco state.

VN

Counties BVDV BoHV-1

Positives Negatives Positives Negatives

AF  RF(%) AF RF(%) AF  RF(%) AF  RF (%)

Agrestina 5  100% 0 - 01 200% 4  80.0%
Agua Preta 49 980% 1  20% 26 520% 24  48.0%
Canhotinho 19 905% 2  95% 1 48% 20  95.2%
Quipapa 5 100% O - 5  100% @ - -

Ribeirdo 112 991% 1  09% 80 70.8% 33  29.2%

Rio Formoso 49  98.0% 1 2.0% 24 48.0% 26 52.0%

Total 239  97.9% 5 2.1% 137 56.1% 107  43.9%

AF = Absolute frequency; RF = Relative frequency; VN = Virus neutralization.
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Table 2. Occurrence of bovine viral diarrhea virus (BVDV) and bovine herpesvirus type-

1 (BoHV-1) infection in buffaloes by properties in Pernambuco state.

BVDV BoHV-1

Properties N Positivity Positivity Co-infection
A 5 5 (100%) 5 (100%) 5 (100%)
B 43 43 (100%) 19 (44.2%) 19 (44.1%)
C 21 19 (90.5%) 1 (4.8%) 1 (4.8%)
D 5 5 (100%) 1 (20.0%) 1 (20.0%)
E 50 49 (98.0%) 26 (52.0%) 25 (50.0%)
F 49 48 (97.9%) 41 (83.6%) 40 (81.6%)
G 21 21 (100%) 20 (95.2%) 20 (95,.2%)
H 50 49 (98.0%) 24 (48.0%) 24 (48.0%)
TOTAL 244 239 (97.9%) 137 (56.1%) 135 (55.3%)

N = Total samples
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Table 3. Association analysis between serological status of bovine herpesvirus type-1

(BoHV-1) and hygienic-sanitary management aspects in buffaloes in Pernambuco state,

Brazil, 2016.
. Serology
Variables N — Value P
Positive
Creation System
Semi-intensive 32 9 (28.1%) <0.001W*
Extensive 212 128 (60.4%)
Reproductive Management
Natural mount 194 111 (57.2%) 0.508"
Natural mount + Acrtificial insemination 50 26 (52.0%)
Creation Type
Open 151 93 (61.6%) 0.029A*
Closed 93 44 (47.3%)
Perform Quarantine
Yes 11 7 (63.6%) 0.759(®)
No 233 130 (55.8%)
Reproductive Rest
Yes 93 44 (47.3%) 0.029W)"
No 151 93 (61.6%)
Natural Mating in Females with
Reproductive Disorders
Yes 169 110 (65.1%) <0.001W*
No 75 27 (36.0%)
Exploration Type
Milk 93 44 (47.3%)
Meat 145 87 (60.0%) 0.001W"
Mixed 6 6 (100%)
Presence of Wild Animals
Yes 130 91 (70.0%) <0.001W*
No 114 46 (40.3%)
Isolation of Sick Animals
Yes 56 32 (57.1%) 0.879%W
No 188 105 (55.8%)
Cleaning of Facilities
Yes 98 45 (45.9%) 0.008AW*
No 146 92 (63.0%)

(A Test X?; ®) Fisher’s exact test; N = Total samples; * Significant association at 5.0%

level; **Undefined.
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DISCUSSION
BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS (BVDV)

This is the first record of the occurrence of anti-BVDV antibodies in buffaloes in
Pernambuco state. It is known that the BVDV in buffaloes is distributed worldwide,
presenting a variable prevalence from 11.4% (Ghazi et al., 2008) to 84.2% (Craig et al.,
2015).

The occurrence of anti-BVDV antibodies in this study was 97.9%. This was higher
than those reported in other country’s regions, as in the Minas Gerais State, 52.7%
(295/329) (Lage et al., 1996); in the Sdo Paulo state, 16.3% (68/417) (Pituco et al., 1997);
in Rio Grande do Sul, 10.8% (19/176) (Schefer, 2013) and in the Para State, 36.0%
(63/175) (Viana et al., 2016).

Differences between serological studies in several parts of the world may occur
due to several factors, such as the age of animals, the type of sampling, sanitary and
nutritional management, and individual differences between each animal (Albayrak et al.,
2012).

The results of the present study demonstrate a high occurrence of anti-BVDV
antibodies in each of the properties in Pernambuco state, demonstrating that the animals
have contact with infection sources, due to the large number of positive animals. Indeed,
it is likely that there is at least one Pl animal in every herd.

The agent’s maintenance in the herds may be mainly related to the presence of
persistently infected animals (PI), which eliminate large amounts of the virus in the
environment (OIE, 2015), constituting a constant source of infection for other animals.

Therefore, research must be conducted to identify these Pl animals.
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It was observed that 100% of the properties possessed at least one positive animal.
In the Ribeira Valley, Sdo Paulo State, the number of properties with positive buffaloes
was 100% (Pituco et al., 1997). A study carried out in the Para state indicated a prevalence
difference between the properties, with a variation from 0% to 97% (Viana et al., 2016).
The high number of positive animal properties may be related to the absence of
biosecurity measures; a subclinical BVDV infection can occur which the owners cannot
identify it, as it is not common the adoption of a reproductive program in the region.

Control of BVDV infection must be conducted to systematically reduce the
occurrence of an infected herd, prevent contact with Pl animals, and with females
gestating Pl animals is the key to reducing incidence in herds (Lindenberg; Houer, 2005).
In Belgium, a study carried out on farms that eradicated BVDV observed that it is still
necessary to reinforce basic biosecurity measures, for example, adequate use of protective
clothing and avoid contact with neighboring herds (Sarrazin et al., 2014). Vaccination of

animals is also an important strategy for infection control (Soltan et al., 2015).

BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 (BOHV-1)

It is also noted that this is the first record of the occurrence of anti-BoHV-1
antibodies in buffaloes in Pernambuco state. The occurrence of the anti-BoHV-1 antibody
in this study was 56.1% (137/244). In other states, both lower and higher prevalences
were reported compared to this study, for example, in Minas Gerais, 14.7% (38/329) by
the VN test (Lage et al., 1996) and in Maranh&do, 87.3% (267/306) by the ELISA
technique (Carvalho et al., 2015).

The differences between the results of this study with those carried out in other
country regions can be justified by the differences between the hygienic-sanitary

management of the herds, age of the animals, reproductive management type (Dias et al.,
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2012), production systems, size of the herds (Mainar-Jaime et al., 2001). Besides each
region’s climatic characteristics, geographic factors, exploration type and population
sampled (Freitas et al., 2014) are different.

Regarding the number of properties with positive animals, all tested positive for
at least one positive animal, like that found in Pernambuco in cattle (Silva et al., 2015).
In Goias, 98.5% of the properties had at least one positive animal (Barbosa et al., 2005).
The high number of properties with positive animals may be related to several factors,
including the ability of the virus to remain latent, thus introducing a single animal infected
with BoHV-1 sufficient for infection spread and perpetuation in buffaloes. In addition to
the neglect of bubaline health and lack of knowledge about this infection pathogenesis,
associated with the lack of diagnosis and initiatives to implement control and prevention
programs (Carvalho et al., 2015). It is believed that the introduction of infected animals
and the lack of disease knowledge by the producers may have been responsible for the
agent’s introduction and maintenance in the herds.

In the association analysis between the serological status and the hygienic-sanitary
and reproductive management aspects, a higher frequency of positive animals was
observed in the herds that adopted an extensive breeding system (P < 0.001); this may
occur due to a low control of reproductive diseases, when compared to dairy farming, and
may occur because of the agent’s introduction into free properties (Dias et al., 2012).
Another hypothesis, would be the possible contact with neighboring herds, facilitating
direct contact with infected animals or the indirect contamination by contaminated water
and food (Engels; Ackermann, 1996).

In relation to the type of herd, an association was observed for open herds (P =
0.029); this variable was identified as a risk factor in cattle raised in the Parana state (Dias

et al., 2012). This association can be attributed to other variables, such as if the animals
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were purchased at agricultural fairs or not (Van Schaik et al., 1998). The animals
purchased at fairs was identified as a risk factor in buffaloes, in the Paraiba state,
highlighting the importance of performing a sanitary control and serological diagnosis in
the purchase of animals, to avoid introduction of infected animals in the herds (Fernandes
etal., 2016).

The presence of wild animals presented an association (P < 0.001) with the
positivity in the VN. It can be explained by the fact that, although some animals do not
play an important role in the dissemination of BoHV-1, they can take on the role of
carrying the virus when moving from one place to another and between properties (Van
Schaik et al., 1998).

Another variable that showed an association with the frequency of positive
samples was a lack of cleaning facilities (P = 0.008). It is known that the transmission of
BoHV-1 can occur through contaminated aerosols and fomites (Lemaire et al., 1994) and
by contact with respiratory, ocular, and reproductive secretions (Franco et al., 2012). In
buffaloes, in Paraiba, the presence of sites with water points was a risk factor, probably
related to indirect transmission by contaminated water ingestion; these animals have a
habit of bathing in mud puddles or water points and urinating and defecating, there being
ingestion of contaminated water in these places (Fernandes et al., 2016). Corroborating
the study that indicates the presence of BoHV-1 buffalo feces, indicative of a source of
environmental contamination (Scicluna et al., 2010).

Regarding reproductive management, a reproductive absence (P = 0.029) and
natural mating in females with reproductive disorders (P < 0.001) displayed a significant
association. This may have occurred due to the use of transfer bulls and by the practice
of lending bulls to other properties, which mate with many females, contributing to the

spread of BoHV-1 in the herds.
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Semen is an important elimination route for BoHV-1, increasing the probability
of virus infection on properties that use the practice of natural mating as a reproductive
method in herds. Artificial insemination centers may be sure of the agent’s absence in the
semen (Dias et al., 2008). Transmission may also occur by contact with preputial or
vaginal mucus (Franco et al., 2012).

In the herds where the BoHV-1 infection occurred, the animals presented a history
of reproductive disorders, such as vaginal discharge (P = 0.036) and placental retention
(P = 0.036). Reproductive disorders and abortions have already been associated with
BoHV-1 infection in buffaloes, indicating that the virus can be expressed pathogenically
in buffaloes (Fusco et al., 2015).

Co-infection was observed in 55.3% (135/244) of the animals. This result may be
associated with the ability of BVDV to cause immunosuppression in animals, facilitating
the maintenance of BoHV-1 in herds (Headley et al., 2014). In a study carried out in
buffalo herds, in Paraiba and Para state, respectively, a co-infection was observed
between BVDV and BoHV-1 (Fernandes et al., 2016; Viana et al., 2016).

Finally, several prophylactic measures could be introduced including diagnosing
infected animals, a strict sanitary management, animals’ immunization, reproductive
control, animal traffic control, and implementing biosecurity measures (Nandi et al.,
2011).

CONCLUSION

This is the first record of BVDV and BoHV-1 infections in buffaloes in
Pernambuco state and, from the results obtained verified that BVDV and BoHV-1
infections are distributed in buffaloes in the region. It is recommended that prophylactic
measures such as routine diagnosis, reproductive control, and strict health care such as

cleaning of facilities, avoiding contact with neighboring herds, acquisition of animals
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with a negative diagnosis and the use of an artificial insemination program must be
implemented in the properties with the purpose of reducing the reproductive losses caused
by these infections.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este € o primeiro registro das infec¢des pelos virus da Diarreia Viral Bovina e
Herpesvirus Bovino Tipo -1 em bufalos no estado de Pernambuco e, a partir dos
resultados obtidos pdde-se constatar que as infec¢bes pelo BVDV e BoHV-1 apresentam-
se distribuidas em bubalinos na regiao.

Sugere-se que medidas de profilaxia como o diagndstico rotineiro, controle
reprodutivo dos animais, cuidados sanitarios rigorosos como a limpeza de instalagdes,
evitar contato com rebanhos vizinhos, aquisicdo de animais com diagndstico negativo e
utilizacdo de um programa de inseminacdo artificial, devem ser implementados nas
propriedades, com o intuito de diminuir as perdas reprodutivas ocasionadas por estas

infeccdes.
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7  APENDICE A. Questionario Investigativo

QUESTIONARIO INVESTIGATIVO
FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A INFECCAO PELO VIRUS DA DIARREIA
VIRAL BOVINA E RINOTRAQUEITE INFECCIOSA BOVINA

Nome da Propriedade: Municipio:
Proprietario: Estado:
Endereco: Telefone:
Email:

Data:  / /
Questionario n°

Investigador:

DADOS DA PROPRIEDADE

1) Sistema de Criagao:
1- Intensivo ( )

2- Extensivo ( )

3- Semi-Intensivo ( )

2) Assisténcia Veterinaria:
1-Néo ()

2- Permanente ( )

3- Temporaria/Esporadica ( )

3) Qual o tamanho do rebanho?
1- Abaixo de 50 animais ( )
2-Entre 51 e 100 animais ()
3-Entre 101 e 200 animais ( )
4-Acima de 200 animais ( )

4) Qual a fonte de volumoso oferecida aos
animais?

1- Pasto ( )

2- Silagem ( )

3-Capim ()

4- Qutras:

5) Fonte de agua
1- Parada ( )

2- Corrente ()
3- Mista ()

6) Vacina os animais (BVD/IBR)?
1-Sim ()

Quiais:
2-Nao ()

7) Os animais para reposicdo sao
provenientes da propriedade?

1-Sim( )

2-Néo ()

8) Qual a taxa anual de reposicGes dentro
do rebanho?

1- Abaixo de 50 animais ( )

2- Entre 51 e 100 animais ( )

3- Entre 101 e 200 animais ( )

4-  Acima de 200 animais ( )



9) Quando importa animais realiza

quarentena?
1- Sim( )
2- Néo( )

10) Qual o tipo de manejo reprodutivo
utilizado na propriedade?

1- Monta Natural ( )

2-  Inseminacdo artificial ( )

3- Transferéncia de embrides ( )

11) Se realiza monta natural, ha
empréstimos de touros para outras
propriedades?
1- Sim( )
2- Néo ( )

12) Se realiza Inseminagdo artificial, o
sémen ¢é acompanhado de atestados
sanitarios?
1-Sim( )
2-Nédo ()

13) Ja& houve casos de aborto na
propriedade?

1-Sim( )

2-Néo ()

14) Em que terco da gestacao ele ocorreu?
1-1/3( )

60

15) Houve casos de repeticdo de cio na
propriedades?

1-Sim( )

2-Nao ()

16) Foi observado corrimento vaginal
purulento nas vacas?

1-Sim( )

2-Nao ()

17) Foi observado retencdo de placenta
nas vacas?
1-Sim ()
2-Nao ()

18) Os touros que utilizados na
reproducdo  cobrem  fémeas que
apresentam distUrbios reprodutivos?
1-Sim ()

2-Nao ( )

19) Utiliza touro de repasse?
1-Sim ()
2-Nao ()
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ANEXO A. Licenga

Dois Irméos

para uso de animais em pesquisa

Universidade Federal Rural de Pernambuco
Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,

- CEP: 52171-900 - Recife/PE

Coxﬁ

issdo de ética no uso de animais - CEUA

Licenca para o uso de animais em experimentacio e/ou ensino

O Comité de ética no uso de animais CEUA da Universidade Federal Rural de Pernambuco,

no uso de suas atribuigdes, autoriza a execugdo do projeto descriminado abaixo. O presente projeto

também se encontra de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei 11794/2008.

Numero da licenga 12172015
Numero do processo 23082.020472/2015
Data de emissdo da licenca 09 de Novembro de 2015

Titulo do Projeto

Estudo Epidemiolégico da Infecgio pelo Virus da Diarreia
Viral Bovina (BVDV) e Rinotraqueite Infecciosa Bovina
(IBR) em Bufalos no Estado de Pernambuco . .

Finalidade (Ensino, Pesquisa,

Extens#o)

Pesquisa.

Responsavel pela execugiio do

projeto

José Wilton Pinheiro Junior .

Colaboradores

Larice Bruna Ferreira Soares; Jinior Mirio Baltazar de
Oliveira ; Erica Chaves Lucio; Bruno Pajeu e Silva ; Jonas de

Melo Borges ; Alison Alves de Macédo .

Tipo de animal e quantidade total

autorizada

Bubalino ; total de 385 animais ( Machos e Fémeas ).
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Prof. Dra. Marléyhe José Afonso Accioly Lins Amorim Gy  Coordenadora CEUA

(Coordenadora da CEUA-UFRPE) o

62



