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ABSTRACT

Background: Viral diseases affecting reproduction cause economic losses in cattle, as reproductive failure interrupts the pro-
duction cycle, thus reducing herd productivity. Buffaloes are susceptible to most of the diseases that affect cattle. Some of the
viral diseases of reproductive importance are infectious bovine rhinotracheitis (IBR), bovine viral diarrhea (BVD), and bovine
leukosis (BL). The objective of this study was to determine the seroprevalence of IBR virus (bovine herpes virus-1, BoHV-1),
BVD virus (BVDV), and BL virus (BLV) in female buffaloes living in wetland areas or plains in the state of Pard, as well as the
seroprevalence of BoHV-1, BVDV, and BLV in females of different age groups.

Materials, Methods & Results: 1t were used 225 crossbred buffaloes from 4 buffalo exclusive farms. The buffaloes reared on
farms A (n = 50) and B (n = 89) were kept in wetland areas on Marajé Island (n = 139), Pard. On farms C (n =30) and D (n =
56) buffaloes were kept in plains (n = 86) in a northeastern mesoregion of Para. Animals were categorized into age groups: I: 0-3
years (n = 34), II: 3-6 years (n = 58), III: 7-9 years (n = 55), and IV: over 9 years (n = 78). Blood samples were collected and sera
were sent for processing at the Bovine Virus Laboratory, Biological Institute of Sdo Paulo, Brazil. The presence of IBRV and
BVDV was determined by neutralization and BLV antibodies by immunodiffusion in agar gel. Statistical analysis was performed
using the ¥* test at a significance level of 5%. Among the seroprevalences of IBRV, BVDV and BLV antibodies, the difference
in prevalence for BVD [P < 0.01] was observed between wetland areas and plains of Para, varying from 12.4% to 96.0% and
0.0% to 13.3%, respectively. While levels of IBRV remained high on farms A (79.6%), B (86.5%), C (83.3%) and D (89.1%)
[P =0.60] and BLV was negative in all the animals. BVDV was similar for all the age groups [P = 0.60], while IBRV was more
prevalent in animals over 6 years of age with group I: (76.5%), Il (74.5%), 111 (92.3%) and IV (91.3%) [P = 0.01]. It was not
possible verify the influence of age in prevalence for BL.

Discussion: The prevalence obtained for the BoHV-1 on farms was high, with little variation between 79.6% and 89.1%. The
high prevalence of BoHV-1 suggests the free circulation of the virus in the state of Para. Notably, the animals in this study had
not been vaccinated, so the determined viral antibody titers were independent of vaccination. BVDV results showed high varia-
tion between 0.0% and 96.0%. The highest prevalence in wetland areas may be related to the breeding environment, because of
a possible horizontal contamination. The lack of BLV antibodies prevalence can be attributed to the fact that all the evaluated
animals were kept in an extensive breeding system where they had little direct contact. The prevalence of IBR was higher in the
older animals. Variation in prevalence with age was not observed for BVD. It was concluded that the prevalence for IBR and BVD
were high indicating that the etiological agents are circulating in Para, with IBR having a higher prevalence in older animals.
Breeding buffalo in wetland areas may favor horizontal transmission of BVDV because facilitate contact of healthy animals with
water contaminated by virus carriers animal secretion and the absence of seropositive animals at the BLV does not necessarily
indicate that buffaloes are resistant to the virus.
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INTRODUCAO

A ocorréncia de doencgas virais que afetam a
reproducdo estd entre as causas de prejuizos econdmi-
cos na bubalinocultura, visto que a falha reprodutiva
interrompe o ciclo de producdo, reduzindo a produti-
vidade dos rebanhos [16]. Embora a rusticidade dos
bufalos seja uma peculiaridade valiosa para a espécie,
esses animais sdo conhecidos por apresentarem sus-
ceptibilidade as mais variadas doencas parasitarias,
bacterianas e virais que acometem os bovinos [31].
Dentre as viroses de importancia reprodutiva sdo
descritas principalmente a rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR), diarreia viral bovina (BVD) e a leucose
enzoodtica dos bovinos (LEB) [4,12].

O herpesvirus bovino tipo-1 (BoHV-1) cau-
sador da IBR estd relacionado com infertilidade,
reabsor¢do embriondria e abortamentos [22]. O virus
da BVD, que € considerado um dos mais importantes
patégenos em bovinos [14], pode causar mortalidade
embriondria, abortamentos e o nascimentos de bezerros
fracos, persistentemente infectados, teratogénicos ou
natimortos [10]. Por fim, a LEB impacta em perdas nas
exportacdes, condenagdo de carcacas em frigorificos
e no descarte prematuro de animais, particularmente
aqueles com alto mérito genético ainda no inicio da
vida reprodutiva [29].

Levando-se em consideracdo o impacto eco-
ndmico desses agentes na bubalinocultura e o impor-
tante papel do Estado do Pard no cendrio da pecudria
nacional, objetivou-se com esta pesquisa realizar a
soroprevaléncia para os virus BoHV-1, BVDV e BLV
em fémeas bubalinas, de diferentes grupos etarios,
criadas em dreas de vérzea ou terra firme.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizadas 225 bufalas das ragas Murrah
e Mediterraneo em quatro fazendas com criacio exclu-
siva de bubalinos. As fémeas das fazendas A (n=50) e
B (n = 89) eram criadas em dreas de varzea na Ilha de
Marajé (n = 139), Estado do Pard. Nas fazendas C (n
=30) e D (n = 56) as buifalas eram mantidas em areas
de terra firme (n = 86) na Mesorregido do Nordeste do
Estado do Pard. Os animais também foram alocados
em grupos de idade: -0 a3 anos (n=34);11-3a6
anos (n=58); III - 7a 9 anos (n = 55); e IV - mais de
9 anos (n = 78).

Colheita das amostra bioldgicas e exames laboratoriais

As amostras de sangue foram colhidas em
tubos de vidro siliconados de 10 mL sem anti-
-coagulantes por puncio da veia jugular externa,
utilizando-se agulhas para multiplas colheitas 25
x 8 mm (21 G1) (sistema BD Vacutainer®)'. No la-
boratério, as amostras foram centrifugadas 1500 g,
durante 15 min; a seguir, o soro foi armazenado em
microtubos a -20°C até a realizacdo das provas. O soro
foi encaminhado para processamento no Laboratdério
de Viroses de Bovideos, Instituto Biolégico de Sao
Paulo, Brasil. Nenhum animal utilizado neste expe-
rimento fora vacinado contra nenhuma das doencas
pesquisadas. A presenca de anticorpos especificos das
doengas pesquisadas neste estudo foi diagnosticada
utilizando-se as seguintes técnicas:

o IBR: 214 amostras foram analisadas por soroneutrali-
zacdo (SN) em microplacas para pesquisa de anticorpos
contra 0 BoHV-1.

0 BVD: 175 amostras foram submetidas a soroneutra-
lizagdo em microplacas para pesquisa de anticorpos
contra 0 BVDV (cepa Los Angeles).

o LEB: 218 amostras foram examinadas pela técnica
de imunodifusdo em agar gel (IDAG; TECPAR).

Cada amostra foi testada na dilui¢do 1:4, distri-
buindo-se 50 pL desta dilui¢do em quatro cavidades da
microplaca. Desta forma, em cada placa foram testadas
22 amostras de soro. A seguir foram adicionados 50 uL
da suspensao viral e incubados em estufa a 37°C, em
atmosfera de 5% de CO, por 1 h. Apés este periodo foi
adicionada 50 pL. da suspensdo de células de rim fetal
bovino contendo 300.000 células/mL em cada cavidade
e incubadas nas mesmas condi¢des anteriores por 72 h.
A leitura foi realizada em microscépio invertido para
visualizac¢do do efeito citopatico. Foram considera-
das positivas as amostras que neutralizaram 50% das
cavidades. Os testes diagndsticos foram realizados de
acordo com as normas exigidas pela OIE- Organizacdo
Internacional de Epizootias [28].

A analise estatistica foi realizada, utilizando-se
o teste do Qui-quadrado (y*) com nivel de significancia
de 5%. Os resultados foram descritos de acordo com a
prevaléncia geral e separados por fazenda e idade.

RESULTADOS

Na pesquisa de BLV e de anticorpos contra
o0 BoHV-1, BVDV as fazendas (Tabela 1) mostraram
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diferencas somente para o BVDV (P <0,01). A sorolo- etérios (Tabela 2), 0 BVDV se mostrou semelhante em
gia pra BoHV-1 se manteve alta em todas as fazendas todas as faixas etérias (P = 0,60), enquanto o BoHV-1
(P = 0,60), enquanto que para BLV foi negativa em se mostrou mais prevalente em animais acima de 6
todos os animais. No que tange as diferentes nos grupos  anos de idade (P = 0,01).

Tabela 1. Ocorréncia do Virus da Leucose Enzodtica dos Bovinos (BLV; IDAG) e de Anticorpos Contra Herpesvirus Bovino Tipo-1
(BoHV-1; SN), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV; SN) em biifalos de quatro fazendas (A, B, C e D) localizadas no Estado do Para

Animais sororreagentes

Fazenda
IBR BVD LEU
A a
Virzea 79,6% (39/49) 96,0% (48/50) 0,0% (0/50)
B b
Virzea 86,5% (77/89) 12,4% (11/89) 0,0% (0/89)
C b
Terra firme 83,3% (25/30) 13,3% (4/30) 0,0% (0/30)
D C
Terra firme 89,1% (41/46) 0.0% (0/6) 0,0% (0/49)
Total 85,0% (182/214) 36,0% (63/175) 0,0% (0/218)
Qui-quadrado P =0,60 P <0,01

IDAG - imunodifusao em dgar. SN — soroneutralizagao. Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre
si. P < 0,01 pelo teste do Qui-quadrado (y?).

Tabela 2. Ocorréncia do Virus da Leucose Enzodtica dos Bovinos (BLV; IDAG) e de Anticorpos Contra Herpesvirus Bovino Tipo-1
(BoHV-1; SN), Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV; SN) em soros de biifalos de diferentes idades (0-3, 3-6, 6-9 e >9 anos), criados
no Estado do Pard

Animais sororreagentes

Idade
(anos)
IBR BVD LEU
1(0a3) 76,5% (26/34)° 41,2% (14/34) 0,0% (0/34)
II(3a6) 74,5% (41/55)° 35,3% (12/34) 0,0% (0/56)
M1 6a9) 92,3% (48/52)* 38,1% (16/42) 0,0% (0/54)
IV (>9) 91,3% (63/69) 38,2% (21/55) 0,0% (0/70)
Total 85,0% (178/210) 36,0% (63/175) 0,0% (0/214)

Qui-quadrado

P=0,01

P=0,60

IDAG - imunodifusio em dgar. SN — soroneutralizagio. Letras mintsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca significativa entre
si. P < 0,01 pelo teste do Qui-quadrado (y?).
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DISCUSSAO

Embora a SN ndo apresente uma alta sensibi-
lidade e ndo permita uma diferenciagcdo precisa entre
os animais infectados com BoHV-1 e BoHV-5 [34], e
exista a possibilidade de reagdo cruzada entre os dois
herpesvirus, é possivel avaliar a diferenca de titulos de
anticorpos, que para a espécie alvo, o titulo é maior.
Além disso, apesar da grande similaridade, o BoHV-1 e
0 BoHV-5 podem ser diferenciados por andlise de restri-
¢do enzimatica do genoma, pelo perfil de polipeptideos
virais produzidos em células de cultivo, pela distinta
reatividade com alguns anticorpos monoclonais (AcMs)
e por testes de neutralizacdo cruzada in vitro [11,32].

A prevaléncia obtida para o BoHV-1 nas fa-
zendas foi alta e com pouca variacdo. Estes resultados
sdo similares aqueles descritos em estudos realizados
por Ferreira et al. [15] que verificaram soropositivi-
dade de 82,4% (155/188) para o BoHV-1 em bufalos
no Estado do Amapad, utilizando soroneutralizagio.
A alta prevaléncia para o BoHV-1 tanto no presente
estudo quanto naquele também realizado no Norte do
Brasil sugerem a livre circulagio do virus. Ademais,
vale ressaltar que os animais do presente estudo nao
foram vacinados, portanto, ndo existe reacio vacinal
nos bufalos examinados.

Todavia, esses resultados sdo discordantes da-
queles obtidos por Roncoroni et al. [31] que obtiveram
soroprevaléncia para o BoHV-1 de 25,0% (116/465) em
bufalos na Itdlia. A diferenca entre os estudos pode es-
tar relacionada a utilizagdo de um ELISA glicoproteina
gE, que por sua vez é capaz de diferenciar um animal
vacinado de outro infectado naturalmente por meio
da deteccdo de anticorpos contra a proteina ausente
no virus vacinal (gE) e presente no virus a campo [8],
assim como em relacdo as diferentes prevaléncias da
doenca nos dois paises. Em outro estudo realizado na
Turquia, também utilizando a mesma técnica adotada
no presente estudo (virusneutralizag¢do) a prevaléncia
também foi menor (198/452; 43,8%) [19].

Os resultados encontrados para o BVDV
apresentaram alta disparidade, variando de 96,0%
(fazenda A) a nenhum animal sororreagente (fazenda
D). Estudos epidemiolégicos de prevaléncia sdo in-
fluenciados por vérios fatores dentre eles: o niimero
de animais amostrados, idade dos animais, tempo de
amostragem, condi¢cdes de manejo e criagdo, além da
diferenca individual de cada animal [2]. Na presente
pesquisa, os animais alocados nas varzeas da Ilha do

Marajé (fazendas A e B) apresentaram maior niimero
de amostras sororreagentes do que aqueles animais
residentes em drea de terra firme no Nordeste paraense
(fazendas C e D). Estas maiores prevaléncias poderiam
estar relacionadas ao ambiente criatdrio, visto que
areas alagadicas podem favorecer a contaminagao
horizontal, que acontece por meio das secrecdes dos
animais contaminados pelo BVDV [17]. No entanto,
a principal forma de prevencdo é a deteccio e elimi-
nacdo precoce de animais persistentemente infectados,
que sdo o grande entrave no combate a profilaxia da
doenca [17, 18].

Existe uma grande variacdo de resultados
realizados no mundo para detec¢do da diarreia viral
em bufalos. Achados descritos na Itdlia revelaram
soropositividade para BVD em 22,0% dos animais
(102/465) [31]. Da mesma forma na Turquia, por meio
do teste de microneutralizacdo foi observada uma
soropositividade de 56.8% (257/452) nas amostras de
soro bubalino pesquisadas [19]. No Ird também foram
detectados 33.9% (105/310) reagentes positivos para o
BVD pelo teste de soroneutralizagdo [20].

Na presente pesquisa, nenhum dos soros anali-
sados foi considerado reagente para BLV. Constatacao
semelhante aos autores [1,23,30] que ndo encontraram
bifalos positivos pela IDGA para anticorpos contra o
HTLV-BLV, mesmo os bufalos sendo criados junta-
mente com os bovinos. No Paquistio foi relatada uma
pequena soroprevaléncia da doenga, na qual apresentou
0,8% (3/370) de bufalos soropositivos para BLV [24].

No Brasil, mais precisamente no Estado do
Maranhéo, foram encontrados 4,2% (10/232) de bu-
falos soropositivos para o BLV [9]. Aproximadamente
568 amostras de bufalos criados do Estado do Para
apresentaram soropositividade apds a inoculagdo com
sangue bovino, com prevaléncia que variaram de 24,6%
(IDGA) a 42,2% (ELISA -2; Kit ELISA Leucose
modificado com Imunoglobulina G anti-bovina) [27].

Duas fémeas bubalinas foram inoculadas com
o BLV e uma das bufalas, apds seis meses da inocu-
lagdo, apresentou soroconversiao, demonstrando uma
fraca reagdo positiva a IDAG, sendo que ndo ocorreu
linfocitose persistente e linfossarcoma nas bufalas
avaliadas [13].

A inexisténcia de infec¢do pelo BLV nessa
pesquisa pode ser atribuida ao fato de que todos os
animais avaliados eram mantidos sob sistema de cria-
¢ao extensivo onde os animais sdo pouco manejados, o
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que dificulta a transmissao horizontal do virus. Porém,
a ocorréncia de soropositividade depende nao somente
de fatores relacionados ao manejo, mas também do flu-
xo de animais nas propriedades, da génese da doenga e
da dindmica clinico-epidemioldgica das enfermidades,
como no caso da coabitacdo de biifalos e bovinos na
mesma propriedade, bem como do grau de mesticagem
dos rebanhos e da introdugdo de animais importados
de outros Estados e paises [26].

A prevaléncia da BoHV apresentou varia¢io
de 76,5% (3 a6 anos) a 92,3% (6 a9 anos). Isso mos-
tra claramente que a ocorréncia do virus € maior nos
animais mais idosos (P = 0,01). Do mesmo modo, foi
observado nas pesquisas de outros autores [3,5,33]
uma prevaléncia maior da doenga nos animais mais
velhos, enquanto que nos bezerros e animais jovens
os resultados foram semelhantes. O motivo disto pode
ser explicado pela maior probabilidade que os animais
de maior idade possuem em relagdo ao contato com o
virus, além do que o manejo intensivo desses animais
ocasionam estresse, € este por sua vez torna-se capaz de
liberar o virus latente, o que coloca em risco a sanidade
de outros animais suscetiveis por conta da excrecdo do
virus para o meio ambiente [3].

Em contrapartida, Mahmoud et al. [21] obser-
varam que os bufalos que tinham idade entre 6 e 13
meses apresentaram menor prevaléncia (33%) para o
BoHV-1 do que os animais de 3 a 6 meses de idade com
40%, porém a diferenca de idade € pequena quando
comparada a do presente estudo.

A frequéncia obtida para o BVDV variou de
35,3% (3 a6 anos) a41,2% (0 a 3 anos). Deste modo,
nio se observou uma variagdo da soroprevaléncia em
funcdo da idade (P = 0.60). Esses resultados corrobo-
ram com outra pesquisa realizada no Estado de Goiés,
onde anticorpos contra o BVDV foram detectados em
62,2% (1922/3090) de animais com a faixa etaria de 2
a 8 anos e 76,5% (339/443) naqueles com idade entre
9 a 17 anos [7]. Todavia sdo discordantes de outros re-
sultados [3,20] que detectaram diferenga siginificativa

entre as faixas etdrias, com a maior prevaléncia nos
animais mais velhos.

Nesta pesquisa, nenhum dos soros reagentes
de bufalos foi considerado positivo para BLV. Deste
modo ndo se pode verificar a influéncia da idade na
soroprevaléncia do BLV cuja influéncia ja descrita
em bovinos no Brasil [6] com uma prevaléncia que
variou de 1,1% (6 a 12 meses de idade) a 32,7% (em
bovinos com 72 meses de idade). Em relacdo a leucose
bovina, uma maior prevaléncia também foi observada
em animais adultos [3,25].

CONCLUSOES

Os resultados obtidos do presente estudo,
permitem concluir que a prevaléncia encontrada de
animais soropositivos para BoHV e BVDV foram altas,
indicando que os agentes etioldgicos estio circulando
no Estado do Par4d. Em relacdo a faixa etdria, o BoHV
demonstrou ter prevaléncia maior nos animais mais
idosos, representando alerta aos servigos de vigilancia
sanitdria pelo risco iminente de comprometimento da
satide dos rebanhos bubalinos.

Além disso, pode-se inferir que a criacdo de
bufalos em areas de varzeas pode favorecer a trans-
missao horizontal do BVDV, por facilitar o contato de
animais sadios com dgua contaminada pelas secrecdes
de animais infectados pelo virus.

Por fim, a auséncia de animais sororreagentes
ao BLV nio indica, necessariamente, que bufalos se-
jam refratérios ao virus, visto que os testes utilizados
para detec¢do do BLV sao padronizados para cepas
patogénicas para bovinos, possivelmente diferentes
daquelas que possam acometer os bubalinos.
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