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RESUMO

Objetivou-se com esta pesquisa identificar e caracterizar molecularmente isolados de
alfaherpesvirus bovino tipo 1 e 5 (BoAHV1 e BoAHV5, respectivamente) no estado de
Pernambuco. A pesquisa foi dividida em duas etapas, na primeira etapa foram
analisadas amostras de sistema nervoso central como cerebelo, rete mirabilis, tronco
encefalico, telencéfalo e diencéfalo de 32 animais que foram a ébito na Clinica de
Bovinos de Garanhuns (CBG/UFRPE), no periodo de 2012 a 2016, e tiveram 0s
fragmentos de sistema nervoso emblocados em parafina por meio de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR). Na segunda etapa foram coletados, na CBG/UFRPE
entre janeiro de 2017 a dezembro de 2020, fragmentos de sistema nervoso central de
81 bovinos submetidos a necropsia que foram a ébito apresentando sinais clinicos
neuroldgicos. As amostras foram coletadas em tubos contendo Meio Essencial
Minimo (MEM) e inoculadas em cultivo celular e as que apresentaram efeito citopatico
foram caracterizadas molecularmente. Da primeira etapa foi encontrado DNA do
BoAHVS5 em 6,25% (2/32) das amostras conservadas em parafina, confirmado por
sequenciamento. Das amostras preservadas em MEM, referentes a segunda etapa,
inoculadas em cultivo celular, BoAHV1 foi isolado em 4,93% (4/81) das amostras. Os
resultados da ocorréncia do BoAHV5 em material parafinado bem como os isolados
do BoAHV1 em animais com sinais clinicos neurol6gicos demonstra a importancia de
se considerar os alfaherpesvirus bovinos como diagndéstico diferencial para doencas
neuroldégicas como raiva, enfermidade endémica entre os bovinos na regido nordeste.
Além disso, destaca-se que BOAHV1 mostra-se como um importante patégeno
responsavel por abortos e, consequentemente, significativos impactos econémicos a
pecuaria, necessitando a implementacao de politicas que abranjam desde campanhas
educativas até um maior rigor sanitario no transito, comércio e necessidade de

imunizagao dos bovinos.

Palavras-chave: Isolamento viral, BoAHV1, BoAHV5, PCR.



ABSTRACT

The objective of this research was to identify and molecularly characterize bovine
alphaherpesvirus types 1 and 5 (BoAHV1 and BoAHV5, respectively) in the state of
Pernambuco. The research was divided into two stages, in the first stage were
analyzed samples of central nervous system such as cerebellum, rete mirabilis, brain
stem, telencephalon and diencephalon from 32 animals that died in the period from
2012 to 2016 attended at CBG / UFRPE and had the fragments of the nervous system
embedded in paraffin using Polymerase Chain Reaction (PCR). In the second stage,
fragments of the central nervous system of 81 cattle submitted to necropsy which died
showing neurological clinical signs were collected at the CBG / UFRPE between
January 2017 and December 2020. The samples were collected in tubes containing
Minimum Essential Medium (MEM) and inoculated in cell culture, and those with
cytopathic effect were characterized moleculary. From the first stage, BOAHV5 DNA
was found in 6.25% (2/32) of the samples preserved in paraffin, confirmed by
sequencing. From the samples preserved in MEM, referring to the second stage,
inoculated in cell culture, BOAHV1 was isolated in 4.93% (4/81) of the samples. The
results of the occurrence of BoOAHV5S in paraffinized material as well as BoAHV1
isolates in animals with neurological clinical signs demonstrate the importance of
considering bovine alphaherpesvirus as a differential diagnosis for neurological
diseases such as rabies, an endemic disease among cattle in the northeast region. In
addition, it is noteworthy that BoAHV1 is an important pathogen responsible for
abortions and, consequently, significant economic impacts on livestock, requiring the
implementation of policies that range from educational campaigns to greater sanitary

rigor in traffic, trade and need for immunization of cattle.

Keywords: Viral isolation, BoAHV1, BoAHV5, PCR.



INTRODUCAO

A bovinocultura sofre grandes perdas econdmicas em virtude de falhas
reprodutivas, independentemente da causa e do momento em que essas perdas
ocorrem no periodo da gestacdo. A mortalidade embrionaria e morte fetal, duas das
mais importantes formas de disgenesia, resultam ndo apenas na perda da prole e
aumento do intervalo de partos, mas também em outras consequéncias como o
aumento do descarte de animais, reducao na producao de leite e reducédo do valor do
rebanho (ORTEGA-MORA et al., 2007).

Além do sofrimento animal ocasionado, as enfermidades virais s&o
responsaveis por significativos impactos econémicos na bovinocultura em face a sua
ocorréncia na forma de surtos (NEWCOMER; WALZ; GIVENS, 2014). Embora tais
doencas continuem sendo uma das principais causas de prejuizo para a industria
pecuaria moderna, seu impacto potencial na fertilidade geralmente é subestimado e
0S seus principais mecanismos de acao nao séo totalmente compreendidos (WATHES
et al., 2020). Fatores como o aumento global do comércio e tamanho médio dos
rebanhos, urbanizacao, e alteraces climaticas também facilitam a disseminacao de
virus patogénicos ou a introducao de novas espécies virais em regides antes livres,
gue pode ocasionar em um aumento generalizado da morbidade e mortalidade dos
rebanhos (NEWCOMER; WALZ; GIVENS, 2014).

Os principais alfaherpesvirus que acometem o0s bovinos, Bovine
Alphaherpesvirus 1 e Bovine Alphaherpesvirus 5, BoOAHV1 e BoOAHVS5,
respectivamente, sdo genética e antigenicamente similares, compartilhando uma
homologia de nucleotideos de aproximadamente 90% (DELHON et al., 2003). A
infeccdo pelos alfaherpesvirus bovinos ocorre em bovinos em todo mundo,
independentemente das diferencas climaticas e das condicbes de manejo dos
rebanhos em diferentes paises (PEREZ et al., 2002; ROMERO-SALAS et al., 2013).
Os prejuizos ocasionados pelo alfaherpesvirus bovino estdo associados a surtos de
abortos e infertilidade devido a vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) em fémeas e
balanopostite pustular infecciosa (IPB) nos machos, queda na producao e mortes pela
forma respiratoria da enfermidade (IBR) em bovinos de todas as idades e alteracdes
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neurolégicas caracterizadas por meningoencefalite ndo supurativa (MUYLKENS et al.,
2007; NANDI et al., 2009; RISSI et al., 2008).

Todas as cepas de BoAHV1 isoladas recentemente pertencem a uma unica
espécie viral, Bovine alphaherpesvirus 1, sendo classificada em trés diferentes
subtipos: BoAHV1.1, BoAHV1l.2a e BoAHV-2b, baseado na forma apresentada,
BoAHV1 tem sido associado com enfermidade respiratoria, enquanto que BoAHV1.2,
com problemas genitais (MUYLKENS et al., 2007), sendo este subtipo 0 menos
virulento (NANDI et al., 2009).

No Brasil, a prevaléncia da infec¢do pelo herpesvirus bovino varia de 10,8%
(RIBEIRO et al.,, 1987) a 96,0% (MELO et al., 1997), sendo comum médias de
prevaléncia superiores a 50%. As prevaléncias do BoOAHV1 encontradas em bovinos
em estudos prévios no estado de Pernambuco variam entre 69,5% (SILVA et al., 1995)
a 79,5% (SILVA et al., 2015). Kirkbride (1992) relata, em um levantamento realizado
sobre as causas de aborto, que pouco mais da metade dos abortos ocasionados por
agentes virais sao restritamente atribuidos ao BoAHV1. A infeccdo por BoOAHV5 ja foi
documentada nos estados do Mato Grosso do Sul (SALVADOR et al., 1998), Mato
Grosso (COLODEL et al., 2002), Sao Paulo, Minas Gerais (GOMES et al., 2002), Rio
Grande do Sul (ELIAS et al., 2004), Para (RIET-CORREA et al., 2006) e Parana
(MASSITEL et al., 2016).

Os animais infectados assim permanecem por toda vida, como portadores
latentes e aparentemente saudaveis, como resultado da capacidade viral em
estabelecer laténcia, disseminando, apds sua reativagdo, o agente para 0s animais
susceptiveis (ENGELS; ACKERMANN, 1996; RAAPERI et al., 2014). Devido a
similaridade entre os dois virus, a analise enzimatica de restricdo gendmica e alguns
protocolos de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) sdo empregados para 0s
diferenciar, permitindo assim a sua distin¢éo e de seus subtipos (DELHON et al., 2003;
FRANCO; ROEHE, 2007). Uma vez que o0 exame sorolégico ndo diferencia BoAHV1
do BoAHV5, faz-se necessaria a utilizacdo destas ferramentas de diagnéstico que
evitem falsos diagnosticos para os respectivos agentes (SILVA et al., 2007). Sobre os

alfaherpesvirus ndo ha estudos de caracterizacdo molecular na regido Nordeste.
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Considerando que BOAHV ocasiona perdas econOmicas e apresenta
consideravel prevaléncia em rebanhos bovinos, sdo necesséarias pesquisas que
possam identificar os subtipos virais que acometem os rebanhos bovinos no estado

de Pernambuco para auxiliar na planificacdo de estratégias de profilaxia.

REVISAO DE LITERATURA

Caracteristicas virais

Os herpesvirus sdo muito antigos e aparentemente vém co-evoluindo com seus
hospedeiros ha quase 1 bilhdo de anos (FRANCO; ROEHE, 2007). McGeoch et al.
(1995) sugerem que os virus se desenvolveram juntamente com seus hospedeiros o
que, segundo Franco; Roehe (2007) Ihes permitiu um alto nivel de adaptacdo, uma
vez que nos seus hospedeiros naturais coexiste sem causar grandes agravos a saude,

contrario do observado em hospedeiros acidentais.

Bovine alphaherpesvirus 1 e Bovine alphaherpesvirus 5 (BoAHV1 e BoAHVS5,
respectivamente) sdo virus pertencentes a ordem hespesvirales, familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus (ICTV, 2019).
Outras caracteristicas que os membros dessa familia compartilham consistem em
envolverem uma grande quantidade de enzimas necessarias ao metabolismo, sintese
de acidos nucleicos e processamento de proteinas; transcricdo génica, sintese de
DNA viral e montagem do nucleocapsideo no nucleo; e o fato da multiplicacéo viral
culminar na destruicdo da célula infectada (PELLET; ROIZMAN, 2013).

Os membros da familia Herpesviridae compartiiham uma morfologia viral
comum que vai desde a morfologia do capsideo icosaédrico até a presenca de um
envelope (MUYLKENS et al., 2007). Seu capsideo € composto de cerca de 162
capsdmeros de 125 a 200nm de diametro, rodeado por uma camada de material

globular denominada tegumento, que por sua vez é envolto por um envelope

lipoproteico, derivado da carioteca, com varias espiculas glicoproteicas virais,
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formando um virion de diametro variando entre 200 a 300nm (OSTERRIEDER, 2016;
PELLETT etal., 2011).

O virus pode sofrer inativacdo no ambiente a depender de fatores como
temperatura, pH, luminosidade, umidade e tipo de material em que o virus esta contido
(GIBBS; RWEYEMAMU, 1977). Em razao da presenca de envelope lipoproteico os
virus sao facilmente inativados por &alcoois e detergentes, perdendo a sua infectividade
apos o contato com isopropanol ou etanol 70 — 80% por cinco minutos; formaldeido a
0,2 — 8% e glutaraldeido a 2%, podendo ainda serem inativados pelo contato por
periodo de dez minutos com substancias que estejam fora da faixa de pH de 3 a 11
(FRANCO; ROEHE, 2007).

A familia Herpesviridae é classificada em trés subfamilias: Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae e Gammaherpesvirinae que foram originalmente definidas por
caracteristicas bioldgicas, mas que passaram a ser vistas, desde meados da década
de 1990 até os dias atuais, como linhagens principais em critérios de constituicao
genética e similaridade de sequéncias de bases (ICTV, 2019; ROIZMAN et al., 1992).

A classificacdo dos Alfaherpesvirus Bovino 1 e 5 na subfamilia
Alphaherpesvirinae é realizada com base nas suas caracteristicas biologicas por
possuirem em comum uma ampla variedade de hospedeiros, ciclo replicativo menor
que 24 horas e a capacidade de destruir rapidamente células de cultivo além da
capacidade de estabelecer laténcia (fig. 1) (OSTERRIEDER, 2016). De acordo com o
International Committee on Taxonomy of Viruses — ICTV (2019) a subfamilia
Alphaherpesvirinae agrupa 41 espécies distribuidas em cinco géneros mais uma
espécie ainda nao classificada, totalizando 42 espécies, sendo a subfamilia que
agrupa a maior quantidade de virus dentro da ordem Herpesvirales, conforme se pode

verificar no quadro 1.
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Figura 1: Desfecho das infeccdes liticas e latente nos niveis celular e do organismo
animal (figura adaptada: PELLETT; ROIZMAN, 2013)

Quadro 1: Classificacdo taxonémica dos herpesvirus de acordo com o ICTV (2019)

Ordem Herpesvirales

Familia Subfamilia | Género Espécie
Batrachovirus (LTHV; RaHV1); (FV4; RaHV2);
3 espécies RaHV3
Cyprinivirus AngHV1; CyHV1; CyHV2; (KHV;
4 espécies CyHV3)
Alloherpesviridae -
Ictalurivirus AciHV2; (CCV; IcHV1); IcHV2
3 espécies
Salmonivirus SalHV1,; SalHV2; SalHV3
3 espécies
= lltovirus (ILTV; GaAHV1); (PDV; PsAHV1)
@ 2 espécies
2
Herpesviridae Jo (DEV; AnAHV1); (PHV; CoAHV1
o= Mardinovirus FaHV1); (MDV1; GaAHV?2);
<_‘—;J:- 6 espécies (MDV2; GaAHV3); (HVT,;

MeAHV1); SpAHV1
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Scutavirus
2 espécies

(FPTHV; ChAHVS5); (THV3:;
TeAHV3)

Simplexvirus
13 espécies

(HVAL; AtAHV1); (BMV; BoAHV?2);
(SA8; CeAHV2); (HSV1;
HUAHV1); (HSV2; HUAHV2);
(LHV4; LeAHV4); (BV; McAHV1);
MaAHV1; MaAHV2; (ChHV;
PnAHV3); (HPV2; PaAHV2);
(FBAHV1; PtHAV1); (HVSI;
SaAHV1)

Varicellovirus
18 espécies

(IBRV; BoAHV1); BOAHVS5;
BuAHV1; (CHV; CaAHV1);
CpAHV1; (SVV; CeAHV9);
CvAHV1; CvAHV2; (EAV;
EqAHV1); EQAHV3; EqAHV4;
EqAHVS; EqAHVY; (FVRYV;
FeAHV1); (VZV; HUAHV3);
MoAHV1; PcAHV1; (PRV;
SuAHV1)

(LETV; ChAHV6)

Cytomegalovirus
11 espécies

(OMCMV; AoBHV1); (CMCMV:;
CbBHV1); (SCMV; CeBHV5);
(HCMV; HUBHV5); (RhCMV;
McBHV3); McBHVS; MdBHV1;
(CCMV; PnBHV2); (BCMV;
PaBHV3); PaBHV4; (SMCMV;
SaBHV4)

Q
IS
:g Muromegalovirus (MCMV; MuBHV1); (RCMV;
a 3 espécies MuBHV?2); (RCMVE; MuBHV8)
[}
% Proboscivirus (EEHV1; EIBHV1); (EEHV4;
< 3 espécies EIBHV4); (EEHV5; EIBHV5)
3]
o (HHV7; HuBHV7); (HHV6A,
Roseolovirus HuBHV6A); (HHV6B; HUBHV6B);
6 espécies (MneHV7; McBHV9); (MTV;
MuBHV3); (PCMV; SuBHV2)
- (GPCMV; CdBHV2)
- (THV; TuBHV1)
o CIGHV3; CeGHV14; GoGHV1;
@ Lymphocryptovirus | (EBV; HUGHV4); (RLV; McGHV4);
:E 9 espécies McGHV10; PnGHV1; PaGHV1;
% PoGHV2
o
o (MCFV; AIGHV1); AIGHV2; (BLV;
g Macavirus BoGHV®6); (CpHV2; CpGHV?2);
= 9 espécies HIGHV1; OvGHV2; (PLVH1;
g P SUGHV3); (PLHV2; SUGHVA4):

(PLHV3; SUGHV5)
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(EHV2; EqGHV2); (EHVS5;
Percavirus EqGHV5); (FcaGHV1; FeGHV1);
6 espécies (BadHV; MusGHV1); (HaSHV;
PhGHV3); VeGHV1

AtGHV2; (HVA; AtGHV3); (BHV4;
BoGHV4); (RHVP; CrGHV2);
(KSHV; HUGHVS); (RRV;
Rhadinovirus McGHV5); (RFHV; McGHV8);

12 espécies (JMRV; McGHV11); (MneRV2;
McGHV12); (MHV68; MuGHV4);
(WMHV; MuGHV?7); (HVS;
SaGHV?2)

- (ASHV2; EGHV7)
- (PhHV2; PhoGHV?2)

- SgGHV1
- - IgHV2
Aurivirus (AbHV1; HaHV1)
Malacoherpesviridae -
Ostreavirus (OHV; OsHV1)

*As siglas agrupadas entre parénteses dizem respeito a diferentes néminas do mesmo virus. Fonte
ICTV, 2019

Existe uma variagcdo gendmica consideravel qguanto a composi¢ao, tamanho e
organizacdo dos genomas dos herpesvirus como: a porcentagem de guanina-citosina
(razdo G:C) varia de 31% a 77%, mais do que no DNA dos eucariotos; a faixa de
variacdo do tamanho gen6émico (108 — 300 kbp); e a organizagdo gendémica que varia
de maneira complexa tanto na ordem quanto na orientacéo o que reflete na complexa
classificacdo taxondémica dos herpesvirus (MURPHY et al.,1999; OSTERRIEDER,
2016).

O genoma dos alfaherpesvirus de ruminantes consiste em uma molécula de
DNA de fita dupla (SCHWYZER; ACKERMANN, 1996), sendo o do BoAHV5 de
138.390pb, mais longo em 2.518pb do que o BoAHV1, compartilhando entre si 95%
de similaridade nas proteinas envolvidas nos processos de replicacédo e constituicdo
viral (DELHON et al., 2003).

Com base em padrdes de digestdo com enzimas de restricdo o BoOAHV1 foi
dividido em trés diferentes subtipos: BoAHV1.1 (sendo a cepa mais patogénica e
associado a quadros respiratérios e de IBR), BoOAHV1.2 subdividido em BoAHV1.2a e
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BoAHV1.2b (associado a doencga genital), e BoOAHV1.3 (associado a quadros de
encefalite) (EDWARDS et al., 1990; EDWARDS et al., 1991; MILLER et al., 1988).
Posteriormente, o subtipo viral BoAHV1.3 foi devidamente classificado, devido aos
seus padrbes estruturais, antigénicos, biolégicos e moleculares como uma espécie
viral separada, BoAHV5 (ROIZMAN, 1992). Outros subtipos virais associados ao
BoAHV5 foram classificados em BoAHV5a, BoAHV5b e BoAHV5c (D’ARCE et al.,
2002; D’'OFFAY; MOCK; FULTON, 2003; TRAPP; BEER; METTENLEITER, 2003),
contudo ainda ndo se sabe a respeito das diferencas de patogenicidade, viruléncia e
prevaléncia dos mesmos (PAIM, 2017; SILVA. 2013).

Epidemiologia

Embora haja diferenca nos niveis de incidéncia e prevaléncia, a infec¢ao por
BoAHV1 ocorre em todos os continentes (ACKERMANN; ENGELS, 2006; GRAHAM,
2013; OLIVEIRA et al., 2011; SAHA et al., 2010; SEGURA-CORREA et al., 2016). J&
os surtos de infeccédo por BOAHV5 sdo mais esporadicos e geograficamente restritos
ao Hemisfério Sul (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010) sobretudo em paises como
Argentina (PEDRAZA; ALESSI, 2010) e Brasil (RISSI et al., 2008), sendo as razdes
desconhecidas para essa ocorréncia (FAVIER; MARIN; PEREZ, 2012).

Os primeiros registros da ocorréncia dos alfaherpesvirus no Brasil datam de
1962 de um estudo epidemiolégico na Bahia onde se constatou a ocorréncia de
anticorpos associados ao BoAHV1 (GALVAO; DORIA; ALICE, 1962/1963), enquanto
que o primeiro relato da descricdo de meningoencefalite herpética data de 1983
(RIET-CORREA et al., 1983), onde foi isolado o virus da IBR. Naquele ano ainda néo
existia a classificacdo para BoAHV5, o que s6 ocorreu em 1992 quando Roizman et
al. (1992) entenderam haver fundamentos de natureza biolégica e estrutural
suficientes para uma classificacdo deste virus ndo mais como um subtipo (1.3) do
BoAHV1.

De 2010 a 2020 a prevaléncia de animais positivos para BoAHV no Brasil variou
de 17,5% (OLIVEIRA et al., 2015) a 84,5% (AFONSO et al., 2010), em varios estados
do pais, atingindo valores proximos (FERNANDES et al., 2019; HAAS et al., 2020) ou
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de até 100% (BEZERRA et al., 2012; SILVA et al., 2015; SILVA, 2018) quando se
considera os rebanhos. Observa-se no Quadro 2 os estudos epidemiol6gicos
realizados no Brasil sobre a ocorréncia do alfaherpesvirus bovino no periodo de 2011

a 2020 e os métodos de diagndsticos utilizados.

Quadro 2: Estudos epidemiolégicos da ocorréncia da infec¢é@o por alfaherpesvirus
em bovinos descritos no Brasil

METODO DE PREVALENCIA PREVI\AI\,IA_SENCIA
AUTOR LOCAL DIAGNOSTICO EM ANIMAIS PROPRIEDADES
(%)
(%)
ALEXANDRINO et SP, VN 54,66 100
al. (2011) MG
BEZERRA et al. MA ELISA 71,3 100
(2012)
DIAS et al. (2013) PA VN 59,0 71,3
SOUSA et al. MA ELISA 67,5 100
(2013)
PIOVESAN et al. RS VN 59,19
(2013)
SPONCHIADO, PA VN 22,3 65,3
(2014)
SANTOS et al. ES VN 66,75 100
(2014)
FREITAS et al. MA VN e ELISA 63,26 100
(2014)
SILVA et al. (2015) PE VN 79,5 100
BECKER et al. RS VN 24,42
(2015)
PASQUALOTTO SC VN 57,54
et al. (2015)
OLIVEIRA et al. PA PCR 17,5 38,9
(2015)
FREITAS (2016) MA VN 30,67 77,91
ZARDO (2017) RS VN 9,3
SILVA (2018) RO VN 42,33 100
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FERNANDES et PB VN 64,8 87,4
al. (2019)

DUARTE; RS VN 40,9
SANTANA (2018)

BARBOSA et al. MG VN 62,5

(2019)

HAAS etal. (2020) | MG VN 48,6 97,5

VN: Virusneutralizacao; PCR: Reacdo em

Cadeia da Polimerase.

ELISA: Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica;

A ocorréncia da menigoencefalite ndo supurativa € descrita em todas as regides
do Brasil (GALIZA et al., 2010; GOMES et al., 2002; QUEIROZ et al., 2018; RIBAS et
al., 2013; RIET-CORREA et al., 2006). Alguns estudos descrevem que dentre as
afeccdes neurolégicas dos bovinos a meningoencefalite ndo-supurativa € uma das
trés principais causas de neuropatias infecciosas (ARRUDA et al., 2016; RIBAS et al.,
2013; TERRA et al., 2018). Observa-se no quadro 3 os estudos relacionados a
ocorréncia de meningoencefalite causada por alfaherpesvirus em bovinos no Brasil.
Devido a similaridade genética do BoAHV (DELHON et al., 2003), as pesquisas
conduzidas para a identificagcdo do BoAHV5 séao realizadas, principalmente, por meio
de exame de Reacdo em Cadeia da Polimerase. Enquanto, que BoAHV1 apresenta
indicadores epidemiolégicos mais brandos em relacdo ao BoAHV5, como menores
taxas de morbidade, mortalidade e letalidade (RISSI et al., 2007; VAN OIRSCHOT,
1998), somado que sua ocorréncia é mais disseminada quando comparado ao
BoAHV5 (PEREZ et al., 2002; STUDDERT, 1989).

Quadro 3: Dados epidemioldgicos de casos clinicos de meningoencefalite ocasionada
por alfaherpesvirus bovino em bovinos descritos no Brasil

METODO DE o
AUTOR LOCAL DIAGNOSTICO N° DE CASOS

RIET-CORREA et al.

(20086) PA HIS 4 casos
COSTA (2007) MG PCR 188 casos
SILVA et al. (2007) RS, M%SRJ’ SP, PCR 24 casos
CUNHA et al. (2009) SP PCR 1 caso
FERRARI (2007) MS, SP PCR, HIS 20 casos
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CLAUS et al., (2007) PAGSPM'\QGRgT PCR 30 casos
RISSI et al. (2008) Sul do Brasil PCR 7 casos
LUNARDI et al. (2009) PA PCR 9 casos
(AZ%(L)JQH)\]O NETO etal. MG PCR 1 caso
ARRUDA et al. (2010) MT PCR 28 casos
GALIZA et al. (2010) PB HIS 3 casos*
KUNERT FILHO (2011) RS PCR 52 casos
SILVA (2011) GO PCR 31 casos
RIBAS et al. (2013) MS ACM 33 casos*
g%i;s)'BRAS'L etal. RS HIS 8 casos**
OLIVEIRA et al. (2014) PE PCR, HIS 2 casos
SILVA (2014) GO PCR 5 casos
MAGID et al. (2015) SP PCR 4 casos
ARRUDA et al. (2016) MT HIS 42 casos**
OLIVEIRA et al. (2016) MG HIS 6 casos*
RONDELLI et al. (2017) MT HIS 42 casos
CAGNINI et al. (2017) SP PCR 15 casos
TERRA et al. (2018) GO HIS 27 casos*
QUEIROZ et al. (2018) PA PCR 30 casos
SANTOS et al. (2018) RS IHQ, HIS 21 casos
BLUME et al. (2018) GO PCR, HIS 2 casos
PUPIN et al. (2019) MS HIS 147 casos*

*: N&o diferencia entre os tipos de BoAHV; **: Diagndstico baseado em achados clinicos,
epidemiolégicos e anatomo-patolégicos; PCR: Reacdo em Cadeia da Polimerase; IHQ:
Imunohistoquimica; ACM: Anticorpos monoclonais; HIS: Histopatoldgico

Tanto BoAHV1 quanto BoAHV5 podem ser transmitidos por contato direto e
indireto a partir da sua eliminagéo por secrec¢des nasais, oculares e genitais, sendo as
secrecdes respiratdrias e oculares as principais vias de eliminagcédo do agente em um
rebanho (HENZEL et al., 2019), e as mucosas do trato respiratério superior e mucosa
genital, as portas de entrada relacionadas ao inicio do processo infeccioso (RISSI et
al., 2006; MUYLKENS et al., 2007). Foi demostrado que o leite, assim como 0 sémen,
constitui uma importante via de eliminacédo tanto do BoAHV1 quanto do BoAHV5
(KIRKLAND et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2011; FERREIRA et al., 2018).
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Embora ambos os subtipos sejam capazes de infectar as células do trato
respiratério e genital, é evidente que cada gendtipo possui adaptacdes especificas

para o desenvolvimento em tecidos especificos (FAVIER et al., 2012).

Os fatores de risco para a ocorréncia de surtos naturais da infeccdo estao
associados ao estresse dos animais que pode ser desencadeado por desmame,
transporte, mudancas na dieta (RAAPERI et al., 2014; RISSI et al., 2006). Outros
fatores de risco estao relacionados a ocorréncia de desordens reprodutivas, reposicao
de animais (GONZALES-GARCIA et al., 2009; SILVA, 2017), compartilhamento de
pastos (DIAS et al., 2013; SILVA, 2017) manejo reprodutivo por monta natural (DIAS
et al., 2013) e criagdo consorciada com caprinos e ovinos (SILVA et al., 2015).

Patogenia

Tanto BoAHV1 quanto BoAHV5 sdo agentes etioldgicos associados ao
desenvolvimento de quadros clinicos reprodutivos, respiratérios e neurolégicos em
bovinos (HENZEL et al., 2008; SILVA et al., 2007).

Ao passar pelas portas de entrada tais como as mucososas nasal, orofaringea,
ocular, genital ou lesdes de pele o virus realiza uma replicacdo primaria nos tecidos
locais que desencadeara os primeiros sinais clinicos como congestao local, presenca
de secregdes e lesdes vesiculares ou erosivas sendo mais brandos os sinais quando
associado ao BoAHV5 (FRANCO; ROEHE, 2007). O desfecho da infeccdo ira
depender de fatores inerentes ao proprio patdgeno como o tipo ou subtipo viral, a dose
infectante, ou ao hospedeiro, como seu estado imunoldgico e idade, e ao ambiente,
sendo consideradas trés diferentes formas de propagacédo: restricdo local,
disseminacdo sistémica por viremia e disseminacdo neuronal (ENGELS;
ACKERMANN, 1996; TIKOO; CAMPOS; BABIUK, 1995).

Embora ambos os virus sejam neurotropicos, os mesmos divergem quanto a
sua habilidade de causar encefalite (ASHBAUGH et al., 1997). BoAHV1 pode ser
neuroinvasivo, mas raramente esta associado a quadros clinicos de encefalite,
diferentemente do BoAHV5 que possui um alto neurotropismo, frequentemente

ocasiona uma doenca fatal (PEREZ et al., 2002). Os casos esporadicos de
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acometimento neurolégico por BoAHV1 refletem a susceptibilidade individual dos
hospedeiros a infecgcdo do sistema nervoso central, 0 que independe da cepa de
BoAHV1, que da origem a um aumento da neuroinvasao e/ou neuroviruléncia, o que
nao ocorre com o BoAHV5, que tem sua viruléncia influenciada tanto por fatores

inerentes ao hospedeiro quanto ao préprio virus (DEL MEDICO JAZAC et al., 2010).

Ao penetrarem nos axodnios das células nervosas locais, os alfaherpesvirus
podem ser transportados até os corpos dos neurdnios dos ganglios regionais onde
podem estabelecer laténcia (ENGELS; ACKERMANN, 1996; NANDI et al., 2009).

Neurdnios sensitivos sdo os sitios primarios de laténcia do alfaherpesvirus e
sua habilidade de estabelecer laténcia, reativar e ser disseminado para outros animais
€ responsavel por sua reincidéncia e manutencdao no rebanho por longos periodos
(JONES, 2003; RAAPERI et al., 2014).

Sinais clinicos

O periodo de incubacédo, sob condi¢cdes naturais, varia de 10 a 20 dias para
BoAHV1 (NANDI et al., 2009) e de sete a nove dias para BOAHV5 (BELKNAP et al.,
1994), podendo ainda os sinais clinicos serem agrupados de acordo com a forma de
apresentacdo como forma respiratoria (BoAHV1.1), forma genital (BoAHV1.2) e forma
neurolégica (BoAHV5/BoAHV1) (BISWAS et al., 2013; NANDI et al., 2009).

Os sinais clinicos em animais acometidos pelo BoAHV1, na forma respiratoria,
incluem apatia, perda de apetite, febre (>41°C), dispneia, rinite associada a lesfes de
mucosa, secrecao ocular serosa e tosse (KAASHOEK et al., 1996; ROLA et al., 2005).
A co-infec¢cdo com bactérias pode causar um severo quadro de broncopneumonia,
pleurite, dor toracica e audiveis estertores (BISWAS et al., 2013). Geralmente a
enfermidade é autolimitante e resolve-se em poucos dias, contudo nos casos em que
ha infeccdo secundaria os animais podem vir a 6bito, sendo mais grave a sua forma

de apresentacdo nos animais mais jovens (FLORES, 2011).

Os isolados de BoAHV1 (BoAHV1.1) estdo mais estreitamente associados a
guadros respiratérios e de aborto (CROOK et al., 2011; GRAHAM, 2013). Embora nao
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seja clara a participagdo do BoOAHV5 como agente causador de aborto, o DNA deste
agente ja foi identificado em amostras de sistema nervoso central de fetos abortados
(MARIN et al., 2013). Os fetos sao usualmente abortados a partir dos quatro meses
de gestacdo, ou podem ficar retidos no Utero por dois a quatro dias apds a morte,
sendo possivel, em alguns casos, a observacgao de sinais tipicos da IBR antes ou apés
0 aborto (KIRKBRIDE, 1985).

A forma genital da infeccdo em fémeas por BoAHV1, vulvovaginite pustular
infecciosa (IPV), é caracterizada por congestdo e edema da mucosa vulvovestibular e
da vagina que pode cursar com o surgimento de pequenas vesiculas na mucosa
genital que aumentam progressivamente evoluindo para pustulas, que eventualmente
se coalescem e se recobrem com uma secrecdo amarelada acompanhada de
corrimento genital, que inicialmente se caracteriza por ser discreto e seromucoso e
pode evoluir para mucopurulento (HENZEL et al., 2008). Kirkland et al. (2009)
descreveram um surto de IPV com sinais clinicos e lesfes idénticas as atribuidas a
infeccdo por BoAHV1, sendo contudo atribuido ao BoAHV5 confirmado por PCR e

analise de restricdo enzimatica.

Em machos ha o desenvolvimento de pustulas e erup¢cbes avermelhadas na
mucosa peniana juntamente com descargas branco-amareladas e uma discreta
elevacdo na temperatura corporal que caracterizam a balanopostite pustular
infecciosa (IBP) (PANDEY et al., 2014). De maneira geral, sdo observadas lesbes
compostas por placas brancas e ulceracgao, progredindo para a descamacéao de tecido

necrotico de cor marrom com Ulceras coalescidas (PRITCHARD et al., 1997).

Silva et al. (2007) descrevem a ocorréncia de cinco isolados BoAHV1 e 21 de
BoAHV5 causando doencas neuroldgicas em bovinos evidenciando que qualquer um
desses agentes é capaz de causar doenca neuroldégica em ruminantes. Os sinais
clinicos observados em animais com neuropatia por Alphaherpesvirus apresentam
uma evolucéo de trés a dez dias e se caracterizam por depressao, ranger de dentes,
andar em circulos, cegueira, febre, nistagmo, tremores, anorexia, disfagia, sialorreia,
incoordenacdo, pressdo da cabeca contra objetos, opistétono, convulsdes e
movimentos de pedalagem (RISSI et al., 2006, RISSI et al., 2008).
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Achados de necropsia

Em casos tipicos de IBR observa-se rinite serosa com hiperemia de mucosa
com alteracOes que se estendem, em caso de infeccdo secundaria para a traqueia e
seios paranasais (NANDI et al., 2009). Alguns animais podem ainda apresentar
degeneracgdo das adrenais, rins e figado (KAASHOEK et al., 1996). Fetos abortados
podem apresentar autélise com acumulo de liquido avermelhado na cavidade
abdominal bem como hemorragia e necrose pode ocorrer no cérebro (MAHAJAN et
al., 2013). As lesdes associadas a forma genital consistem na presenca de congestao
e edema da mucosa, presenca de vesiculas ou pustulas cobertas por secrecédo
amarelada (FINO et al., 2012; HENZEL et al., 2008).

Os bovinos com quadro neurolégico podem apresentar alteracfes
macroscopicas que vao desde ausentes a moderadas como hiperemia dos vasos das
leptomeniges, tumefacdo das porcdes rostrais do telencéfalo com achatamento das
circunvolucdes cerebrais e presenca de malacia (RISSI et al., 2006). O cérebro pode
se apresentar com consisténcia amolecida do tecido parenquimatoso dos lobos

frontais com lesdes assimétricas (PEREZ et al., 2002).

Os achados principais histopatolégicos em animais com sinais clinicos
neurolégicos, associados ao BoAHV1/BoAHV5, caracterizam-se por menigoencefalite
nao supurativa, necrose neuronal aguda, gliose, sateliose, edema e neuronioffagia.
Ha ainda a presenca de corpusculos de inclusédo intranuclear eosinofilico em
astrocitos e neurdnios, malécia na regido de cortex e infiltracdo de células de gitter
(PEREZ et al., 2002; RISSI et al., 2008).

Outras lesdes histologicas atribuidas as infecgdes por BOAHV1 podem consistir
em infiltracdo linfohistiocitica raramente acompanhada de focos necréticos nas
glandulas suprarrenais (GRAHAM, 2013). A mucosa pode se apresentar edematosa
contendo neutréfilos e a submucosa apresenta infiltrado de linfécitos, macrofagos e
células plasméaticas com eventual presenca de infiltrado intranuclear de Cowdry tipo A
(GIBBS; RWEYEMAMU, 1977; MURPHY et al., 1999). Essas inclusbes podem ser
identificadas em tecidos de fetos abortados e bezerros que morreram da
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generalizagdo da infecdo pelo BoAHV1; como as inclusdes s&o transitorias, 0 uso
deste achado na rotina histopatoldgica tem limitado valor de diagnéstico (GIBBS;
RWEYEMAMU, 1977). O epitélio pode se romper e ulcerar devido a severidade da
infiltracdo neutrofilica (NANDI et al., 2009).

Diagnadstico

O histdrico do rebanho relacionado com as taxas de produtividade, programas
de vacinacao e manejo alimentar e reprodutivo pode ter fundamental importancia na
elaboracdo do diagndstico; presuntivamente pode ser aventada a infeccdo por
alfaherpesvirus bovino por meio dos achados epidemiolégicos, clinicos, de necropsia
e histopatolégicos sem, contudo, estabelecer o verdadeiro agente causal (RISSI et al.,
2006; TAKIUCHI; ALFIERI; ALFIERI, 2001). Testes laboratoriais sdo necessarios para
confirmar o diagnostico como cultura em células, histopatologia, sorologia, PCR e
microscopia eletrénica (BISWAS et al., 2013). Contudo o agente sera confirmado
mediante o uso de provas de diagnostico direto como PCR, isolamento viral e
imunohistoquimica (CLAUS et al., 2007; COSTA et al., 2017).

Tanto BoAHV1 quanto BOAHV5 partilham caracteristicas estruturais,
biolégicas, antigénicas e moleculares o que torna a sua distincdo por testes de
diagndstico dificil (DELHON et al., 2003).

Destacam-se, dentro do contexto das infec¢des por alfaherpesvirus bovino, as
provas moleculares de diagndstico, como a PCR, conforme mostrado por Silva et al.
(2007) e Kirkland et al. (2009) para a identificacdo do agente, uma vez que tanto
BoAHV1 quanto BoAHV5 ndo se restringem as suas formas classicas de

apresentacao.

Diversas pesquisas (BLUME et al., 2018; CAGNINI et al., 2017; QUEIROZ et
al., 2018; RISSI et al., 2008; SILVA et al., 2007) indicam a importancia do uso da PCR
em estudos retrospectivos para o diagnostico das infec¢des por alfaherpesvirus como
diferencial para outras afec¢des de sistema nervoso central de bovinos. Diferentes
primers de PCR podem ser empregados para diagnéstico e diferenciacéo da infeccao

por BoAHV1 e BoAHV5 (ASHBAUGH et al., 1997; CLAUS et al., 2005).
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Mahajan et al. (2013) demostraram a utilizacdo de varias técnicas de
diagnostico da infeccdo por BoAHV1 em diferentes amostras biologicas, tais como:
tecidos de fetos abortados como conteudo estomacal; pool de amostras de pulmé&o,
coracao, figado, rins, baco e cérebro, além de fragmentos de cotilédones placentarios,
descarga uterina e muco vaginal. Uma vez que Silva et al. (2007) relatam o isolamento
de BoAHV5 em baco, causando doenca sistémica, e sémen, em monitoramento de
rotina, muitos tecidos biolégicos mostram-se elegiveis para identificar o agente
etiologico. Contudo, a confirmacéo do diagnéstico a partir de células descamativas
provenientes de secrecdo nasal ou sémen e fragmentos de sistema nervoso pode
contribuir para um diagnostico mais confiavel de infec¢des tanto por BOAHV1 quanto
por BoAHV5 (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010; KUNRATH et al., 2004).

Profilaxia

Para erradicacéo das infeccfes no rebanho é necessério a implementacao de
medidas que restrinjam a circulacdo do virus se fazendo necessario considerar 0s
fatores de risco associados a introducéo ou reativacéo dos alfaherpesvirus (ENGELS;
ACKERMANN, 1996; RAAPERI et al., 2014). A adocéo de vacinas € essencial como
medida profilatica a infec¢éo pelo BOAHV1 (SILVA, 2017). Os estudos de Del Medico
Jazac et al. (2006) demonstram que a vacinagdo contra BoOAHV1 protege contra a

replicacdo viral e contra a doenca neuroldgica associada ao BoAHV5.

Para a prevencédo da infeccdo pelo BoAHV1 sdo disponiveis varios tipos de
vacina como: vacinas de virus vivo modificado (MLV), vacinas inativadas, vacinas de
subunidades, vacinas marcadas e vacinas combinadas ou polivalentes (NANDI et al.,
2009), sendo essas Ultimas mais comercializadas no mercado nacional. De acordo
com a Instrucdo Normativa (IN) n.08/2006 de 15 de marco de 2006 (BRASIL, 2006) e
a IN n.40/2007 de 05 de setembro de 2007 (BRASIL, 2007), sao exigidos certificados
sanitarios para importacdo e exportacdo do sémen dos bovinos e bubalinos que
atestem a sanidade dos animais quanto ao BoAHV1, dentre outros agentes, mas néo
h& nenhuma medida que estimule a vacinagdo contra BoAHV1 em animais de

producédo nos rebanhos nacionais.
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Além do emprego de vacinas, medidas como a identificagdo por meio de
exames soroldgicos, segregacdo e remoc¢ao gradativa dos animais infectados devem
ser empregadas para evitar que a infeccdo se dissemine para 0os demais animais
saudaveis do rebanho (BEZERRA et al., 2012; RISSI et al., 2007).

De acordo com a OIE (2019), para a manutencéo do rebanho livre da infeccao
por BoOAHV1 deveréo ser atendidos 0s seguintes requisitos: todos os animais deverao
ser submetidos a prova sorologica pareada em um intervalo entre dois e 12 meses;
ou para rebanhos leiteiros, as vacas em lactacao deverao ser submetidas a trés testes
para deteccgdo de anticorpos a partir de amostras de leite em intervalos de dois meses
com resultados negativos; a introdugéo de animais no rebanho devera ser realizada a
partir de propriedades livres de IBR ou deverdo, esses animais, ser colocados em
guarentena por um periodo de 30 dias com testes soroldgicos pareados negativos em
um intervalo de 21 dias; todo o sémen introduzido no rebanho devera ser

acompanhado de atestado sanitério para o referido agente.
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OBJETIVOS

Geral

o Identificar e caracterizar molecularmente os tipos (BoAHV1 e/ou BoAHV5) e
subtipos virais do herpesvirus bovino em bovinos no estado de Pernambuco.

Especificos

o Pesquisar a ocorréncia de DNA do herpesvirus em animais provenientes de
abatedouro ou que vieram a Obito com sinais clinicos neuroldgicos;

o Realizar o isolamento viral do herpesvirus bovino;

o Realizar a caracterizacdo molecular dos subtipos virais do herpesvirus bovino
tipo 1 e do herpesvirus bovino tipo 5;

o Construir uma arvore filogenética a partir das amostras que foram

caracterizadas.
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CAPITULO 1: MENINGOENCEFALITE CAUSADA PELO BOVINE
ALPHAHERPESVIRUS 5 EM PERNAMBUCO, BRASIL

Meningoencephalitis caused by Bovine alphaherpesvirus 5 in Pernambuco,

Brazil

Artigo aceito pelo periédico Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e

Zootecnia
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Meningoencephalitis caused by Bovine alphaherpesvirus 5 in Pernambuco,
Brazil

Meningoencefalite causada pelo Bovine alphaherpesvirus 5 em Pernambuco,

Brasil

Resumo

Objetivou-se descrever a ocorréncia do Bovine alphaherpesvirus 5 (BoHV5) como
causa de meningoencefalite ndo-supurativa em bovinos do estado de Pernambuco,
Brasil. Para tanto, 32 amostras de sistema nervoso embebidas em parafina foram
obtidas de animais acometidos por doencas neurolégicas atendidos na Clinica de
Bovinos de Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CBG-
UFRPE), entre 2012 e 2016. As amostras foram analisadas quanto a presenca do
gene da glicoproteina C do BoHV5 por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Dois
animais (6,25%) tiveram resultado positivo a PCR e sua analise de sequenciamento
indicou 100% de similaridade para o BoHV5. Os resultados histopatologicos desses
dois animais revelaram lesdes multifocais de manigoencefalite nao-supurativa
associada a polioencefalomalacia, presenca de corpusculos de inclusdo basofilico,
infiltracdo de células de Gitter e presenca de manguitos perivasculares. A PCR se
mostra como uma importante ferramenta para diferenciacéo das infec¢des por BoHV5

de outras enfermidades neuroldgicas de bovinos, especialmente a raiva.

Palavras-Chave: PCR, amostras em parafina, doenc¢a neurol6gica, BoHV5, SNC

Bovine alphaherpesvirus 5 (BoHV5) é responsavel pelo desencadeamento de
uma condicao neuroldgica tipica, que apresenta alta mortalidade em bovinos de até 8
anos de idade (Barros et al., 2006; Rissi et al., 2006). A caracteristica mais importante
do BoHV5 estd em sua capacidade de estabelecer laténcia no ganglio trigémeo,
permitindo que o virus se perpetue no organismo animal por toda a vida, sendo

reativado em periodos de diminui¢cdo da imunidade (Perez et al., 2002).
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Os principais sinais clinicos associados a infeccdo causada por este agente
incluem prostracédo profunda, presséo da cabeca contra objetos, corrimento nasal,
movimentos involuntarios, nistagmo, opistétono e andar cambaleante, culminando em
morte entre 4 e 10 dias (Rissi et al., 2006).

BoHV5 tem distribuicAo mundial, mas sua ocorréncia é geograficamente
limitada & Ameérica do Sul, principalmente Brasil e Argentina (Perez et al., 2002).
Embora sua ocorréncia seja descrita no Brasil, onde € considerada um dos trés
principais agentes causadores de doencas neurolégicas em bovinos (Queiroz et al.,
2018; Terra et al., 2018), estudos sobre sua ocorréncia na regido Nordeste sao
inexistente, apesar das evidéncias da sua presenca (Galiza et al., 2010). O objetivo
deste estudo foi relatar a ocorréncia do BoHV5 em bovinos com sinais neuroldgicos

no periodo de 2012 a 2016 no estado de Pernambuco.

Foram analisadas amostras do sistema nervoso central (cerebelo, pituitaria,
rete mirabile, tronco encefalico, telencéfalo, medula e talamo) embebidas em parafina
de 32 bovinos com sinais clinicos neuroldgicos. Esses animais foram submetidos a
necropsia na Clinica de Bovinos de Garanhuns da Universidade Federal Rural de
Pernambuco (CBG-UFRPE), procedentes de 12 municipios localizados na Regiao

Intermediaria de Caruaru, Pernambuco (Fig. 1), entre os anos de 2012 e 2016.

®
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Figura 1 — Municipios de origem dos animais

Para a extracdo de DNA foi utilizado o kit ReliaPrep™ FFPE gDNA Miniprep
System (Promega®), seguindo as especificacbes do fabricante. Para cada animal, a
extracdo de DNA foi realizada com um pool de tecido de 20 micrémetros (um)
contendo quatro cortes histologicos (5um cada) de blocos de material parafinizado de
diferentes partes do sistema nervoso central. O material extraido foi congelado a -20
° C para analise posterior.

A pureza e a concentragdo do DNA foram analisadas em espectrofotometro
(Multiskan GO, Thermo Scientific®), e sua concentracao ajustada para 100 ng / pL. A
reacao foi realizada usando os iniciadores Bcon (5-AGT GCA CGT ACA GCG GCT
CG-3 '. 461-480) e BoHV5 (5-CGG ACG AGA CGC CCT TGG-3' nt. 322-339),
amplificar um produto de 159 pb do gene da glicoproteina C (Claus et al., 2005). As
reacoes foram realizadas utilizando 6,25 puL de GoTaq® Green Master Mix
(Promega®), 0,5 uL de cada primer na concentracdo de 10 uM, 2,75 pl de agua
ultrapura e 2,5 pyl de DNA. A reacgao foi realizada em um termociclador T100 ™
Thermal Cycler (Bio Rad®) sob o seguinte perfil térmico: desnaturacao inicial a 95 ° C
por 3 min, seguida por 40 ciclos a 95 ° C (1 min), 58 °C (1 min) e 72 ° C (1 min) e

uma extensao final de 7 mina 72 ° C.

Os produtos amplificados foram detectados por eletroforese em gel de agarose

a 2%, corado com Blue Green (LGC®), visualizado em luz ultravioleta e
fotodocumentado. O controle positivo foi obtido pela extracdo de DNA da cepa
referéncia BoHV5 (AAO01) cultivada em cultura de células de rim bovino Madin-Darby
(MDBK). Para o sequenciamento, as bandas de gel de produtos amplificados positivos
foram purificadas usando o kit comercial MEGAquick-spin ™ Plus Total Fragment
DNA Purification Kit (iNtRON Biotechnology®). O sequenciador ABI 3500 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems) foi usado, e as reacdes foram realizadas
bidirecionalmente usando o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems), e as condi¢cdes de polimerizacdo foram realizadas em placas de 96
pocos, de acordo com as instrucbes do fabricante. Os resultados obtidos pelo
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sequenciamento foram avaliados no Staden Package 4.1.4 (Gene Codes Corporation,
EUA) e analisados quanto a similaridade com as sequéncias utilizando as Basic
Alignment Search Tools (BLAST) do banco site de dados GenBank por meio do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) para investigar a

correspondéncia de identificacdo de espécies.

Inicialmente, foi feito um blast utilizando as sequéncias geradas neste estudo
contra o banco de dados para recuperar todas as sequéncias relacionadas ao BoHV5.
As sequéncias recuperadas foram entéo alinhadas e o modelo evolutivo foi calculado.
Uma inferéncia bayesiana foi feita considerando o modelo evolutivo calculado, com 5
x 107 geracdes da cadeia Markov Monte Carlo (trés cadeias quentes e uma fria), e as
arvores foram amostradas a cada 1.000 geracdes. Tracer (Rambaut et al., 2018) foi

usado para visualizar os resultados da inferéncia (Fig. 2).

KJ143556.1 Bovine herpesy 5 isolate SV507-99
7.3 EF613332.1 Bovine herpesvirus 5 isolate EVI 34096
olate EVI340-96
te SVI190-00A

‘ KJ143550.1 Bovin
g KJ

| Bovine herp

1 Bovine herpy
K1143366.1

K1143352.1 Bovine herpesvirus 3 isolate 1ISO169-96
369
490
KJ143559.1 Bovine herpesviry

KJ 67.1 Bovis

KY559403.1
K1143561.1

KJ143555.1

NC 043054.1 Bubaline alphaherpesvirus | strain b6

Figura 2 — Analise filogenética. As sequéncias de nucleotideos dos genes gC foram
editadas para fragmentos de 157 bp, usando MEGAX. Essas sequéncias, juntamente
com as sequéncias de nucleotideos representativas de BoHV1 e BoHV5 disponiveis
no dominio publico (GenBank), foram submetidas a mdltiplos alinhamentos de

sequéncia. As analises filogenéticas foram conduzidas usando Garliv.2.0. A inferéncia
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filogenética foi realizada pelo método da Maxima Verossimilhanca (ML) e os intervalos
de confianca foram estimados por um algoritmo bootstrap aplicando 1.000 iteracoes,
divididas em 4 execucdes de 250 cada. A arvore é desenhada em escala, com os
comprimentos dos ramos has mesmas unidades que as distancias evolutivas usadas
para inferir a arvore filogenética. Os valores de bootstrap sdo mostrados em cada
ramificacdo seguidos por valores de inferéncia bayesiana (IB), por exemplo. ML / IB.

As amostras do sistema nervoso central incluidas em parafina foram cortadas
em secdes de 5 ym e coradas com hematoxilina e eosina, e lidas em microscopio

Optico para descricdo dos achados histopatol6gicos.

Esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o nUmero 60/2017.

Na PCR realizada nas amostras do sistema nervoso, as amostras 369 e 490
foram positivas para BoHV5, e a identidade molecular foi confirmada por
sequenciamento de fita dupla, que indicou similaridade de 99% —100% com pelo
menos 20 sequéncias depositadas em GenBank (KY559403.1, KJ143571.1,
KJ143569.1, KJ143567.1, KJ143564.1, KJ143563.1, KJ143562.1, KJ143561.1,
KJ143557.1, KJ143557.1, KJ143556.1, KJ143555.1, KJ143555.1 .1, KJ143554.1,
KJ143553.1, KJ143552.1, KJ143550.1, KJ143547.1, NC _005261.3, AY052396.1,
KJ143551.1, entre outras).

Sequéncias de dois isolados, 369 e 490, pertencentes ao gene ¢C
(Glicoproteina C) foram montadas no pacote Staden, gerando sequéncias de 154 e
157 pb, respectivamente. Apos o Blast, 30 sequéncias de BoHV5 foram recuperadas
do banco e duas sequéncias de Bubaline alphaherpesvirus 1 e uma de Bovine
alphaherpesvirus 1 foram adicionadas as andlises. O modelo evolutivo calculado foi

HKY + F de acordo com o critério de informacéo Bayesiano (BIC).

A arvore filogenética construida (Fig. 2), tanto pelo método da verossimilhanca
guanto pelo Bayesiano, apresentou topologias similares, mas com valores de suporte
pouco parecidos. Os isolados sequenciados no presente estudo foram agrupados com
isolados de BoHV5 com 100% de bootstrap / probabilidade, sugerindo que o virus esta

intimamente relacionado aos isolados de BoHV5.
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Bovine alphaherpesvirus 5 € um importante patdégeno de bovinos, com alta
prevaléncia na América do Sul (Perez et al.,, 2002). Contudo, apesar de sua
importancia e do papel critico da gC no virus biologia e suas implicacbes para
diagndstico e imunizacao sucesso, informacdes limitadas estao disponiveis em BoHV-
1/ BoHV-5 59 gC. Foram encontradas via blast cerca de 30 sequéncias de BoHV-5,
incluido sequéncias retiradas do genoma, cobrindo 157 pb, das sequenciadas no
presente estudo, estdo disponiveis no GenBank. Os resultados sdo similares aos
achados por estudos anteriores (Maidana et al., 2011; Traesel et al., 2015). Contudo
ainda faltam estudos especificos quanto a determinacdo de linhagens para o gene
estudado (gC).

Como as amostras foram preservadas em solucdo de formalina a 20%, é
possivel que os resultados apresentados sejam subestimados, pois ha limitacdes na
técnica de deteccdo de material genético em amostras parafinadas, visto que o 4cido
nucléico sofre desnaturacdo quando fixado por um longo periodo ou quando o
formaldeido ndo é tamponado (Crawford et al., 1999). Arruda et al. (2010) observaram
maior positividade para BoHV1 e BoHV5 em amostras preservadas em solugéo de
formalina a 10% por menos de 40 dias. Enquanto isso, as amostras preservadas por

mais tempo apresentaram menor positividade.

O histérico clinico dos animais positivos para BoHV5 consistia em apatia,
sialorreia, inapeténcia, tremores de cabeca, cabeca baixa, ataxia, reducdo da
acuidade visual, secrecdo nasal bilateral, respiracéo oligopneica associada a dispneia
expiratéria. O curso clinico dos animais acometidos foi de seis dias, evidenciando a
alta letalidade do agente envolvido, o que esta de acordo com os achados descritos
por Aquino Neto et al. (2009). A variacdo dos sinais depende de fatores como a
presenca de doencas concomitantes, entre elas a polioencefalomalacia (David, 2002),
gue acentuam de maneira marcante as lesdes de meningoencefalite, o estado
imunoldgico dos animais (Belknap et al., 1994) comprovado pela agdo da imunidade

passiva na protecdo dos animais expostos ao virus e da amostra viral.

Os achados histopatolégicos consistiram em meningoencefalite ndo supurativa,

BN

multifocal, moderada, cronica, associada a polioencefalomalacia. Esses achados
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corroboram com os estudos de Galiza et al. (2010), que também identificaram esse
tipo de lesdo nos animais acometidos. Um dos animais que apresentou as lesdes foi
diagnosticado com PEM, apresentando uma acentuada lesdo de malacia. David
(2002) sugere que os casos clinicos de reativacao de infec¢des latentes de BoHV5,
bem como a gravidade dos casos, estdo associados ao desenvolvimento prévio de
polioencefalomalacia. Em seus estudos (David, 2002), animais que desenvolverem
simultaneamente polioencefalomalacia e menigoencefalite por BoHV5 apresentaram

lesbes de malacia mais pronunciadas.

Conforme demonstrado nos estudos de Pedraza e Alessi (2010), no qual se
detectou uma positividade de 33,3% (5/15) para o BoHV5 em amostras de material
parafinado com diagndstico de meningoencefalite, a PCR se mostra como uma
ferramenta importante ndo apenas para o diagnostico de casos em curso, mas
também por sua utilizacdo em estudos retrospectivos sobre a ocorréncia de doencas

neuroldgicas a partir de banco de amostras.

Um dos animais que foram positivos & PCR para BoHV5, tinha o diagndéstico
de polioencefalomalacia. O outro animal, que foi também confirmado como positivo
para BoHV5, tinha nos seus assentamentos de prontuario a suspeita clinica de raiva,
0 que mostra a importancia desta ferramenta, a PCR, no diagnéstico da infec¢ao por
BoHVS.

Vérios estudos tém descrito que, entre os distlrbios neuroldégicos em bovinos,
a meningoencefalite ndo supurativa € o principal achado histolégico causado por
doencas infecciosas (Galiza et al., 2010; Queiroz et al., 2018; Terra et al., 2018). Um
estudo realizado no estado da Paraiba, Brasil, descreve esta lesdo associada a
malacia. (Galiza et al., 2010).

Embora a lesdo caracteristica da meningoencefalite ndo supurativa seja
atribuida ao BoHV5, a mesma lesdo também pode estar presente em alguns casos
de infeccéo pelo BoHV1 devido ao seu tropismo pelo sistema nervoso central, bem
como casos de raiva e febre catarral maligna (Barros et al.,, 2006). Portanto, &
necessario confirmar a infeccdo por meio de técnicas diagnosticas que permitam a
distingdo entre os tipos 1 e 5 de alfa-herpesvirus bovino.
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A distribuicdo de enfermidades de origem neurologica pode variar devido as
particularidades regionais de cada local onde ocorra, por esta razéo se faz necesséria
a identificacdo dos agentes de circulacdo regional a fim de que as devidas a¢des de
estratégias possam ser conduzidas para minimizar as perdas (Queiroz et al., 2018).
Somado a isso, a baixa frequéncia de relatos da infeccdo por BoHV5 esté relacionada
a dificuldade de identificacdo da causa pela similaridade dos sinais clinicos
apresentados e pela dificuldade de realizacdo de diagndésticos diferenciais. Isso é
devido a variacdo de sinais clinicos ou pela falta de estrutura técnica dos laboratérios
(Aquino Neto et al., 2009) aliado ao desconhecimento de sua ocorréncia na regiao ou

das particularidades associadas a infeccéo pelo agente.

A confirmacao por PCR da ocorréncia do BoHV5 entre os casos de doencas
neuroldégicas em bovinos mostra a importancia dos testes moleculares para o
diagndstico definitivo, principalmente nos casos suspeitos de raiva, doenca endémica

de bovinos na regido Nordeste do Brasil.
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CAPITULO 2: IMPACTOS ECONOMICOS DA INFECCAO POR
ALFAHERPESVIRUS BOVINO 1 NO BRASIL: METANALISE A PARTIR
DE INDICADORES EPIDEMIOLOGICOS

Impactos econdmicos da infecgdo por Bovine Alphaherpesvirus 1 no Brasil: metanélise a partir
de indicadores epidemioldgicos

Artigo aceito pelo periédico SEMINA: Ciéncias Agrarias. Formatado de acordo

com as normas do periédico.
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Impactos econdmicos da infecgdo por Bovine Alphaherpesvirus 1 no Brasil: metanélise a partir
de indicadores epidemioldgicos
Economic impacts of Bovine Alphaherpesvirus 1 infection in Brazil: meta-analysis based on
epidemiological indicators
Highlights
Foi identificada uma prevaléncia de 54,12% para os bovinos no Brasil;
A prevaléncia para os rebanhos nacionais foi de 88,53%;
Foi estimada a ocorréncia de 258.779 abortos bovinos por ano;

O impacto anual a pecuaria foi estimado em US$ 48.402.244,00 devido aos abortos.

Resumo

Objetivou-se com o presente estudo realizar uma revisdo sistematica para estimar o0s impactos
econdmicos da infeccdo por Alfaherpesvirus Bovino 1 no Brasil a partir dos indicadores
epidemioldgicos por meio de uma metanalise. Foram usados descritores especificos para a recuperagdo
de estudos a partir das bases Scopus, Pubmed, Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagdes e do
Catéalogo de Teses e Dissertacdes da Capes, selecionando-se aqueles que se enquadraram nos critérios
de incluséo estabelecidos entre os anos 2000 e 2020. Os estudos selecionados foram submetidos & analise
estatistica descritiva utilizando-se os dados de prevaléncia como desfecho priméario com intervalo de
confianga de 95%, sendo realizado metanélise de efeito randémico e avaliadas as medidas de
heterogeneidade, significancia, magnitude do efeito e afericdo do viés de publicacdo. Os custos e
estimativas de aborto foram calculados com base na prevaléncia encontrada para BoAHV1 no Brasil e
as caracteristicas do agente como subtipos virais que provocam o aborto, periodo de ocorréncia, taxa
média de prenhez e morbidade aplicados aos animais suscetiveis e aos valores de reposi¢do animal. Os
resultados foram obtidos a partir de 49 estudos incluidos para metanalise, onde se verificou uma
prevaléncia de BOAHV1 de 54,12% (1C95%: 49,07% — 59,26%) na populagéo bovina e 88,53% (1C95%:
82,97% — 92,43%) para os rebanhos. A partir da formula estruturada, se estima que ocorram 258.779
abortos bovinos, que totalizam um prejuizo, apenas baseado na ocorréncia do aborto, de US$
48.402.244,00 ao pais. Destaca-se que em virtude dos prejuizos ocasionados, medidas de controle e
erradicacdo mais rigorosas precisam ser implementadas a partir da elaboragdo de uma instrucéo
normativa que contemple medidas de educacéo sanitaria, vacinacao, realizagdo de exames para o transito
e comércio de animais para que as infec¢des pelo BoAHV1 ndo continuem a impactar negativamente 0s
produtores nacionais de forma econémica, produtiva e socialmente.

Palavras-chave: Revisdo sistematica, IBR, aborto, custo, prevaléncia.
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Abstract

The objective of this study was to carry out a systematic review to estimate the economic impacts of
Bovine Alfaherpesvirus 1 infection in Brazil from epidemiological indicators through a meta-analysis.
Specific descriptors were used for retrieving studies from the Scopus, Pubmed, Biblioteca Digital
Brasileira de Teses e Dissertacfes and Catalogo de Teses e DissertacGes da Capes databases, selecting
those that met the inclusion criteria established between the years 2000 and 2020. The selected studies
were subjected to descriptive statistical analysis using prevalence data as the primary outcome with a
95% confidence interval, with a meta-analysis of random effect and measures of heterogeneity,
significance, magnitude of the effect and measurement of the bias of Publication. Abortion costs and
estimates were calculated based on the prevalence found for BoOAHV1 in Brazil and the characteristics
of the agent as viral subtypes that cause abortion, period of occurrence, average pregnancy rate and
morbidity applied to susceptible animals and animal replacement values. The results were obtained from
49 studies included for meta-analysis, where there was a prevalence of BoAHV1 of 54.12% (95% CI:
49.07% - 59.26%) in the bovine population and 88.53% (95% CI: 82.97% - 92.43%) for herds. From
the structured formula, it is estimated that 258,779 bovine abortions occur, which total a loss, based only
on the occurrence of abortion, of US $ 48,402,244.00 to the country. It is noteworthy that due to the
losses caused, stricter control and eradication measures need to be implemented based on the elaboration
of a normative instruction that includes health education measures, vaccination, tests for traffic and
animal trade so that BoAHV1 infections do not continue to negatively impact national producers
economically, productively and socially.

Keywords: Systematic review, IBR, abortion, cost, prevalence.

Introducéo

As mudancas de habitos alimentares das familias tém levado a um aumento mundial da demanda
por proteina de origem animal e 0 modo mais seguro de atender a essa demanda € pelo incremento nos
servicos de vigilancia sanitaria que necessitardo de uma atuacdo mais veemente em virtude da
intensificacdo dos meios de producéo, visto que a estimativa de perdas, segundo a Organiza¢do Mundial
de Satde Animal (OIE), em detrimento de doengas animais sdo superiores a 20% (OIE, 2008). Com
relacdo as doencas infecciosas, embora se saiba que as enfermidades virais ocasionam significativas
perdas na pecudria bovina, seu impacto reprodutivo é subestimado (Wathes, Oguejiofor, Thomas &
Cheng 2020).

O primeiro relato da infeccéo por alfaherpesvirus bovino 1 (BoAHV1) no Brasil data da década
de 1960 (Galvéo, Doria & Alice, 1962/1963) sendo realizado o seu isolamento mais de 15 anos depois

(Alice, 1978). Desde entdo muitos estudos passaram a relatar a ocorréncia deste agente nos rebanhos
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bovinos brasileiros (Pituco, 1988; Lovato, Weiblen, Tobias & Moraes, 1995; Cerqueira et al., 2000;
Poletto, Kreutz, Gonzales & Barcellos, 2004; Dias et al., 2008; Lima, Nogueira, Okuda, Stefano &
Pituco, 2011; Oliveira, Lorenzetti, Alfieri & Lisbda, 2015; Bezerra, Bezerra, Santos, Pereira & Silva,
2019; Haas et al., 2020). A forma de apresentagéo e a severidade das infeccOes e sua patogénese varia
de acordo com a sua viruléncia, ademais se soma o fato de que o agente é capaz de estabelecer laténcia,
contribuindo para a manutencdo do BoAHV1 no rebanho por meio de animais assintomaticos que
disseminam o virus para os hospedeiros higidos (Biswas, Bandyopadhyay, Dimri & Patra, 2013).

As infecces causadas pelo BoAHV1 ocasionam diversos quadros clinicos, dentre 0s quais
desordens de carater reprodutivo que podem variar desde altera¢fes inflamatdrias do trato genital dos
animais acometidos até o desencadeamento de quadros clinicos respiratérios, oculares e neuroldgicos
(Nandi, Kumar, Manohar & Chauhan, 2009; Graham, 2013). Uma vez presente no rebanho, ainda que
de forma subclinica, a infeccao tem sido associada & diminuig¢do da performance produtiva dos animais
acometidos (Statham, Randall & Archer, 2015) o que torna importante, para a correta implementacéo
de medidas profiléticas, o conhecimento da prevaléncia do BoAHV1 em detrimento dos impactos
socioecondmicos que a infecgdo pelo agente pode acarretar (Chen et al., 2018).

As perdas econdmicas atribuidas ao BoAHV1 consistem em perda de peso, decréscimo na
producdo de leite, problemas de fertilidade como endometrite e repeticdo de cio, nascimento de animais
fracos além de mortalidade embrionaria e neonatal (Ata, Kocamiiftiioglu, Hasircioglu, Kale & Giilay,
2012; Junqueira & Alfieri, 2006). Em decorréncia dos impactos econdmicos e prejuizos a satde animal,
muitos paises europeus tem empregado esforgos para controlar e erradicar as infeccdes pelo BoAHV1
desde a década de 1980 (Ackermann et al., 1990; Ackermann & Engels, 2006; Hage et al., 1998).

Para a instituicdo de programas de prevengdo e controle das doencas o conhecimento dos fatores
epidemioldgicos que sdo particulares como dados de prevaléncia, fatores de risco, programa de
profilaxia e o custo-beneficio associado sdo fundamentais para a estimativa dos impactos econémicos e
avaliacdo da melhor estratégia a ser implementada (Thrusfield, 2005).

Para demonstrar os impactos provocados pela infeccdo por diversos agentes infecciosos
reprodutivos na pecudria bovina, varios estudos vem sendo conduzidos em todo mundo (Statham et al.,
2015; Bennett, 2003; Macias-Rioseco et al., 2020; Ran et al., 2019; Reichel, Ayanegui-Alcérrea,
Gondim, & Ellis, 2013; Sayers, 2017; Wathes et al., 2020) para alertar sobre 0s prejuizos ocasionados
pelos mesmos e a importancia dos servicos de atencdo veterindria na promocdo da salde animal e
melhora na qualidade de vida da popula¢do. Considerando os impactos econdémicos, reprodutivos e
sociais associados ao aborto provocado pelas enfermidades reprodutivas infecciosas somado ao fato de
que o alfaherpesvirus bovino 1 é um agente abortivo amplamente disseminado nos rebanhos nacionais

e ndo apresenta uma norma de contingenciamento sanitério, objetivou-se com essa revisdo sistematica
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calcular a prevaléncia do BoAHV1 no Brasil e estimar as perdas diretas associadas a ocorréncia do
aborto na espécie bovina.

Material e Métodos

Desenho do estudo

O presente estudo consiste em uma revisdo sistematica da literatura que visa sintetizar os dados
de prevaléncia do BoAHV1 em bovinos no Brasil e analisar, por meio de metanalise, os dados
guantitativos de manuscritos disponiveis nas base de dados selecionadas e da literatura cinzenta (como
de teses, dissertacGes e listas de referéncias) para definir o custo do aborto em bovinos. O estudo foi
conduzido de acordo com recomendacdes metodoldgicas do Preferred Reporting Items for Systematic
Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (Moher, Liberati, Tetzlaff & Altman, 2009).
Bases de dados e estratégia de busca

Para a pesquisa de estudos acerca da tematica foram definidos os termos de busca combinados
para cada uma das bases de dados, sendo utilizadas diferentes estratégias de busca, em virtude de que
as diferentes bases utilizam algoritmos de busca distintos, sendo necessario realizar combinagoes
diferentes dos principais termos indexadores do tema estudado. A pesquisa dos estudos foi realizada
durante o quarto trimestre de 2020.

Para o Scopus foram usados os descritores: “( ALL ( "Incidence" ) OR ALL ( "Prevalence" )
OR ALL ( "occurrence” ) OR ALL ( "Epidemiology” ) OR ALL ( "Prevaléncia”) OR ALL (
"occurréncia” ) OR ALL ( "incidéncia") OR ALL ( "epidemiologia”)) AND ( ALL ( "Brazil") OR
ALL ( "Brasil" ) ) AND ( ( TITLE-ABS-KEY ( "Herpesvirus® ) OR TITLE-ABS-KEY (
"Alfaherpesvirus” ) OR TITLE-ABS-KEY ( "Alphaherpesvirus® ) ) AND ( TITLE-ABS-KEY (
"bovine" ) OR TITLE-ABS-KEY ( “"Cattle" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "bovino"))) OR ( TITLE-
ABS-KEY ("BoHV-1" OR "BoHV1" OR "BHV-1" OR "HVB-1")).”. Ja para o Pubmed se usou: ”
("Incidence” OR "Prevalence" OR "occurrence" OR "Epidemiology" OR “incidéncia” OR
“prevaléncia” OR “Ocorréncia” OR “epidemiologia”) AND ("Brazil" OR “Brasil”’) AND
((("Herpesvirus" OR "alfaherpesvirus" OR "alphaherpesvirus") AND (("bovine" OR "Cattle" OR
"bovino")) OR ("BoHV-1" OR “BoHV1” OR “BHV-1” OR “HVB-1)))”

Para a recuperacdo de teses e dissertacfes, no dominio da Biblioteca Digital Brasileira de Teses
e Dissertagdes se usou a combinagao: “(Todos os campos: Incidence OR Prevalence OR occurrence OR
Epidemiology OR prevaléncia OR ocorréncia OR incidéncia OR Epidemiologia OR sorolégico OR
serological OR soroprevaléncia OR Seroprevalence E Todos o0s campos: Herpesvirus OR
alfaherpesvirus OR alphaherpesvirus OR BoHV-1 OR BoHV1 OR BHV-1 OR HVB-1 E Todos 0s

campos:bovine OR Cattle OR bovinos OR bovino)”. E para o Catalogo de Teses e Dissertacdes Capes:
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“BoHV-1 OR herpesvirus AND bovino AND prevaléncia OR ocorréncia OR incidéncia OR
Epidemiologia OR soroprevaléncia”.
Critérios de elegibilidade

Foram utilizados como critérios de inclusdo os manuscritos que tenham como desenhos estudos
observacionais de prevaléncia ou que apontem como parte dos seus resultados a ocorréncia, por meio
de métodos de diagndstico diretos e/ou indiretos em bovinos no Brasil, do alfaherpesvirus bovino 1
(BoAHV1). Os tipos de publicacdo incluidos consistem em artigos completos, artigos do tipo “short
communication”, resumos apresentados em congressos, dissertagdes e teses. Nao foram colocadas
restricGes quanto ao idioma dos estudos retornados.

Foram excluidos do estudo os manuscritos que ndo discriminaram a ocorréncia do BoAHV1 na
forma de estudos observacionais, estudos clinicos, estudos com outras espécies que ndo bovinos, estudos
gue ndo tenham como foco a pesquisa do agente de interesse ou a enfermidade por ele ocasionada,
estudos realizados fora do Brasil, estudos que apresentam viés (como os realizados em rebanhos
sabidamente positivos) e aqueles que pesgquisam a presenca do agente por meio da analise de amostras
clinicas envolvendo o isolamento do mesmo. Apds a recuperacdo dos manuscritos, foram selecionados
aqueles publicados entre os anos 2000 e 2020.

Selecéo de estudos e extracdo de dados

A selecdo dos estudos foi realizada de forma independente por dois diferentes pesquisadores,
onde as diferencas foram decididas por consenso entre as partes. A pesquisa foi realizada em quatro
etapas alocadas nos critérios de identificacdo, selecdo, elegibilidade e inclusao.

A primeira etapa consistiu em registrar o total de artigos retornados a partir dos termos definidos
para realizar as buscas, sendo excluidos os manuscritos em duplicata. Na segunda etapa foi feita uma
leitura dos titulos dos artigos excluindo-se aqueles que ndo contemplaram a area de estudo. A terceira
etapa consistiu na leitura dos resumos dos artigos selecionados a partir dos titulos, sendo selecionados
para a leitura os que tinham informac6es de potencial interesse sobre a ocorréncia do BoAHV1 em
bovinos no Brasil. Por fim os manuscritos que apresentaram dados de prevaléncia foram lidos
integralmente na quarta etapa, sendo excluidos, apds essa leitura, os que ndo apresentaram informacdes
relevantes para compor o estudo e incluidos para andlise os manuscritos de interesse a partir das listas
de referéncias dos estudos selecionados.

Adicionalmente foram escrutinadas as listas de referéncias bibliograficas dos estudos
selecionados apds a quarta etapa para se ter uma maior abrangéncia dos manuscritos incluidos, uma vez
que nem todos os estudos estavam necessariamente indexados as bases de dados selecionadas.

Analise estatistica
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Os dados qualitativos foram analisados por meio de estatistica descritiva utilizando distribuigcdo
absoluta e relativa dos casos positivos para BoAHV1, utilizando-se os dados brutos da prevaléncia como
desfecho priméario com intervalo de confianca de 95%. Para o calculo da prevaléncia, os artigos
selecionados foram submetidos a uma metanalise de modelo randémico. A heterogeneidade foi avaliada
pelo teste de Cochrane Q (representado pelo qui-quadrado (¥?) com significancia de P < 0,10) e sua
magnitude aferida através do I-quadrado (1) (Deeks, Higgins & Altman, 2020).

Para verificar a consisténcia dos dados dos estudos selecionados para compor essa revisao
sistematica foi realizada uma anélise de viés de publicacdo sendo construida por meio de um grafico de
funil. Neste modelo foi aplicado o teste de regressdo de Egger para avaliar se a estimativa dos efeitos
sofre ou ndo algum tipo de viés.

Calculo do custo do aborto por BoAHV1

O custo do aborto por BoAHV1 no Brasil foi calculado tomando-se como pardmetros de
referéncia o ndmero de animais em risco (n(v+nov)), a taxa média de prenhez no rebanho (Pr), a
prevaléncia do agente (Pv), a taxa de morbidade (Mb), o periodo de sua ocorréncia em detrimento do
agente pesquisado (PS), os subtipos virais do BoAHV1 (SV) e o custo incorrido do aborto calculado
pelo custo de reposi¢do de uma vaca prenhe menos o custo de uma vaca seca, adaptado de acordo com
0 modelo proposto Reichel et al. (2013). Para tanto se fez necessario primeiramente calcular o nimero
de abortos atribuidos ao BoAHV1 (NBoAHV1) e a partir deste calcular o custo do aborto por BOoAHV1
no Brasil conforme as formulas:

Impacto econdmico x NBoAHV1 = (n(v+nov)) x Pr x Pv x Mb x PS x SV

Resultados

O processo de escrutinagdo dos manuscritos encontra-se representado na Figural. Os
manuscritos recuperados foram provenientes de bases de dados de artigos cientificos e, como literatura
cinzenta, de bancos de deposito de teses e dissertacfes a partir dos termos descritores. Das bases de
dados de artigos cientificos foram recuperados 40 estudos pelo Pubmed e 327 pelo Scopus, sendo as
intersec¢Oes de buscas excluidas por duplicidade (35) totalizando 332 artigos recuperados. Em relacéo
a literatura cinzenta, entre teses e dissertagdes, foram recuperados 94 manuscritos da Biblioteca Digital
Brasileira de Teses e Dissertacdes (BDTD) e 35 do Catélogo de Teses e Dissertacdes da Capes que,
excluidos os textos em duplicidade (17), resultaram em um total de 112 manuscritos, destes 43 teses e
69 dissertagdes 0 que somadas as diferentes bases resultou em 444 manuscritos recuperados no total na
fase de identificacdo dos estudos.

Na etapa de Selecdo, a partir do total de manuscritos identificados, foram excluidos 383 (295

artigos e 88 teses e dissertacGes) apenas pela leitura dos titulos, resultando em 61 manuscritos
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selecionados para a leitura dos resumos, sendo dez destes excluidos apds as leituras dos mesmos. Na
etapa seguinte, de Elegibilidade, foram lidos na integra 51 manuscritos dos quais 20 foram excluidos
apos a leitura completa dos textos. Alguns estudos foram excluidos nessa etapa por redundancia de
informacdo sendo considerados apenas aqueles que foram publicados na forma de artigo cientifico
provenientes de pesquisas em nivel de mestrado ou doutorado sendo manuscritos de pos-graduagao
preteridos aos manuscritos publicados em periddicos.

Por fim, na etapa de Inclus&o, todos os 31 estudos criteriosamente selecionados tiveram suas
listas de referéncias escrutinadas para incluir na analise outros manuscritos que nao foram abrangidos
pelos descritores de buscas. Destes 31, 18 (58,06%) eram artigos cientificos, cinco (16,12%) teses e oito
(25,80%) dissertacdes. Apo6s a leitura das listas, mais 18 estudos, todos na forma de artigos cientificos,
foram incluidos na revisdo sistematica, totalizando 49 estudos compreendendo o intervalo de trabalhos
publicados dos 2000 até 2020, conforme listados na Tabela 1.

Para os célculos das prevaléncias e compuseram a analise 67.498 animais e 7.294 rebanhos. A
analise dos estudos incluidos revelou uma heterogeneidade significativa dos estudos através do teste Q
(P < 0,001) e I? (1> = 99,32%) para o calculo da prevaléncia por animal, sendo encontrados valores
proximos para o calculo da prevaléncia dos rebanhos (P < 0,001) e 12 (12 = 94,47%). Os resultados das
assimetrias entre os estudos, para as diferentes inferéncias, populagéo e rebanhos, estdo representados
nas Figura 2 e Figura 3, respectivamente, que, pelo teste de Egger, indicam ndo haver viés para o a
distribuicdo de estudos de prevaléncia para a populacdo de bovinos (P > 0,05) porém indicando a
presenca de viés para o estudo entre os rebanhos (P < 0,05).

A metanalise realizada para os estudos incluidos na revisdo sistematica identificou uma
prevaléncia agrupada através do modelo randémico para os bovinos, conforme Figura 4, de 54,21%
(1C95%: 49,07% — 59,26%) e para os rebanhos (Figura 5) a prevaléncia foi de 88,53% (1C95%: 82,97%
—92,43%), ambas com heterogeneidade significativa (P < 0,001).

A partir dos dados dos estudos incluidos na metanalise e verificada a prevaléncia de 54,21%,
este valor foi aplicado a férmula modificada de Reichel et al. (2013) para o calculo das perdas diretas
ocasionadas pelo aborto por BoAHV1 em bovinos no Brasil. O nimero de fémeas bovinas em idade
reprodutiva (n(v+nov)) corresponde a, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica — IBGE
(2017), 59.670.476 cabecas; foi considerada uma taxa média de prenhez, baseada na literatura nacional,
de 60% (Vaz & Lobato, 2010; Pereira et al., 2013; Rosa et al., 2017; Fernandes et al., 2019b; Pereira,
Freitas Neto, Cordeiro, Silva & Figueiredo, 2020); a prevaléncia aqui apresentada; a taxa de morbidade
que, de acordo com Constable, Hinchcliff, Done e Griinberg (2021), corresponde a uma faixa que varia
de 8 a 30%, sendo utilizado o valor minimo de 8% ou 0,08; o periodo de sua ocorréncia, aqui considerado

apenas o terco final da gestagéo (1/4 — considerando os meses de susceptibilidade no transcorrer de um

59



ano); e os subtipos virais que ocasionam aborto (2/3) de acordo com Flores (2017). De modo que o
numero de abortos atribuido ao BOoAHV1 pode ser determinado como o produto da equag&o:
NB0oAHV1 = (n(v+nov)) x Pr x Pv x Mb x PS x SV = 258.779

Para o célculo dos custos associados ao aborto, considerou-se o modelo adotado por Reichel et
al. (2013), onde para a reposi¢do de vacas leiteiras se considerou o valor médio de uma vaca prenhe
(US$ 1.000) subtraido de o valor de um animal com mesmo score (considerando a média de 450 quilos
de peso vivo) vendido para abate (US$ 750), o que equivale ao custo de US$ 250 por aborto em animais
leiteiros. Ja para o célculo do custo do aborto em animas de corte se considerou o valor preco de
reposicao de um bezerro desmamado na base de 165 kg (US$ 458) menos o valor de abate de um animal
de mesmo peso (US$ 286), o que resulta em uma perda de US$ 172 por aborto. Para a base de calculo
foi utilizado como referéncia as variacdes de preco da arroba do boi, do prego de reposicéo de bezerros
e do valor médio de vacas prenhes no més de dezembro de 2020 através da cotacdo de mercado
disponiveis em propagandas e nos bancos de dados nacionais.

De acordo com o IBGE (2017) séo ordenhadas no Brasil 11.506.788 vacas leiteiras. Subtraido
do total de animais em idade reprodutiva em territério nacional para 0 mesmo ano, tem-se 48.163.688
cabecas de vacas de corte em idade reprodutiva. Aplicando esses valores na formula anterior, se tem:
NBoAHV1(Bov. Leit) = (n(v+nov)) x Pr x Pv x Mb x PS x SV = 49.902
NBoAHV1 (Bov. Cort) = NBoAHV1 — NBoAHV1(Bov. Leit) = 208.877

A estimativa do impacto econdmico ocasionado pelos abortos atribuidos ao BoAHV1 para as
diferentes categorias pode ser definida como:
NB0AHV1 (Bov. Leit) x Custo associado (Bov. Leit) = 49.902 x 250 = US$ 12.475.500,00
NB0oAHV1 (Bov. Cort) x Custo associado (Bov. Cort) = 208.877 x 172 = US$ 35.926.844,00

Logo, o impacto econémico do aborto por BOAHV1 no Brasil € da ordem de US$ 48.402.244,00

considerando ambas as categorias de animais acometidos.

Discussao

Esta é a primeira metanalise de prevaléncia global da infec¢cdo por BoAHV1 em bovinos no
Brasil, além de ser o primeiro estudo a propor um modelo para calculo do impacto econémico do aborto
em bovinos atribuido a este agente a partir da aplicacdo dos dados epidemiolégicos associados ao
BoAHV1.

Em decorréncia da variacdo dos dados de prevaléncia e do nimero de estudos incluidos, os testes
estatisticos para avaliar a heterogeneidade dos estudos foi significativa (P < 0,001). Para estimar a
magnitude do efeito ou a variedade nas estimativas de efeito que se devem a heterogeneidade, foi

empregado o teste de 12, cujo valor encontrado (1> = 94,47%) indica consideravel heterogeneidade dos
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estudos incluidos (75% < 1> < 100) de acordo com Deeks et al. (2020). Esse fato se deve a ampla variagdo
da distribuicdo das infecgdes por BOAHV1 em bovinos no Brasil.

Foram incluidos ao menos um estudo de 14 diferentes estados brasileiros. Um dos estudos (Lima
et al., 2011) continha dados de outros 8 estados, totalizando 22 estados abrangidos na pesquisa. As
prevaléncias dos estudos incluidos variaram de 9,3% (Zardo, 2017) a 86,28% (Okuda et al., 2006) para
0s animais e 27,88% (Miranda, 2012) a 100% em rebanhos (Alexandrino et al., 2011; Bezerra, Chaves,
Sousa, Santos & Pereira, 2012; Bezerraetal., 2019; Fino, 2011, Freitas et al., 2014; Matos, 2004; Mineo,
Alenius, Naslund, Montassier & Bjérkman, 2006; Okuda et al., 2006; Thompson et al., 2006; Tomich
et al., 2009; Santos et al., 2014; Silva et al., 2019; Sousa, Bezerra, Chaves, Santos & Pereira, 2013).
Esses dados evidenciam que o BoAHV1 se encontra amplamente distribuido nos rebanhos brasileiros,
como se pode confirmar através da metanalise dos estudos incluidos para rebanhos e para 0s animais
com 88,53% (I1C95%: 82,97% — 92,43%) e 54,21% (1C95%: 49,07% — 59,26%) de prevaléncia,
respectivamente, do periodo de 2000 a 2020.

A prevaléncia de BoAHV1 encontrada para o0s animais (54,21%; 1C95%: 49,07% — 59,26%),
considerado o seu intervalo de confianca, esta de acordo com os valores de prevaléncia dos manuscritos
de Alexandrino et al. (2011), Barbosa, Brito e Alfaia (2005), Cerqueira et al. (2000), Dias, Alfieri,
Ferreira Neto, Goncalves e Miiller (2013), Pasqualotto, Sehnem e Winck (2015), Piovesan et al. (2013),
Queiroz-Castro et al. (2019), Silva et al. (2019) e Tomich et al. (2009). Em um estudo similar que
determinou a prevaléncia do BoAHV1 na China por meio de uma revisdo sistematica com metanalise,
Chen et al. (2018) identificaram uma prevaléncia de 40,0% em bovinos daquele pais a partir de 41
manuscritos selecionados sendo amostrados no total 43.441 bovinos. Somados, 0s animais amostrados
dos manuscritos elegiveis totalizaram 67.498 bovinos para compor a metanalise do presente estudo.
Percebe-se que o impacto no Brasil, verificado pelos dados de maior prevaléncia, maior quantidade de
estudos e maior populacdo de bovinos amostradas, € maior que o0s dados apontados no estudo de Chen
et al. (2018). Considerando a extensdo do rebanho nacional associada a maior prevaléncia do BoAHV1
no Brasil, quando comparados ao do estudo de Chen et al. (2018), aprofundam-se ainda mais as
consequéncias econémicas e produtivas, sobretudo sendo a pecuaria bovina uma commodity e sendo a
China um parceiro comercial e consumidor direto da carne bovina produzida no Brasil.

J& a prevaléncia da infeccao por rebanhos (88,53%; 1C95%: 82,97% — 92,43%) est& de acordo
com os manuscritos de Cerqueira et al. (2000), Fernandes et al. (2019), Melo, Leite, Lobato e Leite
(2004) e Quincozes (2015). A quantidade de estudos que apresentou uma prevaléncia de rebanhos
comparada ao verificado nesta metandlise esta associada a uma maior predominédncia de rebanhos
positivos. Haja vista que a mediana da prevaléncia apresenta o valor de 96,66%, esse alto valor e sua

proximidade com os valores apontados da prevaléncia por rebanhos fortalecem as evidéncias que
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BoAHV1 esta amplamente distribuido nos rebanhos uma vez que mais da metade dos estudos apontam
uma prevaléncia superior ao encontrado no presente manuscrito.

O teste de Egger indicou auséncia de viés para os estudos de prevaléncia na populagdo animal
(P > 0,05), cujo grafico de funil (Fig. 2) apresentou uma distribuicdo mais simétrica dos estudos
incluidos com predominéncia dos mesmos no &pice, 0 que evidencia um menor erro padrdo dos
manuscritos selecionados. A auséncia de viés para estudos de prevaléncia da infeccdo em animais
decorre do fato das pesquisas de prevaléncia e fatores de risco considerarem os animais como unidade
amostral, quando os rebanhos constituem o parametro mais assertivo para a analise dos fatores de risco
em decorréncia das especificidades de cada propriedade (como manejo reprodutivo, sanitério e alimentar
particulares a cada uma).

O mesmo ndo foi constatado quando aplicado ao céalculo para se obter a prevaléncia nos
rebanhos (P < 0,05). Isto pode ser atribuido porque ao se considerar as propriedades como unidades
amostrais 0 nimero minimo de rebanhos para compor um estudo de prevaléncia com erro de 5% e
intervalo de confianca de 95% em uma populacdo infinita, seria de cerca de 400. Dos 32 estudos
considerados para o calculo da prevaléncia de rebanhos, 26 amostraram menos de 100 propriedades,
com mediana de 47 e variagdo de 2 a 2018 rebanhos amostrados por estudo. Considerando 100
propriedades como “n” amostral minimo, erro de 5% e intervalo de confianga de 95%, cada estudo
deveria ser realizado em uma populacdo de até 134 propriedades por estado ou regido estudada, o que
explica o viés detectado pelo teste de Egger para o célculo de prevaléncia do BoAHV1 por rebanhos.
Verifica-se a presenca de viés, na Fig. 3, pela assimetria no grafico de funil, onde se observa alguns
estudos deslocados para fora do eixo e mais proximos a base, evidenciando maior erro padrao de acordo
com Begg e Berlin (1988).

Tomando-se por base os parametros de prevaléncia, nimero de animais em risco no pais,
morbidade, periodo de susceptibilidade, subtipos virais de BoAHV1 que estdo mais estreitamente
relacionados ao aborto e os parametros reprodutivos, foi projetado um quantitativo de 258.779 abortos
e um impacto econdmico & pecudria de US$ 48.402.244,00. O valor aqui relacionado as perdas em
detrimento dos abortos relacionados ao BoAHV1 esta aquém dos valores apontados por Reichel et al.
(2013) que relatam uma perda anual de US$ 152,3 milhdes em decorréncia dos abortos relacionados a
Neospora caninum.

Os valores séo passiveis de sofrer flutuacdes em virtude da variagdo de preco dos animais nas
diferentes regides do pais. E importante destacar que o impacto econdmico aqui colocado diz respeito
as perdas diretas relacionadas a ocorréncia do aborto e aos gastos de reposi¢do dos animais nesses casos.
Ao se considerar que incorrem também perdas indiretas em virtude dos impactos negativos no

crescimento e reproducdo (Biswas et al., 2013) e as demais formas de apresentacdo das infeccdes
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herpéticas como a respiratoria, ocular, neuroldgica, genital e reprodutiva (Junqueira & Alfieri, 2006;
Nandi et al., 2009), infere-se que os valores aqui apresentados representam apenas uma parte de um
custo maior.

De acordo com Can, Ataseven e Yalgin (2016), significativas altera¢cBes produtivas e de
desempenho podem também ocorrer em vacas infectadas mesmo que néo apresentem sinais clinicos ou
problemas reprodutivos, o que reforca que as perdas ocasionadas sdo superiores quando se considera
apenas 0 aborto como Unica entidade nosoldgica. Ainda de acordo com o0s autores, 0S custos
relacionados as perdas ndo associadas ao aborto caracterizados por diminuicdo na producdo leiteira (US$
177) e diminuigdo do peso dos animais (US$ 154) representam 65,0% (US$ 331) dos custos totais
relacionados aos casos em que ocorre aborto. Hage et al. (1998) indicaram haver uma significativa
associagao estatistica entre os animais infectados pelo BoAHV1 e uma queda na produgao leiteira nos
primeiros 14 dias infeccdo. Van Schaik et al. (1999) quantificaram que durante um surto causado pelo
BoAHV1 houve uma queda na producdo de 0,92Kg de leite por animal por dia durante o periodo de
nove semanas. De acordo com Statham et al. (2015), as perdas estimadas por diminui¢éo da produgéo
chegam a 1.000Kg de leite por lactacdo nos animais soropositivos em comparagdo com animais
soronegativos. As estimativas de Can et al. (2016), considerando a probabilidade de aborto, sdo de que
a infeccdo pelo BoAHV1 ocasione um impacto de US$ 379 por animal infectado.

Os valores orcados no presente estudo fornecem uma estimativa basal dos impactos econémicos
e sanitarios ocasionados pelas perdas diretas (aborto) associadas a infec¢do pelo BoOAHV1 em bovinos
no Brasil. A¢Bes mais enérgicas relativas as devidas medidas sanitarias devem ser melhor conduzidas
na planificacdo de estratégias preventivas no tocante ndo somente as infeccdes por BoAHV1, como das
demais doencas reprodutivas de carater infeccioso, como a instituicdo de programas sanitarios de
prevencao e controle por parte dos 6rgados de fiscalizacdo e defesa sanitaria animal. No que diz respeito
ao BoAHV1, a confeccdo de panfletos educativos, a ministracao de palestras, propagandas em radio e
demais meios de comunicacdo constituem bons meios de informar ao produtor sobre os impactos
econdmicos, 0s riscos e a necessidade de adogao das devidas medidas sanitarias. Somam-se as a¢des de
educacdo sanitéria a instituicdo de medidas restritivas ao transito e comércio animal como a exigéncia
de atestados de vacinagdo para bovinos.

Destaca-se que os resultados estimados neste estudo ndo representam a totalidade dos impactos
ocasionados pelas infeccbes herpéticas em bovinos no Brasil, ao considerar apenas as perdas de
mensuracdo direta, como 0 aborto. Para além das fronteiras nacionais, uma vez que paises da Unido
Europeia direcionam esforcos para o controle e erradicacdo do BoAHV1 desde os anos 80 (Ackermann
& Engels, 2006) e considerando os mecanismos de protecdo alfandegérios que possam ser adotados por

paises de economia e defesa sanitaria mais consolidadas, BOAHV 1 poderd constituir um entrave, em um

63



futuro proximo, ao comércio de animais de origem nacional, ocasionando possiveis embargos a pecuéria

bovina.

Concluséao

De forma anéloga & biologia, as infec¢des por BoOAHV1 consistem em uma problemética latente
no que tange as estratégias sanitarias de contengdo do agente a0 mesmo tempo em que representa um
custo para os produtores, do pequeno ao grande, que necessita de maior atencdo na planificacdo e
manutencdo de um sistema produtivo. E possivel concluir que o BOAHV1 se apresenta amplamente
disseminado nos rebanhos nacionais, como se pode verificar pelos nimeros apresentados pelos mais
diferentes estudos, ocasionando, de forma silenciosa, significativos impactos econémicos, produtivos e
sociais aos produtores brasileiros.

E imprescindivel para a profilaxia da infecgio pelo BoOAHV1 a implementacio de um programa,
na forma de uma normativa, que contemple desde campanhas educativas sobre o risco da infecgdo até a
exigéncia de atestado de vacinagdo para o comércio e transito animal em territorio nacional. As
informacdes acerca dos impactos econdmicos e riscos sanitarios associados as doengas reprodutivas
infecciosas dos bovinos precisam chegar ao produtor para que uma mudanga no cenario nacional se
concretize a médio-longo prazo. Para isso as agéncias de defesa sanitaria animal e as institui¢cbes de
ensino superior sdo essenciais para a planificacdo, assisténcia, educacdo e fiscalizacdo das medidas
profilaticas adequadas a promocédo de uma boa sanidade dos rebanhos bovinos nacionais.
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Tabela 1: Estudos selecionados para compor a revisao sistematica divididos por regido

Populagéo de animais Propriedades
Autores Regido Estado

Bovinos  Positivos % Rebanhos  Positivos %
Okuda et al. (2006) N RO 1988 1715 86,26 85 85 100
Arruda et al. (2019) N AC 180 110 61,11
Cerqueira et al. (2000) NE BA 558 314 56,27 15 13 86,66
Matos (2004) NE BA 764 145 18,97 13 13 100
Thompson et al. (2006) NE PB 2343 1093 46,6 72 72 100
Bezerra et al. (2012) NE MA 920 656 71,3 92 92 100
Sousa et al. (2013) NE MA 160 108 67,5 4 4 100
Freitas et al. (2014) NE MA 1104 698 63,23 48 48 100
Silva et al. (2015) NE PE 380 302 79,5 20 20 100
Freitas (2016) NE MA 2455 753 30,67 86 67 77,91
Lima (2017) NE MA 364 313 85,96
Fernandes et al. (2019) NE PB 2443 1584 64,8 478 418 87,4
Bezerra et al. (2019) NE MA 160 109 68,12 16 16 100
Silva et al. (2019) NE PE 356 188 52,8 18 18 100
Vieira et al. (2003) Cco GO 790 656 83,03 90 87 96,66
Barbosa; Brito; Alfaia (2005) Co GO 6932 3596 51,87 894 881 98,54
Tomich et al. (2009) Cco MS 352 179 50,85 4 4 100
Afonso et al. (2010) CO GO 660 558 84,54
Melo et al. (2002) SE MG 997 318 31,89
Melo et al. (2004) SE MG 476 162 34 15 13 86,66
Junqueira et al. (2006) SE SP 208 142 68,26
Mineo et al. (2006 SE MG 230 172 74,78 2 2 100
Mendes et al. (2009) SE MG 126 101 80,15
Alexandrino et al. (2011) SE MG;SP 278 152 54,67 5 5 100
Pereira (2011) SE MG 140 117 83.57
Silva (2011) SE SP 6902 4856 70,35 1073
Dias et al. (2013) SE PR 14803 7125 59 2018 1481 71,38
Santos et al. (2014) SE ES 1161 775 66,75 59 59 100
Barbosa et al. (2019) SE MG 264 165 62,5 20
Queiroz-Castro et al. (2019) SE MG 75 41 54,7
Haas et al. (2020) SE MG 476 231 48,6 46 45 97,5
Médice; Alfieri; Alfieri (2000) S PR 1235 540 43,72 81 75 92,59
Poletto et al. (2004) S RS 204 67 32,84 28 26 92,85
Quincozes (2005) S RS 1734 540 31,14 85 72 84,7
Dias (2006) S RS 1516 443 29,22 1
Dias et al. (2008) S PR 1930 295 190 64,41
Frandoloso et al. (2008) S RS 765 26 15 57,69
Campos et al. (2009) S RS 200 144 72
Holz et al. (2009) S RS 2200 538 24,45 390
Fino (2011) S SC 309 84 27,18 6 6 100
Miranda (2012) S RS 269 75 27,88
Piovesan et al. (2013) S RS 2794 1654 59,19 157
Sponchiado (2014) S PR 714 159 223 26 17 65,3
Becker et al. (2015 S RS 1224 299 24,42 93
Evers (2015) S PR 363 216 59,5 32 30 93,8
Oliveira et al. (2015) S PR 400 70 17,5 90 35 38,9
Pasqualotto et al. (2015) S SC 842 482 57,54 195
Zardo (2017) S RS 258 24 9,3

. 21

Lima et al. (2011) BR estados 4460 3079 69,03 317 250 78,86
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Funnel Plot of Standard Error by Logit event rate
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Fig. 2. Gréfico de funil apresentando distribuicdo assimeétrica dos estudos de prevaléncia para do

BoAHV1 dentre a populacéo de bovinos no Brasil
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Fig. 3. Gréfico de funil apresentando distribuicéo assimétrica dos estudos de prevaléncia do BoAHV1

dentre os rebanhos de bovinos no Brasil
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Study name Subgroup within study Statistics for each study Event rate and 95% CI

EventLower Upper Relative

rate limit limit Z-Valuep-Value Total weight
Cerqueira et al., 2000 Blank 0,563 0,521 0,603 2,955 0003 314/558 220 =
Médice; Alfieri; Alfieri, 2000 Blank 0,437 0,410 0,465 -4,399 0000 540/1235 222 |
Melo et al., 2002 Blank 0,319 0,291 0,349-11,163 0000 318/997 221 n
Vieira et al.. 2003 Blank 0,830 0,803 0,855 16,754 0,000 656/790 219 |
Melo et al., 2004 Blank 0,340 0,299 0,384 -6,841 0000 162/476 219 L}
Matos, 2004 Blank 0,190 0,164 0.219-15731 0000 145/764 219 |
Poletto et al., 2004 Blank 07328 0,267 0,396 -4,798 0.000 67/204 214 il
Quincozes, 2005 Blank 0,311 0,290 0,334-15,301 0.000 540/1734 222 |
Barbosa; Brito; Alfaia, 2005 Blank 0,519 0,507 0,531 3,122 0,002 3596/6932 223 .-
Thompson et al., 2006 Blank 0,466 0,446 0487 -3,241 00011093/2343 222
Mineo et al., 2006 Blank 0,748 0,688 0,800 7,159 0000 172/230 213 L
Dias, 2006 Blank 0,292 0,270 0,316-15665 0000 443/1516 222 |
Okuda et al., 2006 Blank 0,863 0,847 0,877 28,202 0,000 1715/1988 221 |
Junqueira et al., 2006 Blank 0683 0,616 0,742 5143 0,000 142/208 214 L]
Tomich et al., 2009 Blank 0,509 0,456 0560 0,320 0,749 179/352 218 L
Holz et al., 2009 Blank 0,245 0,227 0,263-22,739 0,000 538/2200 222 |
Campos et al., 2009 Blank 0,720 0,654 0,778 5997 0000 144/200 213 L]
Mendes et al., 2009 Blank 0,802 0,723 0,862 6,250 0000 101/126 2,03 L]
Afonso et al., 2010 Blank 0,845 0,816 0,871 15781 0000 558/660 2,18 | |
Fino, 2011 Blank 0,272 0,225 0,324 -7,706 0000 84/309 216 =
Pereira, 2011 Blank 0,836 0,765 0,888 7,132 0000 117/140 2,02 ol
Silva, 2011 Blank 0,704 0,693 0,714 32,793 0.000 4856 /6902 223 |
Alexandrino et al., 2011 Blank 0547 0,488 0604 1557 0119 152/278 217 il
Limaetal, 2011 Blank 0,690 0,677 0,704 24,757 0,000 3079/4460 223 | |
Bezerra et al., 2012 Blank 0,713 0,683 0,741 12,488 0000 656/920 221 | |
Sousa et al., 2013 Blank 0,675 0,599 0,743 4,330 0000 108/160 211 L
Dias et al., 2013 Blank 0,481 0,473 0,489 -4,544 0,0007125/14803 223 ]
Piovesan etal., 2013 Blank 0,592 0,574 0,610 9,668 0,000 1654/2794 223 |
Freitas et al., 2014 Blank 0,632 0,603 0,660 8682 0,000 698/1104 221 |
Santos et al., 2014 Blank 0,668 0,640 0,694 11,189 0,000 775/1161 221 |
Silva, 2014 Blank 0,795 0,751 0,832 10,658 0,000 302/380 216 |
Sponchiado, 2014 Blank 0,223 0,194 0,255-13,897 0000 159/714 220 |
Oliveira et al., 2015 Blank 0,175 0,141 0215-11,784 0000 70/400 216 B
Evers, 2015 Blank 0,595 0,544 0644 3599 0000 216/363 218 L J
Pasqualotto et al., 2015 Blank 0,572 0,539 0,605 4,190 0000 482/842 221 |
Becker et al., 2015 Blank 0,244 0,221 0,269-16,976 0,000 299/1224 221 |
Freitas, 2016 Blank 0,307 0,289 0,325-18,633 0,000 753/2455 222 |
Lima, 2017 Blank 0,860 0,820 0,892 12,015 0000 313/364 213 a
Zardo, 2017 Blank 0,093 0,063 0,135-10,625 0000 24/258 2,04 ]
Barbosa et al., 2019 Blank 0,625 0,565 0,681 4,018 0000 165/264 216 L]
Silva et al., 2019 Blank 0,528 0,476 0579 1,059 0289 188/356 2,18 =
Queiroz-Castro et al., 2019 Blank 0,547 0,434 0,655 0,807 0420 41/75 2.01
Fernandes et al., 2019 Blank 0,648 0,629 0,667 14,442 0,000 1584 /2443 222 |
Bezerra et al., 2019 Blank 0,681 0,605 0,749 4477 0,000 109/160 211 e
Arruda et al., 2019 Blank 0,611 0,538 0,680 2,956 0003 110/180 213 i
Haas et al., 2020 Blank 0,485 0,441 0530 -0,642 0521 231/476 219 %

0,542 0,491 0593 1,609 0.108

0,00 0,50 1,00

Fig. 4. Prevaléncia da infecgdo do BoAHV1 na populagéo bovina no Brasil



local Study name

BA Cerqueira et al., 2000
PR Médice; Alfieri; Alfieri, 2000
GO Vieira et al., 2003

MG Melo et al., 2004

BA Matos, 2004

RS Poletto et al., 2004

RS Quincozes, 2005

GO Barbosa; Brito; Alfaia, 2005
PB Thompson et al., 2006
MG Mineo et al., 2006

RO Okuda et al., 2006

PR Dias et al., 2008

RD Frandoloso et al., 2008
MS Tomich et al., 2009
sC Fino, 2011

MG;SP Alexandrino et al_, 2011
21 estados Lima etal., 2011

RS Miranda, 2012

MA Bezerra et al., 2012
MA Sousa etal., 2013

PR Dias et al., 2013

MA Freitas et al., 2014

ES Santos et al., 2014

PE Silva, 2014

PR Sponchiado, 2014

PR Oliveira et al., 2015
PR Evers, 2015

MA Freitas, 2016

PE Silva et al., 2019

PB Fernandes et al., 2019
MA Bezerra et al., 2019
MG Haas et al_, 2020

rate

0,867
0,926
0,967
0,867
0,964
0,929
0,847
0,985
0,993
0,833
0,994
0,644
0577
0,900
0,929
0917
0,789
0,279
0,995
0,900
0,734
0,990
0,992
0,976
0,654
0,389
0,938
0,779
0,974
0874
0,971
0978
0,885

limit

0,595
0,845
0.902
0,595
0,616
0,755
0,754
0,975
0,900
0,194
0914
0,588
0,385
0,326
0,423
0,378
0,740
0,228
0,920
0,326
0,714
0,857
0,880
0,713
0,457
0,294
0,782
0,679
0,690
0,842
0,664
0,861
0,830

Subgroup within study Statistics for each study

Event Lower

Upper Relative
limit Z-Valuep-Value Total weight
0,966 2464 0014 13/15 327
0,966 5953 0,000 75/81 429
0,989 5,734 0,000 87/90 3,80
0,966 2464 0014 13/15 3,27
0998 2289 0022 13/13 173
0,982 3.495 0,000 26/28 335
0,909 5680 0000 72/85 461
0,992 15,090 0,000 881/894 4,66
1,000 3,507 0000 72/72 1,77
0,990 1,039 0299 2/2 1,57
1,000 3,625 0,000 85/85 1,77
0,697 4,877 0,000 190/295 4,92
0,748 0,781 0435 15/26 4,36
0994 1474 0140 4/4 1,65
0996 1748 0081 6/6 1,69
0,995 1623 0105 5/5 1,67
0,830 9.572 0,000 250/317 4,90
0,335 -6,990 0,000 75/269 4,90
1,000 3,681 0000 92/92 1,77
0994 1474 0140 4/4 1,65
0,753 20,139 0,0001481/2018 4,98
0999 3218 0,001 48/48 1,76
0999 3.365 0,001 59/59 1,76
0,999 2594 0,009 20/20 1,75
0,809 1543 0123 17/26 432
0,493 -2,090 0,037 35/90 478
0984 3708 0,000 30/32 3,36
0854 4849 0,000 67/86 470
0,998 2519 0012 18/18 1,74
0,901 14,061 0,000 418/478 4,90
0,998 2436 0015 16/16 1,74
0,997 3,765 0,000 45/46 2,59
0924 8713 0,000

0,00

0,50

Fig. 5. Prevaléncia da infeccdo do BoAHV 1 nos rebanhos bovinos no Brasil
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CAPITULO 3: ALFAHERPESVIRUS ISOLADOS EM BOVINOS COM
QUADRO NEUROLOGICO NA REGIAO NORDESTE DO BRASIL

Resumo

Objetivou-se com esta pesquisa isolar alfaherpesvirus (BOAHV1 e BoAHV5) em
bovinos com quadro neuroldgico atendidos na Clinica de Bovinos de Garanhuns —
UFRPE, no periodo de janeiro de 2017 a dezembro de 2020. Para tanto foram
coletados fragmentos de sistema nervoso central (SNC) de 81 animais que foram a
Obito com quadro neuroldgico. As amostras foram coletadas em tubos contendo Meio
Essencial Minimo (MEM) adicionado de antibi6ticos e inoculadas em cultivo celular
para observacdo de efeito citopatico ao final de trés passagens de células, com 72
horas de duracdo cada passagem. As amostras em cultivo celular, ao final das
passagens, foram submetidas a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
identificacdo do alfaherpesvirus bovino 1 (BoAHV1) e alfaherpesvirus bovino 5
(BoAHV5), amplificando um produto de 364 e 159pb, respectivamente. Nenhum dos
animais foi positivo para BoOAHV5, porém 4,93% das amostras (4/81) foram positivas
para BoOAHV1 e dentre 0os animais em que o virus foi isolado, foram constatados sinais
como ataxia, cegueira, movimentos de pedalagem, alteracdes comportamentais que
variaram de apatia a agitacao, fasciculagbes musculares, hiperestesia e opistotono.
Esse é o primeiro registro do isolamento de BoAHV1 em fragmentos de SNC de
bovinos com quadro neurolégico no estado de Pernambuco. Destaca-se a importancia
de se considerar a infecdo por BoAHV1 como um dos diagndsticos diferenciais para
0S animais que apresentarem quadro clinico neuroldgico e ressalta-se a importancia
do uso das ferrmantas de diagndstico molecular, como a PCR, para uma melhor
acuracia diagndstica, visto que muitos dos diagnoésticos de doencas neuroldgicas sao

inconclusivos.

Palavras-chave: Raiva, virus da IBR, doenca neurologica

INTRODUCAO
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Desde o relato da ocorréncia da encefalopatia espongiforme bovina, na metade
da década de 80 (WELLS et al., 1987), que as doencas neuroldgicas ganharam maior
destaque tanto pela questdo de saude publica, quanto pelas perdas agropecuarias e
embargos sanitarios (SANCHES et al.,, 2000; RIBAS et al., 2013). As doencas
neurolégicas constituem em um desafio para o clinico em detrimento ndo apenas da
similaridade dos sinais como também frente & quantidade de causas, infecciosas ou

nao, que podem as ocasionar (QUEIROZ et al., 2018).

Casos de meningoencefalite ndo supurativa tém sido classicamente atribuidos
ao alfaherpesvirus bovino 5 (BoAHV5) (RIET-CORREA et al., 2006; RISSI et al., 2008;
GALIZA et al.,, 2010; BLUME et al., 2018; PUPIN et al., 2019), enquanto que o
alfaherpesvirus bovino 1 tem sido historicamente associado a sinais clinicos restritos
ao trato respiratério superior, alteracdes do trato reprodutivo e abortos na espécie
bovina (MUYLKENS et al.,, 2007; NANDI et al., 2009). Contudo, h& estudos que
indicam o alfaherpesvirus bovino 1 (BoAHV1), virus causador da rinotraqueite
infecciosa bovina (IBR), como também responsavel por quadros clinicos neurolégicos
em ruminantes (ROELS et al., 2000; PENNY et al., 2002; RISSI et al., 2008).

Bovine alphaherpesvirus 1 (BoAHV1) pertence a ordem Hespesvirales, familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus (ICTV, 2018). A
caracteristica mais importante dos membros dessa familia reside na capacidade de
estabelecer laténcia no ganglio trigémeo, permitindo que o virus se perpetue no
organismo animal por toda vida sendo reativado em periodos de queda de imunidade,
permitindo sua perpetuacdo nos rebanhos bovinos acometidos (ENGELS;
ACKERMANN, 1996; RAAPERI et al., 2014).

As infeccBes ocorrem em bovinos no mundo inteiro (PEREZ et al., 2002;
ROMERO-SALAS et al., 2013), apresentando niveis de prevaléncia no Brasil que
podem variar de 9,3% (ZARDO, 2017) a 86,2% (OKUDA et al., 2006), n&o dificilmente
alcancando niveis de 100% de rebanhos acometidos pelo BoAHV1 (MATOS, 2004;
THOMPSON et al., 2006; BEZERRA et al., 2012; SOUSA et al., 2013; BEZERRA et
al., 2019; SILVA et al., 2019).

81



Em virtude da sua elevada prevaléncia na populagéo bovina e sua associacéo
ainda pouco relatada como agente causal de quadros clinicos neurolégicos, quando
comparada as formas classicas de apresentacdo como a vulvovaginite pustular
infecciosa (IVP), balanopostite pustular infecciosa (IBP), rinotraqueite infecciosa
bovina (IBR) e abortos, objetivou-se com esta pesquisa relatar o isolamento do
BoAHV1 como agente etioldgico associado a bovinos com quadro neuroldgico.

MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal Rural de Pernambuco sob o numero 60/2017

Area de estudo e amostragem

O estudo foi realizado na regido intermediaria de Caruaru a partir dos animais
recebidos para atendimento da casuistica na Clinica de Bovinos de
Garanhuns/UFRPE, no periodo de janeiro de 2017 a dezembro de 2020. Durante esse
periodo, foram coletadas amostras de sistema nervoso central de 81 bovinos

submetidos a necropsia.
Coleta de material biolégico

Para compor o estudo foram utilizados fragmentos de sistema nervoso central
de bovinos submetidos a exame de necropsia, com sinais clinicos neurolégicos.
Foram coletados fragmentos do ganglio trigemeo, cerebelo, talamo, telencéfalo e
medula cervical — armazenados em pool. Todos os fragmentos foram armazenados
em tubos Falcon de 15mL com Meio Essencial Minimo (MEM), sendo mantidos
congelados a -20°C para posterior analise.

Anélise laboratorial
Isolamento Viral

As amostras coletadas foram processadas de acordo com o descrito por Claus

et al. (2007) e observada a ocorréncia de efeito citopatico em células em meio de
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cultura inoculadas e mantidas em microplacas de 24 pogos com controle positivo —
BoAHV1 (Los Angeles) e BoAHV5 (AAOl) — e negativo, onde cada amostra foi
inoculada em triplicata e avaliadas diariamente, sendo ao final de trés passagens,
cada uma com 72 horas, emitido diagndstico positivo, quando verificada a ocorréncia
do efeito, ou negativo quando nao houve efeito citopatico, conforme descrito por Silva
et al. (2007).

Extracdo de DNA e deteccdo do DNA gendmico do BoAHV1

As amostras que apresentaram efeito citopéatico foram submetidas a extracao
de DNA usando o kit comercial “QlAamp DNA Stool Mini Kit” (Qiagen®), conforme o
protocolo do fabricante. Para diferenciar entre o BOAHV1 e BoOAHV5, apds a extracao
do DNA das amostras, foi realizada a amplificacdo do mesmo conforme metodologia
de Claus et al. (2007), usando as sequéncias de primers B1 (5°CAA CCG AGA CGG
AAA GCT CC3' - nt 185-204); B5 (5'CGG ACG AGA CGC CCT TGG 3'- nt 322-339) e
Bcon [5'AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG 3‘ - nt 519-538 (BoHV1) e nt 461-480
(BoHV5)], amplificando produtos, por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), de 364 e 159pb para, respectivamente, BoHV1 e BoHV5. Como controle
positivo das reacdes utilizou-se o DNA dos referentes virus — BoHV1 (Los Angeles) e
BoHV5 (AAO1) em cultivo celular, sendo o produto amplificado visualizado em
eletroforese de gel de agarose a 2% corados Blue Green (LGCbio), visualizados

através de luz ultravioleta e fotodocumentado.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as amostras submetidas ao cultivo celular, 4,93% das amostras (4/81)
apresentaram efeito citopatico. As amostras que apresentaram efeito foram
submetidas a PCR para o BoAHV1 e BoOAHV5, sendo confirmadas as quatro amostras
isoladas para BoAHV1. Esse é o primeiro registro do isolamento de BoAHV1 em
fragmentos de Sistema Nervoso Central de bovinos com quadro neurolégico no

estado de Pernambuco.
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As amostras isoladas eram referentes a quatro bovinos (4/81) que
apresentaram sinais clinicos neurolégicos como ataxia, cegueira, movimentos de
pedalagem, alteracbes comportamentais que variaram de apatia a agitacao,
fasciculacbes musculares, hiperestesia e opistétono. Em 100% dos casos que se
isolou BoAHV1 na forma infecciosa, observou-se associagdo com outras
enfermidades, tais como: como raiva (1), hepatite/nefrite bacteriana (1), anaplasmose
(1) e encefalite/endocardite bacteriana (1), o que demonstra a natureza oportunista do

agente.

Silva et al. (2007) identificaram 40 amostras de BoAHV como responséavel por
ocasionar quadros respiratérios, reprodutivos e neurolégicos em bovinos, sendo que
dentre estes, 26 casos estavam associados exclusivamente a doenca neurolégica
sendo cinco amostras (19,3%) de BoAHV1 isolados ou detectados do encéfalo de
bovinos, evidenciando o papel do BoAHV1 no desencadeamento de quadros clinicos
neurolégicos dentre os animais portadores desta condicao (5/26) devido a infeccbes

herpéticas.

Dentre os 81 animais analisados neste estudo, 30 foram positivos para a raiva
confirmados por exames histopatoldgicos, imunofluorescéncia ou por bioensaio.
Outros estudos identificaram a ocorréncia concomitante de infec¢des com o virus
rabico, tanto por BOAHV5 (SPILKI et al., 2003), quanto por BoAHV1 (BATISTA et al.,
2010). Nao é possivel afirmar até que ponto as infeccBes herpéticas podem ser
reativadas por infec¢cbes concomitantes como a raiva, diferentemente do descrito por
Batista et al. (2010), pois o curso clinico pode nao ser suficiente a ponto de se ter uma
efetiva reativacdo viral o que permitiria a detec¢cdo de particulas infecciosas no

encéfalo.

Um dos animais com resultado positivo para o isolamento do BoAHV (424/19)
e diagnosticado com encefalite bacteriana, era um garrote Jersey de um ano de idade,
que apresentou, além dos sinais neurologicos, sinais de carater respiratério como
cansago, secrecao nasal, polipneia e creptagcoes pulmonares. Esse animal havia sido
comprado h& 15 dias de uma propriedade localizada no estado de Santa Catarina. O
animal apresentava apenas claudicacao e se alimentava bem, sendo medicado com

diclofenaco durante cinco dias sem apresentar melhora. Apds entrar em decubito,
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apresentou fraqueza dos membros toracicos e sem apetite, o animal veio a ébito em

24 horas ap0s a entrada para atendimento.

Os sinais clinicos apresentados pelo animal 424/19 sdo compativeis com 0s
apresentados por aqueles acometidos pela infeccdo por BOAHV1, uma vez que esse
agente pode causar sinais de doenca respiratéria, reprodutiva e neurolégica (NANDI
et al., 2009; RISSI et al., 2008). Penny et al. (2002) descrevem a ocorréncia de um
quadro de comprometimento do trato respiratério superior e sinais clinicos
neuroldgicos concomitantes associados ao BoAHV1 em bovinos de corte neonatos,
destacando que essa condi¢éo pode se fazer presente em um pequeno percentual de

animais acometidos.

Destaca-se no historico do animal a procedéncia de uma regido onde ha relatos
da ocorréncia de quadros clinicos neurologicos associados a BoAHV1 (SILVA et al.,
2007; RISSI et al., 2008; BATISTA et al., 2010). O transporte ja foi relatado como fator
estressante e associado a reativacao viral da laténcia (THIRY et al., 1987), o que pode
estar associado ndo necessariamente ao desencadeamento dos sinais neuroldgicos,
mas a manutencdo de um estado imunologicamente depressor que propicie o
agravamento das lesées com consequente apresentacdo dos sinais clinicos. De
acordo com Marin et al. (2015) é provavel que os mecanismos imunoldgicos nos sitios
de replicacdo primaria ou nos primeiros estagios de replicagdo no cérebro
desempenhem um papel na determinacéo da taxa de replicacdo e disseminacao do

BoAHV-1 no tecido neurolégico.

Outros estudos também identificaram BoAHV1 como agente associado ao
desenvolvimento de quadros clinicos neurolégicos (ROELS et al., 2000; RISSI et al.,
2008; BATISTA et al., 2010). Embora ndo comumente associado as lesdes
encefalicas, BOAHV1 tem um papel ainda subestimado no que diz respeito ao
desenvolvimento de tais quadros, dada a sua classica associa¢gdo com sinais clinicos
respiratorios e reprodutivos, conforme documentado pela literatura (MUYLKENS et al.,
2007; NANDI et al., 2009; GRAHAM, 2013).

No Brasil a raiva € uma das principais infeccfes responséveis por quadros
clinicos neurologicos em bovinos (ARRUDA et al., 2016; GALIZA et al., 2010; LEMOS,
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2005; PUPIN et al., 2019; RIBAS et al., 2013; RISSI et al., 2010; TERRA et al., 2018),
desta forma, faz-se necessario que nao somente as infec¢des herpéticas, incluindo
pelo BoAHV1, sejam consideradas no diagnostico diferencial da raiva como também
que ferramentas de diagndstico mais precisas, como o0 uso de PCR, sejam utilizadas
com maior frequéncia para o correto diagnéstico, uma vez que boa parte das

enfermidades neurolégicas sado inconclusivas (LEMOS, 2005; RIBAS et a., 2013).

CONCLUSAO

Uma vez que foram isoladas particulas virais infecciosas de BoAHV1 de
bovinos com sinais clinicos neurolégicos, reforca-se a necessidade da incluséo desse
agente no diagnaostico das doencas neurolégicas. Dentro desse contexto, reitera-se a
importancia da utilizacdo da PCR como método diagndstico auxiliar na rotina

laboratorial.
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CONSIDERACOES FINAIS

A infeccdo em bovinos por BoAHV1 e BoAHVS5 € negligenciada em detrimento
de outras enfermidades que acometem os bovinos, sobretudo na regido Nordeste do
Brasil onde a raiva segue como uma das principais enfermidades neurolégicas de
ruminantes. Ainda colocados como de relevancia secundaria, com relacdo aos
agravos em potencial que podem ocasionar, os alfaherpesvirus referidos precisam ser
entendidos como potenciais patégenos que ocasionam sinais neurolégicos em
ruminantes, como demonstrado nesta pesquisa onde foram identificados animais
acometidos com sinais clinicos neuroldgicos tanto pelo BoAHV1 quanto pelo BoAHVS.
Além disso, sua alta ocorréncia nos rebanhos nacionais somada a sua capacidade de
estabelecer laténcia e reativar deste estado, faz com que os animais acometidos
eliminem particulas virais para outros animais, e, portanto permanecam como fontes
de infeccdo, sejam na condicdo de doentes ou portadores, responsaveis pela
ocorréncia enzodtica da doenca, que se somam, dentre outras formas de
apresentacao clinica, as causas de aborto, ocasionando perdas aos produtores e
representa um impacto ndo somente no contexto da microeconomia, mas também em

certos aspectos sociais de dificil mensuracéao.

E necessario destacar a importancia da PCR como ferramenta auxiliar na
diferenciacdo tanto de BoAHV1l quanto de BoAHV5. Por dltimo e ndo menos
importante, enfatiza-se a importancia da adocao de medidas meis concisas na forma
de politicas sanitarias com a elaboracdo de normativas sanitarias de protecdo a

sanidade animal.
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ANEXO 1: ARTIGO ACEITO PELA REVISTA ARQUIVO BRASILEIRO
DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
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Bovine alphaherpesvirus 5 (BoHV5) is
responsible for triggering a typical neurological
condition, which has a high mortality rate in cattle
up to 8 years of age (Barros et al., 2006; Rissi et
al., 2006). The most important characteristic of
BoHVS5 lies in its ability to establish latency in the
trigeminal ganglion, allowing the virus to
perpetuate itself in the animal organism for a
lifetime, being reactivated in periods of decreased
immunity (Perez et al., 2002).

The main clinical signs associated with the
infection caused by this agent include deep
prostration, pressure of the head against objects,
runny  nostrils,  involuntary = movements,
nystagmus, opisthotonus, and staggering,
culminating in death between 4 and 10 days (Rissi
et al., 2006).

BoHV5 has a worldwide distribution, but its
occurrence is geographically limited to South
America, mainly to Brazil and Argentina (Perez et
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al., 2002). Although its occurrence is described in
Brazil, where it is considered one of the three
main causative agents of neurological diseases in
cattle (Queiroz et al., 2018; Terra et al., 2018),
studies about its occurrence in the Northeast
region are lacking, despite evidence of its
presence (Galiza et al., 2010). The objective of
this study was to report the occurrence of BoHV5
in cattle with neurological signs in the period from
2012 to 2016 in the state of Pernambuco.

Samples of the central nervous system
(cerebellum, pituitary, rete mirabile, brain stem,
telencephalon, medulla, and thalamus) embedded
in paraffin from 32 cattle with neurological
clinical signs were analyzed. These animals were
submitted to necropsy at the Clinica de Bovinos
de Garanhuns of the Universidade Federal Rural
de Pernambuco (CBG-UFRPE), coming from 12
municipalities located in the Intermediate Region
of Caruaru, Pernambuco (Fig. 1), between the
years 2012 and 2016.
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For DNA extraction, the ReliaPrep™ FFPE
gDNA Miniprep System kit (Promega®) was
used, following the manufacturer's specifications.
For each animal, DNA extraction was performed
with a tissue pool of 20 micrometers (um)
containing four histological sections (S5um each)
of paraffinized material blocks from different
parts of the central nervous system. The extracted
material was frozen at -20°C for further analysis.

The purity and concentration of the DNA were
analyzed by using a spectrophotometer
(Multiskan GO, Thermo Scientific®), and its
concentration was adjusted to 100ng/uL. The

reaction was carried out using the primers Bcon
(5-AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG-3’.
461-480) and BoHV5 (5'-CGG ACG AGA CGC
CCT TGG-3' nt. 322-339), amplifying a 159-bp
product of the glycoprotein C gene (Claus et al.,
2005). The reactions were carried out using 6.25
pL of GoTag® Green Master Mix (Promega®),
0.5 pL of each primer in the concentration of 10
UM, 2.75 pl of ultrapure water, and 2.5 pl of
DNA. The reaction was performed in a thermal
cycler T100™ Thermal Cycler (Bio Rad®) under
the following thermal profile: initial denaturation
at 95°C for 3 min, followed by 40 cycles at 95°C
(1 min), 58°C (1 min), and 72°C (1 min) and a
final extension for 7 min at 72°C.

[] Northeast region
[ Brazil

[ pernambuco

Cities

© CBG-UFRPE [ Canhotinho B séo Joao
[] Garanhuns [] Brejao [] saloa
[ cha Grande [ Bom Conselho [ Palmeirina
[ capoeira [ Venturosa I Pedra

Figure 1. Municipalities of origin of the animals.

The amplified products were detected by
electrophoresis on a 2% agarose gel, stained with
Blue Green (LGC®), visualized through
ultraviolet light, and photo documented. The
positive control was obtained by DNA extraction
of the reference strain BoHV5 (AAO01) cultivated
in Madin-Darby bovine kidney (MDBK) cell
culture. For sequencing, gel bands of positive
amplified products were purified using the
commercial kit MEGAquick-spin™ Plus Total
Fragment DNA Purification Kit (iNtRON
Biotechnology®). The ABI 3500 Genetic

Analyzer sequencer (Applied Biosystems) was
used, and the reactions were performed bi-
directionally using the BigDye Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), and
the conditions of polymerization were carried out
in 96-well plates, according to the manufacturer's
instructions. The results obtained by the
sequencing were evaluated using the Staden
Package 4.1.4 (Gene Codes Corporation, USA)
and analyzed for similarity to sequences using the
Basic Alignment Search Tools (BLAST) of the
GenBank database through the National Center
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for Biotechnology Information (NCBI) website in
order to investigate the correspondence of species

identification. This research was approved by the Animal Use

Ethics Committee of the Universidade Federal
Rural de Pernambuco under license No. 60/2017.

Initially, a blast was made using the sequences
generated in this study against the database to
recover all sequences related to BoHV5. The
recovered sequences were then aligned, and the
evolutionary model was calculated. A Bayesian
inference was made considering the calculated
evolutionary model, with 5 x 107 generations of
the Markov Monte Carlo chain (three hot and one
cold chain), and the trees were sampled every
1,000 generations. Tracer (Rambaut et al., 2018)
was used to view the inference results (Fig. 2).

In the PCR performed on the samples of the
nervous system, samples 369 and 490 were
positive for BoHV5, and the molecular identity
was confirmed by double-stranded sequencing,
which indicated a similarity of 99%-100% with at
least 20 sequences deposited in GenBank
(KY559403.1, KJ143571.1, KJ143569.1,
KJ143567.1, KJ143564.1, KJ143563.1,
KJ143562.1, KJ143561.1, KJ143557.1,
KJ143557.1, KJ143556.1, KJ143555.1,
KJ143555.1 .1, KJ143554.1, KJ143553.1,
KJ143552.1, KJ143550.1, KJ143547.1,

The samples of the central nervous system NC_005261.3, AY052396.1, KJ143551.1, among
embedded in paraffin were cut into sections of 5 otheTrs).

pm and stained with hematoxylin and eosin and
read in an optical microscope to describe the
histopathological findings.

KJ143556.1 Bovine herpesvirus § isolate 5¥507-99
3713743

EF613332.1 Bovine herpesvirus 5 isolalc EV] 340/96
| KJ 1433501 Bovine herpesyirus 5 isolate EVI340-86
g7/ua. 5, KI43538, | Boving herpesvirus 5 isolate 3VI90-00A
f5/99.43 KJ143551.1 Bovine herpesvirus § isolate CVI345-96
KJ143566.1 Bovine herpesvitus 5 isolate SY71-07A
KJ14357001 Bovine herpesvirus 5 isolate $¥511-09
KI143552.1 Rovine herpesvitus § isplate IS0 69-86
369
490
K1143559.1 Bovine herpesvitus 5 isolale SV55-02
KI143554.1 Bovine herpesvirus 5 iselate 97-642
MNB32442,.1 Rovine alphaherpesvirus § isolate RHY-3
KJ143563.1 Bovine herpesvirus 5 isolate SY223-06
NC_005261.3 Bovine herpesvirus 5 sirain SWS07:499"
HOE3D1 96,1 Bovine herpesvirus 5 struin B418()
KI143562.1 Ravine herpesvinys § isolae SV41-06
663391 | KI143369.1 Rovine herpesvirus 3 isolate SY102-07
KIT43571.1 Bovine herpesvirus 3 isolate Urnguail4
KJ143557.1 Bovine herpesvinus 5 isolale (02-00
AY03239.1 Bovine herpesvirus 5
1135883.1 Bovine herpesvirns 5
— KY349446.1 Dovine alphalierpesvims 5 strain 150 37745
KI143547.1 Bovine hetpesvirus 5 isolate UruguaiT2
K1143564.1 Buvine herpesvirnus 5 isolale §V225-06
749224, | Rowvine herpesvirus 5
KI143553.1 Bovine herpesvitus 5 iselate A613(97-613)
K1143567.1 Bovine herpesvirus 3 isolate Sv71-07D
K¥5359403.1 Bovine ulphaherpesvitus 5 strain P160:96
KI143561.1 Bovine herpesvirus § iselate SV 198-05
KJ143568.1 Bovine herpesvitus ¥ isolate $Y75-07
KI143535.1 Bovine herpesvirus 3 isolate 5V106-98
100100 | KM255882.1 Bovine herpesvirus Lype 1.2 steain SM023
| MG407776.1 Buvine alphaberpesvir 1 isolate MN2
NC 043054, | Rubaling alphaherpesyirus | strain bé
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Figure 2. Phylogenetic analysis. The nucleotide sequences of the gC genes were edited for 157 bp
fragments, using MEGAX. These sequences, along with the nucleotide sequences representative of BoHV1
and BoHV5 available in the public domain (GenBank) were submitted for multiple sequence alignments.
Phylogenetic analyzes were conducted using Garli v.2.0. Phylogenetic inference was performed using the
Maximum Likelihood (ML) method and the confidence intervals were estimated by a bootstrap algorithm
applying 1,000 iterations, divided into 4 runs of 250 each. The tree is drawn to scale, with the lengths of
the branches in the same units as the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. Bootstrap
values are shown on each branch followed by Bayesian inference (IB) values, eg. ML/ IB.

Sequences of two isolates, 369 and 490, belonging
to the gC gene (Glycoprotein C) were assembled
using the Staden package, generating sequences
of 154 and 157 bp, respectively. After the blast,
30 BoHV5 sequences were recovered from the
bank and two Bubaline alphaherpesvirus 1 and
one Bovine alphaherpesvirus 1 sequence were
added to the analyzes. The evolutionary model
calculated was HKY + F according to the
Bayesian information criterion (BIC).

The phylogenetic tree built (Fig. 2), both for the
likelihood method and for Bayesian, presented
similar topologies, but with support values that are
not very similar. The isolates sequenced in the
present study were grouped with BoHV5 isolates
with 100% bootstrap/probability suggesting that
the virus is closely related to BoHV5 isolates.

Bovine alphaherpesvirus 5 is an important cattle
pathogen, with high prevalence in South America
(Perez et al., 2002). However, despite its
importance and the critical role of gC in viral
biology and its implications for diagnosis, limited
information is available on the gC of both viruses
(BoHV1/BoHV5). Available on GenBank, about
30 sequences of BoHV-5 were found via blast,
including sequences taken from the genome,
covering 157 bp, of those sequenced in the present
study. The results are similar to those found in
previous studies (Maidana et al., 2011; Traesel et
al., 2015). However, specific studies are still
lacking regarding the determination of strains for
the studied gene (gC).

As the samples were preserved in 20% formalin
solution, it is possible that the results presented
may be underestimated because there are
limitations to the technique for detecting genetic
material in paraffinized samples, given that the
nucleic acid undergoes denaturation when fixed
for a long period or when the formaldehyde is not
buffered (Crawford et al., 1999). Arruda et al.
(2010) observed a greater positivity for BoHV1
and BoHV5 in samples preserved in 10% formalin
solution for less than 40 days. Meanwhile, the
samples preserved for a longer period showed a
lower positivity.

The clinical history of animals positive for
BoHV5 consisted of apathy, sialorrhea,
inappetence, head tremors, low head, ataxia,
reduced visual acuity, bilateral nasal discharge,
and oligopneic breathing associated with
expiratory dyspnea. The clinical course of the
affected animals was 6 days, showing the high
lethality of the involved agent, which is in
accordance with the findings described by Aquino
Neto et al. (2009). The variation of signs depends
on factors such as the presence of concomitant
diseases, including  polioencephalomalacia
(David, 2002), which markedly accentuate the
lesions of meningoencephalitis, and the immune
status of the animals (Belknap et al., 1994) proved
by the action of passive immunity in the
protection of animals exposed to the virus, and the
viral sample.

Histopathological findings consisted of non-
suppurative, multifocal, moderate, chronic
meningoencephalitis associated with
polioencephalomalacia. These findings
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corroborate the studies by Galiza et al. (2010),
who also identified this type of injury in the
affected animals. One of the animals that
presented with lesions was diagnosed with
polioencephalomalacia, showing a marked
malacia lesion. David (2002) suggested that the
clinical cases of reactivation of latent BoHV5
infections, as well as the severity of the cases, are
associated with the previous development of
polioencephalomalacia. In his studies (David,
2002), animals that developed both
polioencephalomalacia and meningoencephalitis
due to BoHV5 showed more pronounced malacia
lesions.

As demonstrated in the study by Pedraza and
Alessi (2010), in which 33.3% (5/15) positivity
for BoHV5 was detected in samples of paraffin
material diagnosed with meningoencephalitis,
PCR is an important tool not only for the
diagnosis of ongoing cases, but also for its use in
retrospective studies on the occurrence of
neurological diseases from a sample bank.

One of the animals that were positive by PCR for
BoHV5 was diagnosed with
polioencephalomalacia. The other animal, which
was also confirmed as positive for BoHV5, had
clinical suspicion of rabies in its medical records,
which shows the importance of this tool, PCR, in
the diagnosis of BoHV5 infection.

Several studies have described that among the
neurological disorders of cattle, non-suppurative

Confirmation by PCR of the BoHV5 occurrence
among cases of neurological diseases in cattle
shows the importance of molecular tests for
definitive diagnosis, mainly for suspected cases of
rabies, an endemic disease of cattle in the
Brazilian Northeast region.

meningoencephalitis is the main histological
finding caused by infectious diseases (Galiza et
al., 2010; Queiroz et al., 2018; Terra et al., 2018).
A study carried out in Paraiba state, Brazil,
describes this lesion associated with malacia
(Galiza et al., 2010).

Although the characteristic lesion of non-
suppurative meningoencephalitis is attributed to
BoHV5, the same lesion can also be present in
some cases of infection by BoHV1 due to its
tropism by the central nervous system, as well as
cases of rabies and malignant bluetongue (Barros
et al., 2006). Therefore, it is necessary to confirm
the infection by diagnostic techniques that allow
the distinction between types 1 and 5 of bovine
alphaherpes virus.

The distribution of diseases of neurological origin
can vary due to regional particularities. For this
reason, it is necessary to identify the agents of
regional circulation such that appropriate
strategies can be conducted to minimize losses
(Queiroz et al., 2018). In addition, the low
frequency of disease reports caused by BoHV5 is
related to the difficulty in identifying the cause
due to the similarity of the clinical signs and the
difficulty in performing differential diagnoses.
This is due to the multiple signs or lack of
technical structure in the laboratories (Aquino
Neto et al., 2009) added to the lack of knowledge
of BoHV5 occurrence in the region or the
particularities associated with the infection by the
agent.

Keywords:  PCR,  paraffinized
neurological disease, BoHV5, SNC

samples,
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RESUMO

Objetivou-se descrever a ocorréncia do Bovine alphaherpesvirus 5 (BoHV5) como causa de
meningoencefalite ndo supurativa em bovinos do estado de Pernambuco, Brasil. Para tanto, 32 amostras
de sistema nervoso embebidas em parafina foram obtidas de animais acometidos por doencas neurolégicas
atendidos na Clinica de Bovinos de Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco (CBG-
UFRPE), entre 2012 e 2016. As amostras foram analisadas quanto a presenca do gene da glicoproteina C
do BoHV5 por reacao em cadeia da polimerase (PCR). Dois animais (6,25%) tiveram resultado positivo a
PCR, e sua analise de sequenciamento indicou 100% de similaridade para o BoHV5. Os resultados
histopatoldgicos desses dois animais revelaram lesGes multifocais de meningoencefalite ndo supurativa
associada a polioencefalomalacia, presenga de corpusculos de inclusdo basofilicos, infiltracao de células
de Gitter e presenca de manguitos perivasculares. A PCR se mostra uma importante ferramenta para
diferenciagdo das infecgdes por BoHV5 de outras enfermidades neuroldgicas de bovinos, especialmente a

raiva.

Palavras-chave: PCR, amostras em parafina, doen¢a neurolégica, BoHV5, SNC
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Economic impacts of Bovine alphaherpesvirus 1 infection in Brazil: Meta-analysis based on
epidemiological indicators

Impactos econdmicos da infecgdo por Bovine alphaherpesvirus 1 no Brasil: Metanélise a partir
de indicadores epidemioldgicos

Bruno Pajeu e Silva'*; Breno Bezerra Aragdo?; José Wilton Pinheiro Junior?

Highlights:

A prevalence of 54.12% was identified in cattle in Brazil.

The prevalence in herds was 88.53%.

The occurrence of 258,779 bovine abortions per year was estimated.

The annual impact on livestock was estimated at US$48,402,244.00 due to abortions.

Abstract: This study aimed to conduct a systematic review to estimate the economic impact of Bovine
alphaherpesvirus 1 (BoAHV1) infection in Brazil using epidemiological indicators through a meta-
analysis. Specific descriptors were used to retrieve studies from the Scopus, PubMed, Biblioteca Digital
Brasileira de Teses e DissertacGes, and Catalogo de Teses e Dissertacdes da Capes databases, selecting
those that met the inclusion criteria established between the years 2000 and 2020. The selected studies
were subjected to descriptive statistical analysis using prevalence data as the primary outcome with a
95% confidence interval (Cl) with a meta-analysis of random effects and measures of heterogeneity,
significance, magnitude of the effect, and measurement of publication bias. Abortion costs and estimates
were calculated based on the prevalence of BoAHV1 infection in Brazil and the characteristics of the
agent as viral subtypes that cause abortion, period of occurrence, average pregnancy rate, and morbidity
applied to susceptible animals and animal replacement values. The results were obtained from 49 studies
included for meta-analysis where a prevalence of BoAHV1 infection of 54.12% (95% CI:
49.07%-59.26%) in the bovine population and 88.53% (95% CI: 82.97%-92.43%) was present. From
the structured formula, it is estimated that 258,779 bovine abortions occur, which causes a total loss,
based only on the occurrence of abortion, of US $ 48,402,244.00 to the country. It is noteworthy that
because of the losses caused, strict control and eradication measures need to be implemented based on
the elaboration of normative instruction that includes health education measures, vaccination, tests for
traffic, and animal trade so that BoAHV1 infections do not continue to negatively impact national
producers economically, productively, and socially.

Key words: Systematic review. IBR. Abortion. Cost. Prevalence.

Resumo: Objetivou-se com o presente estudo realizar uma revisao sistematica para estimar os impactos
econbmicos da infeccdo por Alfaherpesvirus Bovino 1 no Brasil a partir dos indicadores
epidemioldgicos por meio de uma metanalise. Foram usados descritores especificos para a recuperagao
de estudos a partir das bases Scopus, Pubmed, Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertagdes e do
Catélogo de Teses e Dissertacdes da Capes, selecionando-se aqueles que se enquadraram nos critérios
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de incluséo estabelecidos entre os anos 2000 e 2020. Os estudos selecionados foram submetidos & analise
estatistica descritiva utilizando-se os dados de prevaléncia como desfecho primario com intervalo de
confianca de 95%, sendo realizado metandalise de efeito randémico e avaliadas as medidas de
heterogeneidade, significancia, magnitude do efeito e afericdo do viés de publicagdo. Os custos e
estimativas de aborto foram calculados com base na prevaléncia encontrada para BoAHV1 no Brasil e
as caracteristicas do agente como subtipos virais que provocam o aborto, periodo de ocorréncia, taxa
média de prenhez e morbidade aplicados aos animais suscetiveis e aos valores de reposi¢do animal. Os
resultados foram obtidos a partir de 49 estudos incluidos para metanalise, onde se verificou uma
prevaléncia de BoOAHV1 de 54,12% (1C95%: 49,07% — 59,26%) na populacéo bovina e 88,53% (1C95%:
82,97% — 92,43%) para os rebanhos. A partir da férmula estruturada, se estima que ocorram 258.779
abortos bovinos, que totalizam um prejuizo, apenas baseado na ocorréncia do aborto, de US$
48.402.244,00 ao pais. Destaca-se que em virtude dos prejuizos ocasionados, medidas de controle e
erradicacdo mais rigorosas precisam ser implementadas a partir da elaboracdo de uma instrucéo
normativa que contemple medidas de educacao sanitéria, vacinacao, realizagao de exames para o transito
e comércio de animais para que as infec¢des pelo BoAHV1 ndo continuem a impactar negativamente o0s
produtores nacionais de forma econémica, produtiva e socialmente.

Palavras-chave: Revisdo sistematica. IBR. Aborto. Custo. Prevaléncia.

Introduction

Changes in the eating habits of families have led to a worldwide increase in the demand for
animal protein; the safest way to meet this demand is by increasing sanitary surveillance services. This
will require a more vehement action due to the intensification of means of production, since the
estimated loss, according to the World Organization for Animal Health (OIE), to the detriment of animal
diseases is greater than 20% (World Organization for Animal Health [OIE], 2008). Regarding infectious
diseases, although viral diseases cause significant losses in cattle ranching, their reproductive impact is
underestimated (Wathes, Oguejiofor, Thomas, & Cheng, 2020).

The first report of infection by Bovine alphaherpesvirus 1 (BoAHV1) in Brazil dates to the
1960s (Galvao, Doria, & Alice, 1962/1963), and its isolation was carried out more than 15 years later
(Alice, 1978). Since then, many studies have reported the occurrence of this agent in Brazilian cattle
herds (Pituco, 1988; Lovato, Weiblen, Tobias, & Moraes, 1995; Cerqueira et al., 2000; Poletto, Kreutz,
Gonzales, & Barcellos, 2004; J. A. Dias et al., 2008; M. S. Lima, Nogueira, Okuda, Stefano, & Pituco,
2011; Oliveira, Lorenzetti, Alfieri, & Lisbda, 2015; N. P. C. Bezerra, Bezerra, Santos, Pereira, & Silva,
2019; Haas et al., 2020). The form of presentation and severity of infections and their pathogenesis
varies according to BoAHV1 virulence, in addition to the fact that the agent is able to establish latency,
contributing to the maintenance of BoAHV1 infection in the herd through asymptomatic animals that
spread the virus in healthy hosts (Biswas, Bandyopadhyay, Dimri, & Patra, 2013).

Infections caused by BoAHV1 cause several clinical conditions, among which are
reproductive disorders that can range from inflammatory changes in the genital tract of affected animals
to the onset of respiratory, ocular, and neurological clinical conditions (Nandi, Kumar, Manohar, &
Chauhan, 2009; Graham, 2013). Once present in the herd, albeit subclinically, the infection has been
associated with a decreased productive performance of affected animals (Statham, Randall, & Archer,
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2015), which makes it important for the correct implementation of prophylactic measures to determine
the prevalence of BoAHV1 infection in detriment of the socioeconomic impacts that the infection can
cause (Chenetal., 2018).

The economic losses attributed to BoAHV1 infection consist of weight loss, decreased milk
production, fertility problems, such as endometritis and heat repetition, the birth of weak animals, and
embryo and neonatal mortality (Ata, Kocamiiftiioglu, Hasircioglu, Kale, & Giilay, 2012; Junqueira, &
Alfieri, 2006). As a result of economic impacts and damage to animal health, many European countries
have been making efforts to control and eradicate BoAHV1 infections since the 1980s (Ackermann et
al., 1990; Ackermann & Engels, 2006; Hage et al., 1998).

For the institution of disease prevention and control programs, knowledge of epidemiological
factors, such as prevalence data, risk factors, prophylaxis programs, and the associated cost-benefit, are
essential for estimating economic impacts and evaluating the best strategy to be implemented
(Thrusfield, 2005).

To demonstrate the impact of infection by various reproductive infectious agents in cattle
raising, several studies have been conducted worldwide (Statham et al., 2015; Bennett, 2003; Macias-
Rioseco et al., 2020; Ran et al., 2019; Reichel, Ayanegui-Alcérrea, Gondim, & Ellis, 2013; Sayers, 2017;
Wathes et al., 2020) to warn about the damage caused by them and the importance of veterinary attention
services in promoting animal health and improving the quality of life of the population. Considering the
economic, reproductive, and social impacts associated with abortion caused by infectious reproductive
diseases, adding to the fact that BOAHV1 is an abortive agent widely disseminated in national herds and
does not present a sanitary contingency norm, this systematic review aimed to calculate the prevalence
of BoAHV1 infection in Brazil and estimate the direct losses associated with the occurrence of abortion

in bovine species.

Material and Methods
Study design

This study consists of a systematic review aimed to synthesize BoAHV 1 infection prevalence
data in cattle in Brazil and analyze, through meta-analysis, the quantitative data from manuscripts
available in selected databases and from the gray literature (theses, dissertations, and reference lists) to
define the cost of abortion in cattle. The study was conducted following the methodological
recommendations of the Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses
(PRISMA) (Moher, Liberati, Tetzlaff, & Altman, 2009).

Databases and search strategy

For the research on the subject, the combined search terms were defined for each of the

102



103

databases using different search strategies, as the different databases use different search algorithms,
requiring different combinations of the main indexing terms of the studied topic. In addition, a survey
of studies was conducted during the fourth quarter of 2020.

For Scopus, the following descriptors were used: “( ALL ( "Incidence" ) OR ALL (
"Prevalence”) OR ALL ("occurrence™) OR ALL ("Epidemiology”) OR ALL ("Prevaléncia") OR
ALL ("occurréncia") OR ALL ("incidéncia") OR ALL ("epidemiologia”)) AND (ALL ("Brazil"
) OR ALL ( "Brasil")) AND ( ( TITLE-ABS-KEY ( "Herpesvirus") OR TITLE-ABS-KEY (
"Alfaherpesvirus" ) OR TITLE-ABS-KEY ( "Alphaherpesvirus" ) ) AND ( TITLE-ABS-KEY (
"bovine"”) OR TITLE-ABS-KEY ( "Cattle") OR TITLE-ABS-KEY ( "bovino"))) OR ( TITLE-
ABS-KEY ( "BoHV-1" OR "BoHV1" OR "BHV-1" OR "HVB-1")).” For PubMed, the following
were used: “("Incidence" OR "Prevalence" OR "occurrence" OR "Epidemiology" OR “incidéncia” OR
“prevaléncia” OR “Ocorréncia” OR “epidemiologia”) AND ("Brazil" OR “Brasil’) AND
((("Herpesvirus" OR "alfaherpesvirus" OR "alphaherpesvirus") AND (("bovine" OR "Cattle" OR
"bovino")) OR ("BoHV-1" OR “BoHV1” OR “BHV-1” OR “HVB-17)))".

For the recovery of theses and dissertations, in the domain of the Biblioteca Digital Brasileira
de Teses e Dissertacdes, the following combination was used: “(Todos os campos: Incidence OR
Prevalence OR Occurrence OR Epidemiology OR prevaléncia OR ocorréncia OR incidéncia OR
Epidemiologia OR soroldgico OR serological OR soroprevaléncia OR Seroprevalence E Todos 0s
campos: Herpesvirus OR alfaherpesvirus OR alphaherpesvirus OR BoHV-1 OR BoHV1 OR BHV-1
OR HVB-1 E Todos os campos:bovine OR Cattle OR bovinos OR bovino)”. In addition, for the
Catalogo de Teses e Dissertagdes Capes, the following was used: “BoHV-1 OR herpesvirus AND

bovino AND prevaléncia OR ocorréncia OR incidéncia OR Epidemiologia OR soroprevaléncia”.

Eligibility criteria

The inclusion criteria were observational prevalence studies as designed or that point to the
occurrence, through direct and/or indirect diagnostic methods in cattle in Brazil, of BOAHV1 infection
as part of their results. The types of publications included consisted of full articles, "short
communication™ articles, abstracts presented at conferences, dissertations, and theses. No restrictions
were placed on the language of the returned studies.

Was excluded manuscripts that did not discriminate the occurrence of BoAHV1 infection and
those in the form of observational studies, clinical studies, studies with species other than cattle, studies
that did not focus on the research of the agent of interest or the disease caused by it, studies conducted
outside Brazil, studies that showed bias, such as those conducted in herds known to be positive, and
those that investigated the presence of the agent through the analysis of clinical samples involving its

isolation. After recovering the manuscripts, those published between 2000 and 2020 were selected.
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Selection of studies and data extraction

The selection of studies was carried out independently by two different researchers, where the
differences were decided by consensus between the parties. The research was carried out in four stages:
identification, selection, eligibility, and inclusion criteria.

The first step consisted of registering the total number of articles returned from the terms
defined to perform the searches, excluding manuscripts in duplicate. In the second stage, the titles of the
articles were read, excluding those that did not cover the study area. The third step consisted of reading
the abstracts of articles selected from the titles selected for reading those with information of potential
interest about the occurrence of BoAHV1 infections in cattle in Brazil. Finally, the manuscripts that
presented prevalence data were read in full in the fourth stage. Thereafter, those that did not present
relevant information to compose the study were excluded, and the manuscripts of interest were included
for analysis from the reference lists of the selected studies.

Additionally, bibliographic reference lists of selected studies were scrutinized after the fourth
stage to have great coverage of the included manuscripts since not all studies were necessarily indexed

in the selected databases.

Statistical analysis

Qualitative data were analyzed using descriptive statistics, using an absolute and relative
distribution of positive cases for BoAHV1 infection, using raw prevalence data as the primary outcome
with a 95% confidence interval (Cl). To calculate the prevalence, the selected articles were subjected to
a random model meta-analysis. Heterogeneity was assessed using Cochran’s Q test, represented by the
chi-square (y°) test, with a significance of P < 0.10, and its magnitude measured by the I-square (1?) test
(Deeks, Higgins, & Altman, 2019).

To check the consistency of the data from the studies selected for this systematic review, an
analysis of publication bias was performed using a funnel chart. In this model, Egger's regression test

was applied to assess whether the estimation of the effects presented bias or not.

Calculation of the cost of abortion owing to BoAHVlinfection

The cost of abortion owing to BoAHV1 infection in Brazil was calculated by taking as
reference parameters the number of animals at risk (n(v+nov)), the average pregnancy rate in the herd
(Pr), the prevalence of the agent (Pv), the morbidity rate (Mb), the period of its occurrence to the
detriment of the researched agent (PS), the viral subtypes of BoAHV1 (SV), and the abortion cost
incurred calculated by the replacement cost of a pregnant cow minus the cost of a dry cow, adapted
according to the proposed model Reichel et al. (2013). To do so, it was first necessary to calculate the
number of abortions attributed to BoAHV1 infection (NBoAHV1) and then calculate the cost of abortion
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per BoAHV1 infection in Brazil according to the following formula:
Economic impact x NBoAHV1 = (n(v+nov)) x Pr x Pv x Mb x PS x SV

Results and Discussion

105

The manuscript’s scrutiny process is shown in Figure 1. The retrieved manuscripts were

derived from databases of scientific articles and, like gray literature, from theses and dissertation deposit

banks based on the descriptor terms. From the databases of scientific articles, 40 studies were retrieved

from PubMed and 327 from Scopus, with the intersections of searches excluded by duplication (35),

totaling 332 retrieved articles. Regarding the gray literature between theses and dissertations, 94

manuscripts from the Biblioteca Digital Brasileira de Teses e Dissertacbes (BDTD) and 35 from the

Catélogo de Teses e DissertagGes da Capes were retrieved. Excluding duplicate texts (17) resulted in a

total of 112 manuscripts: 43 theses and 69 dissertations, which were added to the different databases,

resulting in 444 manuscripts retrieved in total in the identification phase of the study.
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Figure 1. Study selection flowchart for inclusion in the systematic review.

105



106

In the selection stage, from the total identified manuscripts, 383 (295 articles and 88 theses
and dissertations) were excluded by reading the titles, resulting in 61 manuscripts selected for reading
the abstracts, 10 of which were excluded after reading the same. In the next step, eligibility, 51
manuscripts were read in full, of which 20 were excluded after the complete reading of the texts. Some
studies were excluded at this stage because of the redundancy of information; only those published as
scientific articles from research at the master's or doctoral levels were considered, with postgraduate
manuscripts being deprecated to manuscripts published in journals.

Finally, in the inclusion stage, all 31 carefully selected studies had their reference lists
scrutinized to include in the analysis of other manuscripts not covered by the search descriptors. Of these
31 studies, 18 (58.06%) were scientific articles, 5 (16.12%) were theses, and 8 (25.80%) were
dissertations. After reading the lists, another 18 studies, all in the form of scientific articles, were

included in the systematic review, totaling 49 studies covering an interval of published works from 2000

to 2020, as listed in Table 1.

Table 1
Studies selected to compose the systematic review divided by region
) Animal population Properties
Authors Region  State — —

Cattle Positives %  Herds Positives %
Okuda et al. (2006) N RO 1988 1715 86.26 85 85 100
Arruda, Silva, Aragdo, Castro and Gomes N AC 180 110 6111
(2019)
Cerqueira et al. (2000) NE BA 558 314 56.27 15 13 86.66
Matos (2004) NE BA 764 145 1897 13 13 100
Thompson et al. (2006) NE PB 2343 1093 46.6 72 72 100
D. C_. Bezerra, Chaves, Sousa, Santos and NE MA 920 656 713 92 92 100
Pereira (2012)
(SZ(J(;Jlsg) Bezerra, Chaves, Santos and Pereira NE MA 160 108 675 4 4 100
Freitas et al. (2014) NE MA 1104 698 63.23 48 48 100
F.S. Silva et al. (2015) NE PE 380 302 79.5 20 20 100
Freitas (2016) NE MA 2455 753 30.67 86 67 77.91
F. A. B. Lima (2017) NE MA 364 313 85.96
L. G. Fernandes et al. (2019a) NE PB 2443 1584 648 478 418 87.4
N. P. C. Bezerra et al. (2019) NE MA 160 109 68.12 16 16 100
B. P. Silva et al. (2019) NE PE 356 188 52.8 18 18 100
élg(l)rga), Brito, Souza, Alfaia and Linhares co GO 790 656 8303 90 87 96.66
A. C. V. C. Barbosa, Brito and Alfaia (2005)  CO GO 6932 3596  51.87 894 881  98.54
Tomich et al. (2009) CcO MS 352 179 50.85 4 4 100
Afonso et al. (2010) CO GO 660 558  84.54
Melo et al. (2002) SE MG 997 318 31.89
Melo, Leite, Lobato and Leite (2004) SE MG 476 162 34 15 13 86.66
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Junqueira, Freitas, Alfieri and Alfieri (2006)  SE SP 208 142 68.26

lg/}?ri%gleé%ugé)mslund, Montassier and SE MG 230 172 2478 ’ ) 100

Mendes et al. (2009) SE MG 126 101 80.15

Alexandrino et al. (2011) SE MG;SP 278 152 54.67 5 5 100

E. C. M. Pereira (2011) SE MG 140 117 83.57

M. C. O. P. Silva (2011) SE SP 6902 4856 70.35 1073

J. A. Dias, Alfieri, Ferreira-Neto, Goncalves

and Miiller (2013) SE PR 14803 7125 59 2018 1481  71.38
Santos et al. (2014) SE ES 1161 775 66.75 59 59 100

V. M. Barbosa et al. (2019) SE MG 264 165 625 20

Queiroz-Castro et al. (2019) SE MG 75 41 54.7

Haas et al. (2020) SE MG 476 231 48.6 46 45 97.5
Meédici, Alfieri and Alfieri (2000) S PR 1235 540 4372 81 75 92.59
Poletto et al. (2004) s RS 204 67 3284 28 26 9285
Quincozes (2005) S RS 1734 540 31.14 85 72 84.7
M. M. Dias (2006) S RS 1516 443 29.22 1

J. A. Dias et al. (2008) S PR 1930 295 190 64.41
Frandoloso et al. (2008) S RS 765 26 15 57.69
Campos et al. (2009) S RS 200 144 72

Holz et al. (2009) S RS 2200 538 24.45 390

Fino (2011) S SC 309 84 27.18 6 6 100

Miranda (2012) S RS 269 75 27.88
Piovesan et al. (2013) S RS 2794 1654  59.19 157

Sponchiado (2014) S PR 714 159 22.3 26 17 65.3

Becker et al. (2015) S RS 1224 299 2442 93

Evers (2015) S PR 363 216 59.5 32 30 93.8

Oliveira et al. (2015) S PR 400 70 175 90 35 38.9

Pasqualotto, Sehnem and Winck (2015) S SC 842 482 5754 195

Zardo (2017) S RS 258 24 9.3

M. S. Lima et al. (2011) BR 21 states 4460 3079 69.03 317 250 78.86

Abbreviations: N: North; NE: Northeast; CO: Middle West; SE: Southeast; S: South, BR: Brazil; RO: Rondbnia;
AC: Acre; BA: Bahia; PB: Paraiba; MA: Maranhdo: PE: Pernambuco; GO: Goias; MS: Mato Grosso do Sul; MG:
Minas Gerais; SP: Sao Paulo; PR: Parana; ES: Espiruto Santo; RS: Rio Grande do Sul; SC: Santa Catarina.

To calculate the prevalence, 67,498 animals and 7,294 herds were included in the analysis.

The analysis of the included studies revealed a significant heterogeneity of the studies using the Q test

(P < 0.001 and 12 = 99.32%) to calculate the prevalence per animal, with similar values being found to

calculate the prevalence of herds (P < 0.001 and 12 = 94.47%). The results of asymmetries between the

studies for different inferences, population, and herds, are represented in Figure 2 and Figure 3,

respectively. The Egger test indicated no bias in the distribution of prevalence studies for the population

of cattle (P > 0.05) but indicated the presence of bias for the studies among herds (P < 0.05).
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Funnel Plot of Standard Error by Logit event rate

Standard Error
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Figure 2. Funnel graph showing the asymmetric distribution of the prevalence studies of Bovine
alphaherpesvirus 1 infection among the bovine population in Brazil.

The meta-analysis performed for the studies included in the systematic review identified a
pooled prevalence through the random model for cattle and herds, as shown in Figure 4 and Figure 5,
respectively, of 54.21% (95%CI: 49.07% - 59.26%) and 88.53% (95%Cl: 82.97 — 92.43%),
respectively, both with significant heterogeneity (P < 0.001).
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Funnel Plot of Standard Error by Logit event rate
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Figure 3. Funnel graph showing the asymmetric distribution of studies on the prevalence of Bovine
alphaherpesvirus 1 infection among cattle herds in Brazil.

Based on the data from the studies included in the meta-analysis and verifying the prevalence
of 54.21%, this value was applied to the modified formula of Reichel et al. (2013) to calculate the direct
losses caused by abortions owing to BoAHV1 infections in cattle in Brazil. The number of female
bovines of reproductive age (n(v+nov)) corresponded to, according to the Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica [IBGE] (2017), 59,670,476 heads; an average Pr of 60% (Vaz & Lobato, 2010;
P.A.C. Pereiraetal., 2013; Rosaetal., 2017; L. A. M. Fernandes et al., 2019b; E. T. N. Pereira, Freitas,
Cordeiro, Silva, & Figueiredo, 2020) was considered based on the national literature; the Pv presented
here; the Mb that, according to Constable, Hinchcliff, Done e Griinberg (2021), corresponded to a range
that varied from 8 to 30%, being used the minimum value of 8% or 0.08; the PS considered only the
final third of pregnancy (1/4 — considering the months of susceptibility during a year); and the SV of
BoAHV1 that caused abortion (2/3) according to Flores (2017). Thus, the number of abortions attributed
to BoAHV1 infections could be determined using the following equation:

NBoAHV1 = (n(v+nov)) x Pr x Pv x Mb x PS x SV = 258,779
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Figure 4. Prevalence of Bovine alphaherpesvirus 1 infection in the bovine population in Brazil.
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Figure 5. Prevalence of Bovine alphaherpesvirus 1 infection in cattle herds in Brazil.
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To calculate the costs associated with abortion, the model adopted by Reichel et al. (2013) was
considered, and for the replacement of dairy cows, the average value of a pregnant cow (US$ 1,000)
was subtracted from the value of an animal with the same score (considering the average of 450 kg of
live weight) sold for slaughter (US$750), which equates to a cost of US$250 per abortion in dairy
animals. To calculate the cost of abortion in beef animals, the replacement price of a weaned calf was
calculated as 165 kg (US$ 458) less than the slaughter value of an animal of the same weight (US$ 286),
which resulted in a loss of $172 per abortion. For the calculation basis, the variations in the price of the
0X's arroba, the replacement price of calves, and the average value of pregnant cows in December 2020
were used as a reference through the market quotation available in advertisements and national
databases.

According to the IBGE (2017), 11,506,788 dairy cows were milked in Brazil. Subtracted from
the total number of animals of reproductive age in the national territory for the same year, it has
48,163,688 heads of beef cows of reproductive age. Applying these values to the previous formula, we
have:

NBoAHV1(dairy cattle) = (n(v+nov)) x Pr x Pv x Mb x PS x SV = 49,902

NB0AHV1 (beef cattle) = NBoAHV1 — NBoAHV1 (dairy cattle) = 208,877

The estimate of the economic impact caused by abortion attributed to BoAHV1 for the
different categories can be defined as follows:

NBoAHV1 (dairy cattle) x associated cost (dairy cattle) = 49,902 x 250 = US$ 12,475,500.00

NBoAHV1 (beef cattle) x associated cost (beef cattle) = 208,877 x 172 = US$ 35,926,844.00

Therefore, the economic impact of abortion owing to BoAHV1 infection in Brazil is on the
order of US$ 48,402,244.00, considering both categories of affected animals.

This study is the first meta-analysis of the global prevalence of BoAHV1 infection in cattle in
Brazil; it is also the first study to propose a model for calculating the economic impact of abortion in
cattle owing to BoAHV1 infections based on the application of epidemiological data associated with
BoAHV1.

Due to the variation in prevalence data and the number of studies included, statistical tests to
assess the heterogeneity of the studies were significant (P < 0.001). Therefore, to estimate the magnitude
of the effect or the variety of effect estimates due to the heterogeneity, the 12 test was used, whose value
was found 17 = 94.47%, indicating considerable heterogeneity of the included studies (75% < I? < 100)
according to Deeks et al. (2019). This is due to the wide variation in the distribution of BoAHV1
infection in cattle in Brazil.

At least one study from 14 different Brazilian states was included. In addition, one of the
studies (M. S. Lima et al., 2011) contained data from eight other states, totaling 22 states covered in the
survey. The prevalence of the included studies ranged from 9.3% (Zardo, 2017) to 86.28% (Okuda et
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al., 2006) for animals and 27.88% (Miranda, 2012) to 100% for herds (Alexandrino et al., 2011; D. C.
Bezerraetal., 2012; N. P. C. Bezerra et al., 2019; Fino, 2011; Freitas et al., 2014; Matos, 2004; Mineo
et al., 2006; Okuda et al., 2006; Thompson et al., 2006; Tomich et al., 2009; Santos et al., 2014; B. P.
Silva et al., 2019; Sousa et al., 2013). These data show that BoAHV1 is widely distributed in Brazilian
herds, as can be confirmed through the meta-analysis of the included studies for herds and animals with
88.53% (95%Cl: 82.97% — 92.43%) and 54.21% (95%Cl: 49.07% — 59.26%), respectively, from 2000
to 2020.

The prevalence of BoAHV1 infections found in animals (54.21%; 95%CI: 49.07% — 59.26%),
considering the ClI, is following the prevalence values observed in studies by Alexandrino et al. (2011),
A. C. V. C. Barbosa et al. (2005), Cerqueira et al. (2000), J. A. Dias et al. (2013), Pasqualotto et al.
(2015), Piovesan et al. (2013), Queiroz-Castro et al. (2019), B. P. Silva et al. (2019) and Tomich et al.
(2009). In a similar study that determined the prevalence of BoAHV1 infection in China through a
systematic review with meta-analysis, Chen et al. (2018) identified a prevalence of 40.0% in cattle from
that country from 41 selected manuscripts with a total sample of 43,441 cattle. Together, the animals
sampled from eligible manuscripts totaled 67,498 bovines to compose the meta-analysis of this study.
It is noted that the impact in Brazil, verified by the data of higher prevalence, larger number of studies,
and larger population of sampled cattle, is greater than the data pointed out in the study by Chen et al.
(2018). Considering the size of the national herd associated with the higher prevalence of BoAHV1
infections in Brazil compared to the study by Chen et al. (2018), the economic and productive
consequences are further deepened, especially since cattle raising is a commodity and China is a
commercial partner and direct consumer of beef produced in Brazil.

The prevalence of infection in herds (88.53%; 95%ClI: 82.97% — 92.43%) is in agreement with
the findings of Cerqueira et al. (2000), L. G. Fernandes et al. (2019), Melo et al. (2004) and Quincozes
(2005). The number of studies that showed a higher prevalence of herds compared to that found in this
meta-analysis is associated with a great predominance of positive herds. Given that the median
prevalence is 96.66%, this high value and its proximity to the indicated values of prevalence per herd
strengthens the evidence that BoAHV1 is widely distributed in herds since more than half of the studies
point to a prevalence higher than that found in the present study.

Egger's test indicated no bias for prevalence studies in the animal population (P > 0.05), and
the funnel graph (Figure 2) showed a symmetrical distribution of the included studies, with their
predominance at the apex which indicated a smaller standard error of the selected manuscripts. The
absence of bias in studies on the prevalence of infection in animals is because prevalence and risk factor
surveys consider animals as sampling units when herds are the most assertive parameter for the analysis
of risk factors due to the specificity of each property, such as reproductive, sanitary, and feeding
management particular to each one.

The same was not observed when applied to the calculation to obtain the prevalence in herds
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(P < 0.05). This can be attributed to the fact that when considering the properties as sampling units, the
minimum number of herds required to compose a prevalence study, with 5% error and 95% CI in an
infinite population, would be approximately 400. Of the 32 studies considered to calculate the
prevalence of herds, 26 sampled less than 100 properties, with a median of 47 and a range from 2 to
2018 herds sampled per study. Therefore, considering 100 properties as a minimum “n” sample, 5%
error, and 95% ClI, each study should be carried out in a population of up to 134 properties per state or
region studied, which explains the bias detected by the Egger test to calculate the prevalence of BOoAHV1
in herds. In Figure 3, the presence of bias is verified by the asymmetry in the funnel graph, where some
studies can be observed displaced out of the axis and closer to the base, showing a high standard error
according to Begg and Berlin (1988).

Based on the parameters of prevalence, the number of animals at risk in the country, morbidity,
period of susceptibility, and viral subtypes of BoAHV1 that are more closely related to abortion and
reproductive parameters, were projected 258,779 abortions and an economic impact on livestock of US$
48,402,244.00. This value is related to loss to the detriment of abortion related to BoAHV1 infections
is below the values pointed out by Reichel et al. (2013), who reported an annual loss of US$152.3 million
from abortions related to Neospora caninum infections.

These values are subject to fluctuations due to variations in the price of animals in different
regions of the country. It is important to highlight that the economic impact mentioned here concerns
the direct losses related to the occurrence of abortion and the expenses associated with the replacement
of animals in these cases. Considering that indirect losses also occur due to negative impacts on growth
and reproduction (Biswas et al., 2013) and other forms of presentation of herpetic infections, such as
respiratory, ocular, neurological, genital, and reproductive (Junqueira & Alfieri, 2006; Nandi et al.,
2009), it is inferred that the values presented here represent only a part of a higher cost.

According to Can, Ataseven and Yalgin (2016), significant changes in production and
performance can also occur in infected cows, even if they do not show clinical signs or reproductive
problems, which reinforces that the losses caused are high when considering only abortion as a single
nosological entity. According to the authors, costs related to losses not associated with abortion,
characterized by decreased milk production (US$177) and animal weight (US$154), represent 65.0%
(US$331) of the total costs related to cases where abortion occured. Hage et al. (1998) indicated a
statistically significant association between animals infected with BoAHV1 and a drop in milk
production during the first 14 days of infection. Van Schaik et al. (1999) found that during an outbreak
caused by BoAHV1, there was a drop in the production by 0.92 kg per animal per day for 9 weeks.
According to Statham et al. (2015), estimated losses due to decreased production reach 1,000 kg of milk
per lactation in seropositive animals compared to seronegative animals. According to Can et al. (2016),
considering the probability of abortion, infection with BoAHV1 causes an impact of US$ 379 per

infected animal.
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The values budgeted in this study provide a basal estimate of the economic and sanitary
impacts caused by direct losses (abortion) associated with BoAHV1 infection in cattle in Brazil.
Energetic actions related to appropriate sanitary measures should be carried out in the planning of
preventive strategies with regard not only to BoAHV1 infection but also to other reproductive diseases
of an infectious nature, such as the institution of sanitary prevention and control programs by the
agencies of inspection and animal health protection. Regarding BoAHV1, the production of educational
pamphlets, the delivery of lectures, radio advertisements, and other means of communication are good
means of informing producers about the economic impacts, risks, and the need to adopt appropriate
sanitary measures. In addition to health education actions, the institution of restrictive measures for
animal transit and trade, such as the requirement of vaccination certificates for cattle, are necessary.

It is noteworthy that the results estimated in this study do not represent the totality of the
impacts caused by herpetic infections in cattle in Brazil when considering only direct measurement
losses, such as abortion. Nevertheless, beyond national borders, European Union countries have directed
efforts toward the control and eradication of BoAHV1 infection since the 1980s (Ackermann & Engels,
2006), and considering the customs protection mechanisms that can be adopted by economy and defense
countries are consolidated, BoAHV1 infections can constitute an obstacle, in the near future, to the trade

of animals of national origin, causing possible embargoes on cattle raising.

Conclusion

Analogous to biology, BoAHV1 infections are a latent problem concerning sanitary strategies
to contain the agent, while at the same time representing a cost for producers, from small to large, who
need attention in planning and maintenance of a production system. Therefore, it can be concluded that
BoAHV1 is widely disseminated in national herds, as can be seen from the numbers presented by
different studies, silently causing significant economic, productive, and social impacts on Brazilian
producers.

It is essential for the prophylaxis of infection by BoAHV1 to implement a program in the form
of normative instruction, which covers educational campaigns on the risk of infection to the requirement
of a vaccination certificate for trade and animal transit in the national territory. In addition, information
about the economic impacts and health risks associated with infectious reproductive diseases in cattle
needs to reach the producer so that a change in the national scenario can materialize in the medium-to-
long-term. For this, animal health defense agencies and higher education institutions are essential for
the planning, assistance, education, and inspection of adequate prophylactic measures to promote good

health in national bovine herds.
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