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ABSTRACT

Background: The bovine alphaherpesvirus type 1 (BoHV-1) belonging to the order Herpesvirales, family Herpesviridae,
subfamily Alphaherpesvirinae and genus Varicellovirus. Bovine alphaherpesvirus 1 (BoHV-1) infections have a great im-
portance due to the high rates of dissemination in cattles worldwide. Although, the BoHV-1 was largely related in cattle,
buffaloes were also classified as host for the virus. However, studies that determine seroepidemiological data in this spe-
cies are scarce and necessary. The aim of the present study was to determine the presence of antibodies against BoHV-1
in healthy beef buffaloes using the virus neutralization (VN) technique.

Cases: This work portrays an epidemiological survey, based on a sectional study characterized by blood samples collected
from 54 Murrah buffalo, aged 6 to 24 months, from the municipalities of Guaraquegaba, Ponta Grossa, Antonina and
Doutor Ulysses, located in Parand state, being 20, 14, 10 and 10 samples from each location, respectively. Thirty-seven
percent (20/54) of the samples were collected at slaughterhouse with registration at the Federal Inspection Service (SIF)
of the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply (MAPA), and 63% (34/54) at the buffalo’s farms. The serum
samples were collected in sterile tubes without anticoagulant in stored isothermal boxes, with serum separation and stored
at -20°C. The samples were sent to the Animal Virology Laboratory of Universidade Estadual de Londrina, UEL for se-
rological analysis. Serological diagnosis using the virus neutralization (VN) technique was performed according the OIE
manual of diagnostic tests and vaccines for terrestrial animals, using the BoHV-1 Los Angeles strain. Forth-five of the 54
samples (83.3%) evaluated generated titers of antibodies against BoHV-1 present in all evaluated herds, and the samples
collected in herd from Antonina city were 100% positive, following by 80% in Guaraquecaba and Doutor Ulysses city,
and 78.6% in Ponta Grossa city. In relationship to the titration of anti-bovine herpesvirus 1 antibodies (BoHV-1), it was
found that 23/45 (51.12%) of the samples had titers < 16, 13/45 (28.88 %) with indexes between 32-64, and 9/45 (20%)
with levels above 128.

Discussion: The confirmation of the presence of antibodies against BoHV-1 in the buffalo samples tested in the present study
proves the circulation of the agent in the studied species, with a homogeneous distribution of bovine alphaherpesvirus 1
in all the evaluated herds. There was high variability in antibody titers against BoHV-1 from all herds, and the occurrence
of a high number of buffaloes reactive to BoHV-1 and with high antibody titers suggests a course of active or reactive
infections in these animals. In only one of the herds, the age of the animals studied varied between 6 to 8 months. The
fact that these animals are lactating raises the possibility of anti-BoHV-1 antibodies being acquired by breastfeeding. The
results obtained allow to conclude, considering the fact that the animals are not vaccinated against BoHV-1, the presence
of circulating antibodies is from a natural infection, and the positivity in all farms tested denotes the endemicity of the
BoHV-1 infection in herds. To the best knowledge of the authors, this is the first study on the detection and measurement
of antibodies against BoOHV-1 in healthy and unvaccinated buffaloes in the state of Parand, southern Brazil, showing a
high frequency of seroreagent animals.
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INTRODUCAO

Alphaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1) apresen-
ta cardter cosmopolita e estd associado a uma gama
de alteracOes sistémicas, tais como: Rinotraqueite
Infecciosa Bovina - IBR, doenca sistémica em bezerros
neonatos, Vulvovaginite e Balanopostite Infecciosa
Bovina - IPV e IBP e abortamentos [7,12,14]. BoHV-1
¢ um virus com genoma DNA fita dupla linear, com
nucleocapsideo icosaédrico e possui envelope lipo-
proteico [16].

Embora a espécie bovina seja a hospedeira
natural de BoHV-1, infec¢bes naturais em bubalinos
demonstram a sensibilidade da espécie frente ao agen-
te [1,6,18]. As principais manifestacdes clinicas em
bifalos naturalmente infectados constituem quadros
respiratorios (IBR), neurolégicos, abortamento entre
o terceiro e quarto més de gestacdo, e complicagcdes
neonatais que normalmente evoluem para a morte dos
bezerros [6,10,14]. A utilizagdo conjunta da reagcdo em
cadeia pela polimerase em tempo real (PCR) e isola-
mento viral permitiu identificar diferentes cepas virais
envolvidas nos casos de infec¢@o natural, alphaherpes-
virus bovino 1.1, 1.2 ¢ 5 (BoHV-5), e alphaherpesvirus
bubalino 1 (BuHV-1) [7].

Experimentalmente, bufalos ndo vacinados e
infectados com o BoHV-1 apresentaram reativagao
viral apds serem submetidos a elevadas doses de de-
xametasona intramuscular durante 5 dias [1]. Infec¢ao
intranasal com cepa infectante de BoHV-1 em 6 bufa-
los com 5 meses de idade ndo geraram sinais clinicos
compativeis com a infeccao viral [4]. O objetivo do
presente trabalho foi detectar a presenca de anticorpos
contra BoHV-1 em bubalinos de corte higidos e ndo
vacinados pela técnica de virus neutralizacido (VN).

CASOS

Foram colhidas 54 amostras de sangue de bu-
falos provenientes de diferentes regides do estado do
Parand: Guaraquecaba (n = 20), Ponta Grossa (n = 14),
Antonina (n = 10) e Doutor Ulysses (n = 10). Os reba-
nhos foram organizados de acordo com cada regido,
constituidos por animais da raca Murrah e criados em
sistema extensivo de criagdo no rebanho Guaraquecgaba
e intensivo nos demais rebanhos. A idade dos animais
variou entre 6 a 24 meses, todos ndo vacinados contra
alphaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1). A idade dos bu-
falos da propriedade de Guaraquegaba variava entre 6 e
8 meses, e nas demais propriedades entre 18 a 36 meses

de vida. Os bufalos incluidos no presente estudo tinham
contato ocasional com animais da espécie bovina. Com
relacdo ao manejo sanitdrio, todas as propriedades
faziam controle compulsdrio contra a Febre Aftosa e
o controle de endo e ectoparasitas. Todos os animais
eram higidos e sem manifestacdo clinica inerente ao
quadro de herpesvirose.

As amostras provenientes dos animais criados
dos municipios de Doutor Ulysses e Antonina foram
colhidas em frigorifico, com registro no Servico de
Inspecao Federal (SIF) do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA) e localizado no
municipio de Sao José dos Pinhais, PR. As amostras
dos rebanhos pertencentes aos municipios de Ponta
Grossa e Guaraquegaba foram colhidas nas préprias
propriedades.

O procedimento de coleta para amostra de
sangue dos animais que estavam nas propriedades,
constituiu-se da venopungao da veia caudal ou jugular
dos animais apds a prévia contencao fisica em tronco
de contencdo. Dos animais abatidos em matadouro-
frigorifico, o sangue foi coletado durante o processo
de sangria imediatamente apds a insensibilizacdo dos
bufalos. Foram usados tubos coletores de 10 mL, esté-
reis, sem anticoagulante com gel ativador de coagulo’.
As amostras de sangue foram mantidas refrigeradas em
caixas isotérmicas. Realizou-se a centrifugacdo a 1792
g durante 10 min para a separagdo e coleta do soro. O
material foi armazenado em microtubos de centrifucio
com capacidade para 23 mL e mantido congelado a
uma temperatura de -20°C.

O material foi encaminhado para o Labora-
torio de Virologia Animal da Universidade Estadual
de Londrina (UEL) para a realizacdo do teste de
virus neutraliza¢do (VN) de acordo com manual de
testes diagndsticos e vacinas para animais terrestres
da Organizacdo Mundial de Satde Animal [13]. As
amostras de soros foram incubadas a 56°C por 30 min,
em seguida foram diluidas na base 2 individualmente
(1:2 - 1:128) em placas de 96 orificios. Foi utilizado
100 DICC,, (doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares) da amostra padrdo Los Angeles. As placas
foram incubadas por 1 h a 37 °C com posterior adicao
de uma suspensao de 3x10° células MDBK (Madin
Darby Bovine Kidney), cultivadas em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagles Medium)? suplementadas
com 10% de soro fetal bovino (HI FBS)>. As leituras
foram realizadas ap6s 72 h de incubacio a 37°C em
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atmosfera com 5% de CO,. Controles positivos e
negativos foram adicionados a reacdo para funda-
mentar a acurdcia diagnéstica. O titulo de anticorpos
neutralizantes deu-se pela reciproca da maior diluicao
suficiente para inibir o efeito citopatico. Amostras de
soro com atividade neutralizante na dilui¢ao final > 1:2
foram consideradas positivas para BoHV-1 [13].

O teste de virus neutralizagdo para a identifi-
cacdo de anticorpos contra 0 BoOHV-1 em animais com
faixa etdria entre 6 e 36 meses demonstrou uma elevada
taxa de animais soropositivos (Tabela 1). Do total de 54
amostras, 45 (83,3%) animais testados foram sororrea-
gentes, sendo que o rebanho do municipio de Antonina
obteve 100% dos animais apresentando anticorpos.

A andlise do perfil sorolégico dos animais
proveniente dos 4 rebanhos demonstra uma elevada
variabilidade da titulacdo, na qual as propriedades
Guaraquecaba e Antonina apresentaram 60% e 55% de
titulos de anticorpos igual ou acima de 32, respectiva-
mente. Em contrapartida, 64,3% e 50% das amostras
das propriedades Ponta Grossa e Doutor Ulysses, res-
pectivamente, possuiam titulos inferiores a 16.

DISCUSSAO

No estado do Parand, a infeccdo por alphaher-
pesvirus bovino 1 foi identificada inicialmente por
levantamentos soroepidemiolégicos em rebanhos
bovinos. Os resultados descritos apresentaram frequén-
cias de 43,7% [11] ¢ 59,0% [2]. Estudo conduzido em
propriedades com histérico de problemas reprodutivos
localizadas em 30 municipios paranaenses, demonstrou
que o virus circulava em 100% das propriedades [11].

Um estudo realizado no estado do Parand avaliando
a soroprevaléncia e os fatores de risco do herpesvirus
bovino 1 em rebanhos de bovino de corte, detectou a
presenca do virus em 71,3% das propriedades anali-
sadas [2].

Embora todos esses levantamentos facam
mencdo a infec¢do pelo BoHV-1, € impossivel afirmar
categoricamente que parte dos resultados ndo se deva a
infec¢do pelo BoHV-5. Estudo realizado no estado do
Parana, utilizando o método diagnéstico de Reagdo em
Cadeia pela Polimerase - PCR, determinou uma preva-
léncia heterogénea de BoHV-1 e BoHV-5 nas distintas
regides do estado, identificando o tipo especifico de
herpesvirus bovino envolvido [15].

A andlise do perfil de infec¢do nos distintos
rebanhos avaliados no presente estudo foi possivel
gracas a adocdo de uma técnica quali-quantitativa como
a virusneutralizacdo. A susceptibilidade do bubalino
ao BoHV-1 foi demonstrada pela alta porcentagem
de animais desse estudo apresentando titulos de anti-
corpos contra BoHV-1 pela técnica de VN. O contato
de bubalinos com bovinos, presente nas propriedades
avaliadas, reafirmam a necessidade as medidas de con-
trole de profilaxia das doengas infecciosas direcionadas
para ambas as espécies [16,18].

Nesse estudo foi obtido um resultado de 83,3%
(45/54) de animais com titulos para BoHV-1. Valores
semelhantes foram observados em amostras provenien-
tes de touros bubalinos do estado do Amap4 e Ilha de
Marajé (PA), com frequéncia de 82,4% (155/188) de
amostras positivas [4]. Em contrapartida, menores fre-
quéncias de anticorpos contra BoHV-1 foram descritas

Tabela 1. Sorologia com o auxilio do teste de virus neutralizagio para a detec¢do de anticorpos contra o BoHV-1 em amostras de soro bubalino (Bubalus

bubalis) em quatro regides do estado do Parana.

Amostras
Municipio Animais (n) Positivo (%) / Titulagao (VN)

10 - 20 30- 80 >128 Total (%)

A 20 5 6 5 16 (80)
B 18 11 2 1 14 (77,8)
C 10 4 3 3 10 (100)

D 10 5 3 0 8 (80)
TOTAL 58 25 14 9 58 (82,7)

Municipios: Guaraquecaba (A), Ponta Grossa (B), Antonina (C), Doutor Ulysses (D).

3



R.A.M. Oliveira, J.T.T. Fritzen, A.A. Alfieri, et al. 2021. Estudo soroepidemioldgico de alphaherpesvirus bovino 1 (BoHV-1)

em bubalinos (Bubalus bubalis) de corte da Regido Sul do Brasil.

Acta Scientiae Veterinariae. 49(Suppl 1): 653.

no Brasil em amostras de soros bubalinos nos estados
da Paraiba (63,2%; 86/136) [3], do Rio Grande do Sul
(23,2%; 511/2200 e 23,14%; 56/242) [8,10] e de Minas
Gerais (14,7%; 35/329) [9].

A confirmacdo da presenca de anticorpos
contra o herpesvirus bovino 1 nas amostras bubalinas
avaliadas no presente trabalho comprova a circulacio
do agente nas propriedades estudadas. O fato dos ani-
mais ndo serem vacinados contra BoHV-1 e/ou BoHV-5
revela a presenca de anticorpos circulantes oriundos de
uma infeccao natural. Todavia, reforca-se a questao de
que o teste utilizado na presente pesquisa ndo é capaz
de diferenciar a infec¢do pelos diferentes subtipos do
alphaherpesvirus bovino, uma vez que eles nao indu-
zem reatividade cruzada em todos os animais [19].

Com relacdo a faixa etdria dos animais, apenas
apropriedade da cidade de Guaraquecaba era composta
por bezerros com idade entre 6 e 8 meses de vida, o
que levanta a possibilidade da presencga dos anticorpos
contra BoHV-1 serem adquiridos pela amamentagéo.
Os demais rebanhos eram compostos por animais com
idade entre 18 e 24 meses. Um estudo [5] que avaliou
a frequéncia de anticorpos contra BoHV-1 em bovinos

de corte no estado do Maranhao, concluiu que a faixa
etaria mais acometida pelo alphaherpesvirus foi igual
ou superior a 36 meses (79,65%), seguida da faixa
entre 12 e 36 meses (42,92%), e daquela com idade
menor ou igual a 12 (40,83%). A idade € um fator de
risco associado a infec¢do pelo herpesvirus bovino 1
em bufalos, sendo que a maior prevaléncia observada
(86%) foi observada em animais acima de 7 anos [17].

Este ¢ um estudo pioneiro na deteccio de
anticorpos contra BoHV-1 em bubalinos no estado do
Parand e demonstra a elevada frequéncia de anticorpos
anti-BoHV-1 nos animais amostrados. Medidas profi-
laticas para o controle e a profilaxia contra a herpesvi-
rose, tanto na bovinocultura quanto na bubalinocultura
sdo fundamentais para minimizar os impactos causados
pelas diversas manifestacdes clinicas possivelmente
causadas por esse agente viral.
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