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RESUMO EM PORTUGUES

Os herpesvirus bovinos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) s&o virus de DNA de fita
dupla, com envelope glicoprotéico, que pertencem a subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Varicellovirus. A principal propriedade biologica dessa subfamilia é a
capacidade de estabelecer laténcia apds a infec¢cdo aguda, quando ndo é possivel sua
deteccdo, exceto quando sao utilizadas técnicas moleculares de hibridizacéo in situ e a
reacdo em cadeia pela polimerase (PCR). O BoHV-1 é principalmente atribuido a
problemas respiratorios e reprodutivo e raramente a encefalite, como o BoHV-5.
Dificuldades de isolamento do BoHV-5 tém sido descritas, o que torna a PCR um
importante meio de diagnostico. O objetivo deste trabalho foi avaliar a importancia da
técnica da PCR para a detec¢do do BoHV-5 e do BoHV-1 em SNC de bovinos com
encefalite por BoHV-5, com outras encefalopatias e normais. Foram utilizadas amostras
de SNC de bovinos atendidos nos Hospitais Veterinarios da Universidade de Brasilia
(HV-UnB) e da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), além de amostras de
matadouros. Nenhuma amostra apresentou resultado positivo para o BoHV-1. Das
amostras positivas para o BoHV-5, foram 21 das 68 (30,88%) provenientes do HV-UnB,
2 das 30 (7%) provenientes do matadouro e 2 de 17 (11,76%) provenientes do HV-
UEL. Dos 21 animais positivos do HV-UnB 3 casos foram de amostras de animais sem
diagndstico conclusivo, 7 casos de animais com diagnéstico confirmado de raiva, 7
casos com encefalite por BoHV-5, 1 caso de animal com polioencefalomalacia, 1 caso
de animal com botulismo, 1 caso de animal com encefalite bacteriana e 1 caso de
animal com carbunculo sintomético. Das amostras positivas provenientes do HV-UEL
todas eram de animais com diagnostico de encefalite por BoHV-5 e do matadouro eram
de animais sadios. A PCR para deteccdo do genoma do BoHV-5 em bovinos com
encefalopatia ndo deve ser utilizada isoladamente no diagndstico, e sim associada aos

sinais clinicos, histopatologia, isolamento e imunoistoquimica.

PALAVRAS-CHAVE: 1. Herpesvirus bovino 5. 2. Herpesvirus bovino 1 3.
Encefalopatias. 4. PCR 5. SNC
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RESUMO EM INGLES

Bovine herpesvirus 1 and 5 are enveloped double-stranded DNA viruses belonging to
the Herpesviridae family, subfamily Alphaherpesvirinae, genus Varicellovirus. This
family major property is to establish a lifelong latent infection after acute infection, when
it is not possible to detect the virus, except when molecular techniques as situ
hybridization and polymerase chain reaction are used. BoHV-1 is primarily associated
with respiratory and reproductive disease in cattle, while BoHV-5 is commonly
associated to encephalitis. Difficulties in isolation of BoHV-5 have been described,
which makes PCR an important tool of diagnosis. The aim of this study was to evaluate
the applicability of PCR assay for the detection of BoHV-1 and BoHV-5 in CNS of
bovines with meningoencephalitis, other encephalitis and healthy animals. For the
present study, brain fragments samples of bovines were obtained from necropsy routine
at Veterinary Hospital of University of Brasilia (Hv-UnB) and State University of
Londrina (HV-UEL), besides slaughterhouse samples. All CNS fragments were negative
for BoHV-1. In 21 of 68 (30,88%) samples from Hv-UnB, 2 of 30 (7%) samples from
slaughterhouse and 2 of 17 (11,76%) samples from HV-UEL the results were positive
for BoHV-5. Among the 21 positive animals from HV-UnB, 3 where from samples of
non-conclusive diagnosis cases, 7 from confirmed rabies diagnosis, 7 from animals with
BoHV-5 encephalitis, 1 case of polioencephalomalacia, 1 animal with botulism, 1 with
bacterial encephalitis and 1 animal with carbunculus. All positive samples from HV-UEL
were from animals with BoHV-5 encephalitis diagnosis and from the slaughterhouse all
animals were healthy. The PCR detection of BoHV-5 genome in bovines with
encephalopathies must not be used alone as diagnosis but associated with clinical

signs, histopathological findings, isolation and immunohistochemistry

Key-Words: 1. Bovine herpesvirus 1 2. Bovine herpesvirus 5 3. Neurological diseases .
4. PCR 5. CNS



CAPITULO 1

INTRODUCAO

Os distdrbios neurolégicos em bovinos abrangem um grupo de
enfermidades muito importantes, tanto pelo perigo em potencial que
representam para a saude humana, quanto pelas expressivas perdas
econbmicas que ocasionam. Dois aspectos importantes envolvem as
neuropatias: frequéncia e dificuldade de diagndstico, esta ultima ligada a
variagdo de manifestagdo clinica de uma mesma doencga, a semelhanca
sintomatoldgica existente entre algumas delas e, em varios casos, a falta de
estrutura técnica dos laboratérios para diagnostico (AQUINO NETO et al.,
2009).

A importancia das doengas do sistema nervoso de bovinos cresceu
desde o aparecimento, ha cerca de 20 anos, da encefalopatia espongiforme
bovina (EEB). Aproximadamente 10 anos ap0s o0 aparecimento da EEB, o
consumo de carne e derivados foi associado ao surgimento, em humanos, de
uma enfermidade semelhante a Creutzfeldt Jakob (CJD), passando entdo a
EEB a ser considerada zoonose. Ap0s 0 aparecimento desta doenca, paises
importadores de carne passaram a bloquear as importacdes de paises que
tiveram a doenca ou que nao tivessem dados concretos sobre a prevaléncia
das doencas do sistema nervoso central (SNC) em seu rebanho bovino
(BARROS et al., 2006).

Devido as significantes perdas na industria bovina como resultado da
infeccdo distribuida mundialmente pelos herpesvirus bovinos, as Comunidades
Americana e Européia tém imposto estrito controle sanitario de sémen e
embrides, estabelecendo programas de erradicagdo que afetam diretamente o
comércio bovino mundial. O Brasil, como maior exportador de carne bovina
para a Europa e Asia, deve se atentar a uma detalhada revisdo de seus
programas sanitarios (FERRARI et. al., 2007)

Autoridades sanitarias internacionais estao solicitando aos paises
exportadores de carne, como € o caso do Brasil, que apresentem evidéncias de



qgue seus rebanhos sdo considerados como risco desprezivel de adquirir EEB.
Isso equivale a dizer que os paises devem estar capacitados a identificar
outras doencgas que afetam o SNC de bovinos, mesmo na auséncia de casos
de EEB (BARROS et al., 2006).

O diagnoéstico diferencial das encefalopatias de bovinos é parte
fundamental da vigilancia da EEB, coordenada pelo Programa Nacional de
Controle da Raiva dos Herbivoros (PNCRH) do Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), instituido em 1966.

Este diagnostico diferencial sempre se impde como um desafio ao
clinico e o apoio laboratorial criterioso é indispensavel nestes casos. O
diagnoéstico ante mortem € dificil de ser realizado devido a auséncia de sinais
clinicos patognoménicos da maioria das doencas neuroldgicas. Por este
motivo, o diagndstico post mortem com auxilio de métodos laboratoriais se
torna indispensavel (HALFEN; VIDOR, 2001).



REFERENCIAL TEORICO

Descricao dos agentes

Os herpesvirus bovinos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) 5 séo virus de DNA de
fita dupla, com envelope glicoprotéico, que pertencem a subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus, juntamente com outros importantes
alphaherpesvirus de importancia veterinaria (ANDRADE, 2005; FERRARI et al.,
2007).

A principal propriedade biolégica dessa subfamilia é a capacidade de
estabelecer laténcia em neurbnios dos ganglios sensoriais apos a infeccéo
aguda, onde o DNA viral pode persistir sob a forma de concatameros nos
nacleos das células infectadas (CARON et al., 2002; ESTEVES, 2007;
FERRARI et al., 2007; SILVA et al., 1998). A infeccdo latente € uma importante
estratégia de perpetuacdo dos alphaherpesvirus nos seus hospedeiros e
provavelmente, ocorre em todos 0s animais ap0s uma infeccdo primaria.
Embora os principais sitios de laténcia sejam os ganglios sensoriais, tém sido
sugerido que sitios ndo neuronais como tonsilas, células sanguineas,
linfonodos e baco possam ter importancia no estabelecimento e reativacao de
infeccdes latentes por BoHV-1 (CAMPOS, 2009).

Os alphaherpervirus estabelecem laténcia viral em células ganglionares,
especialmente nos animais que sobrevivem a infec¢cdo aguda, que ap6s uma
situacdo de estresse como transporte, parto, desmama, confinamento ou pelo
tratamento sistémico com corticéides pode ser reativado, ocorrendo episodios
de doenca aparente, inflamacao assintomatica e reexcrecao viral (BELKNAP et
al., 1994; CARON et al., 2002; COLODEL et al., 2002; HALFEN; VIDOR, 2001;
MEYER et al., 2001; SILVA et al., 1999). Desta maneira, animais com infec¢ao
latente atuam como reservatorio natural do virus durante toda a sua vida
(ESTEVES, 2007).

No periodo de laténcia ndo é possivel a deteccdo do virus, exceto
quando sao utilizadas técnicas moleculares de hibridizacdo in situ e a reacéo
em cadeia pela polimerase (PCR), que sdo capazes de detectar o DNA viral e
identificar sitios de laténcia (SILVA et al., 1999).



O BoOHV-1 e o BoHV-5 compartilham diversas propriedades biologicas,
antigénicas e moleculares e apresentam homologia de cerca de 85% do
genoma (DELHON et al., 2003). A similaridade genotipica e fenotipica entre
estes dois virus pode acarretar em implicacbes epidemiologicas. Nesse
sentido, a disponibilidade de técnicas para diferenciar os dois virus, bem como
uma delimitagdo mais precisa das manifesta¢des clinicas associadas a cada
um deles s&o importantes para o diagndstico e controle dessas infec¢des (SA e
SILVA et al., 2007).

O mais importante fator de risco para a infeccdo € a introducdo no
rebanho de animais em periodo de incubacédo, em fase aguda, ou latentemente
infectados pelo virus. Estas situacfes normalmente ocorrem em propriedades
gue tém como caracteristica uma criacdo mais aberta a exposicao, estando seu
rebanho sempre em contato com outros, quer seja por participacdo em eventos
agropecudrios ou através da utilizagdo de pastagem em comum (BARBOSA ET
al., 2005).

Os primeiros isolamentos de herpesvirus a partir de animais com sinais
de encefalopatia, por caréncia de métodos adequados para a caracterizacéo
viral, foram atribuidos ao BoHV-1, agente etiolégico dos quadros de
rinotraqueite, vulvovaginite, devido a similaridades na morfologia viral, nos
efeitos citopaticos em cultura de células e nas propriedades antigénicas.
Posteriormente, estudos baseados em mapeamentos de DNA, testes de
neutralizacdo cruzada e reatividade de anticorpos monoclonais definiram que
os virus se diferem em propriedades gendmicas e antigénicas (DELHON et.al.,
2003).

O BoHV-1 e o BoHV-5 replicam de forma semelhante na mucosa nasal
apos a inoculacdo, mas diferem no potencial neuropatogénico. A infeccdo do
epitélio nasal pelo BoHV-1 e BoHV-5 é seguida pela invasdo de terminacgfes
nervosas dos neurdnios que se localizam na mucosa nasal. Os alfaherpesvirus
neurotropicos, o BoHV-5 e o herpesvirus suino tipo 1 (SuHV-1), invadem
terminacdes dos nervos olfatério e trigémeo na mucosa nasal e alcangcam o
bulbo olfatério e ganglios trigémeos. Estas duas rotas representam o principal
caminho para a neuroinvasdo viral em direcdo ao SNC. Por outro lado, o

BoHV-1 se detém a rota trigemeal e geralmente estabelece infeccédo latente em



ganglios trigémeos, sendo somente esporadicamente responsavel por
encefalites (CAMPQOS, 2009).

A infeccdo pelo BoHV-1 geralmente determina alta morbidade e baixa
mortalidade, ja a infeccdo pelo BoHV-5 costuma se apresentar com baixa
morbidade e alta letalidade (SOUZA et al., 2002).

2.1 Herpesvirus bovino 1

O Herpesvirus bovino 1 € um dos patégenos mais importantes dos
bovinos e causa grandes perdas econdmicas na pecuaria mundial (TAKIUCHI
et al., 2003; BARBOSA et al., 2005). E um virus de distribuicio mundial e sua
prevaléncia em rebanhos bovinos atinge coeficientes variados em diferentes
regides. No Brasil, os coeficientes de soropositividade variam de 10,6 a 96%
(BARBOSA et.al., 2005).

O BoHV-1 é o agente etiolégico de diversas manifestacdes clinicas nos
rebanhos tanto de leite como de corte, tais como, a rinotraqueite (IBR),
conjuntivite e ceratoconjuntivite e varias formas de problemas reprodutivos,
como mortalidade embrionaria e fetal, abortamento, natimortalidade,
nascimento de bezerros fracos, vulvovaginite (IPV) e balonopostite (IPB),
(ALEGRE et al., 2001; TAKIUCHI et al., 2003), sendo raros os relatos deste
agente causando encefalite (ANDRADE, 2005). Este motivo levou os
pesquisadores a buscarem a melhor caracterizagdo das amostras isoladas dos
diferentes quadros clinicos. Especula-se que cada gendtipo esteja melhor
adaptado a uma determinada localizacdo anatémica. Assim, o BoHV-1.1
multiplica-se melhor no trato respiratério, enquanto que o BoHV-1.2 multiplica-
se, preferencialmente, no trato genital (ESTEVES, 2007).

O virus provoca doenca mediante varios caminhos diferentes, como
infeccdo primaria restrita ao trato respiratorio, olhos e trato reprodutivo. Ocorre
disseminacdo sistémica para muitos Orgaos por viremia, bem como por
disseminacao neuronal (RADOSTITS et al., 2002).

A replicacdo no sitio primario de infeccdo resulta em uma massiva

producdo de virus. A disseminacdo viral nos tecidos pode ocorrer por dois



caminhos: os virus saem para o meio extracelular e vao infectar novas células
e/ou ocorre uma disseminacdo célula a célula. As novas progénies virais sdo
excretadas na mucosa nasal em altos titulos, sendo este o fator responsavel
por uma rapida disseminacao da infeccdo dentro de um rebanho (CAMPOS,
2009).

Em adultos, o BoHV-1 pode causar somente sinais clinicos brandos,
mas em animais jovens, incluindo os recém-nascidos, pode ser o responsavel
por problemas mais graves como, por exemplo, dar inicio a doenca respiratoria
de bovinos, pela sua habilidade em modificar o ambiente do trato respiratério
superior e causar imunossupressado. O BoHV-1 encontra-se difundido por todo
0 mundo, incluindo o Brasil (ANDRADE, 2005). Cada rebanho infectado parece
ter uma forma predominante da doenca, mas alguns animais também podem
demonstrar sinais de outras formas durante uma endemia (REBUN, 2000).

A prevaléncia das infec¢des pelo BoHV-1 em rebanhos brasileiros esta
em torno de 30%, sendo que grande parte das propriedades apresenta animais
sorologicamente positivos (ANDRADE, 2005).

2.1.1 Forma respiratéria

A IBR é a forma classica da doenca provocada pelo BoHV-1 (CAMPOS,
2009). O virus infecta as cavidades nasais e o0 trato respiratério superior
resultando em rinite, laringite e traqueite (RADOSTITS et al., 2002). A infecgéo
respiratéria pelo BoHV-1 € a mais comum e pode ocorrer sozinha, ou em
conjunto com a conjuntival (REBUM, 2000).

A forma nao-complicada da doenca respiratoria em bovinos nao é
altamente fatal, sendo a maioria das perdas devidas, principalmente, a uma
broncopneumonia bacteriana secundaria (RADOSTITS et al., 2002).

A forma respiratOria associa-se a alta morbidade e baixa mortalidade
(REBUN, 2000), sendo essas taxas mais elevadas em bovinos de engorda do
que em rebanhos leiteiros por causa da frequente introducdo de animais

suscetiveis. As fontes principais de infeccdo sdo o exsudato nasal e goticulas



de saliva, secrecdes genitais, sémen, bem como liquidos e tecidos fetais
(RADOSTITS et al., 2002).

Os animais infectados mostram sinais clinicos durante 7 a 14 dias e se
recuperam com o tempo, a menos que sobrevenha uma infeccdo secundaria.
Os principais sinais clinicos incluem descarga nasal que evolui de serosa a
mucopurulenta, febre alta, depresséo, anorexia e presenca de crosta necrotica
ressecada no focinho (REBUN, 2000).

2.1.2 Forma reprodutiva

7

O BoOHV-1 é o patdgeno mais comumente encontrado no sémen
bovino, sendo associado a reducédo de fertilidade e desenvolvimento fetal
anormal (MOORE et al., 2000).

A vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) ndo é muito observada e se
manifesta como placas, erosdes, Ulcera e inflamagdo nas membranas vaginais
e vulvares (REBUN, 2000). Esta doenca normalmente € descoberta quando a
fémea levanta a cauda para realizar o ato de miccao ou defecacédo e demora a
retorna-la a posicédo original. O exame interno revela pustulas ou placas de
material necrético branco e material mucopurulento no assoalho vaginal
(CAMPQOS, 2009).

A afeccdo pode se alastrar atraveés do coito a partir de touros infectados
com balanopostite pustular infecciosa (IPB). Nos machos a enfermidade é
caracterizada por lesbes avermelhadas no prepucio ou no pénis que tendem a
formar papulas, vesiculas ou pustulas ou pelo uso de sémen infectado
(CAMPOS, 2009; REBUN, 2000).

Um dos efeitos mais graves relacionados aos problemas reprodutivos
causados pelo BoHV-1 pode ser observado em animais prenhes (ANDRADE,
2005). O virus pode ser transportado por leucécitos periféricos para a placenta
e transferido ao feto, que € altamente suscetivel ao virus, que apresenta uma
infeccdo hiperaguda geralmente fatal, causando o aborto principalmente no
terco final da gestacdo (RADOSTITS et al., 2002; ANDRADE, 2005).

Podem ocorrer abortos associados a qualquer forma da doencga, durante
a fase aguda ou nas semanas seguintes a uma endemia (REBUN, 2000).



2.1.3 Forma ocular

A forma conjuntival coexiste, por vezes, com a forma respiratéria
(REBHUN, 2000). A disseminacdo a partir das cavidades nasais para 0s
tecidos oculares provavelmente ocorre por meio dos ductos lacrimais
(RADOSTITS et al., 2002) e causa conjuntivite com edema e tumefacdo da
conjuntiva, formacdo de placa multifocal nas conjuntivas, edema corneal
periférico, vascularizacdo profunda, descarga ocular serosa, que se torna
mucopurulenta dentro de 2 a 4 dias (REBUN, 2000; RADOSTITS et al., 2002).

2.2 Herpesvirus bovino 5

A infeccao pelo herpesvirus bovino 5 causa meningoencefalite herpética
em bovinos de todas as faixas etéarias, principalmente nos jovens. No Brasil,
encefalites causadas pelo BoHV-5 tém sido confirmadas de forma crescente
nos rebanhos, sendo considerada a segunda maior causa de encefalite com
etiologia determinada em bovinos, sendo a primeira a raiva (SOUZA et al.,
2002; SANCHES et al., 2000).

Surtos de meningoencefalite causados pelo BoHV-5 foram descritos na
Australia (1962), Estados Unidos (1963, 1974), Canada (1975), Hungria (1969),
Argentina (1983) e Uruguai (1982). Embora previamente atribuida ao BoHV-1,
a encefalite pelo BoHV-5 vem sendo descrita no Rio Grande do Sul desde
1987, acometendo bezerros de menos de um més de idade, bezerros recém
desmamados e de até 2,5 anos de idade (SALVADOR et al.,1998). Existem
casos descritos também nos estado do Rio de Janeiro, Minas Gerais (SOUZA
et al., 2002), Mato Grosso (COLODEL et al., 2002), Mato Grosso do Sul, Séo
Paulo (SALVADOR et al.,, 1998), Para (Riet-Correa et al., 2006), Distrito
Federal e Parana (CLAUS, 2002) e ha indicios de que seja enzodtica em todo o
pais.

A patogenia da infeccédo pelo BoHV-5 ndo é completamente conhecida.

A contaminagao, provavelmente, ocorre nos primeiros dias de vida, uma vez



que atinge principalmente animais jovens (SPILKI et al., 2006). As principais
portas de entrada do virus sdo as superficies mucosas do trato respiratorio. A
transmissado é, geralmente, associada ao contato intimo com essas superficies
e suas secrecdes, mas 0 virus também pode ser propagado por meio de
aerossois (HALFEN; VIDOR, 2001). Apés a penetracao pela via nasal, o BoHV-
5 replica na mucosa do trato respiratorio superior produzindo sinais
respiratérios leves a moderados. A replicacdo priméria na mucosa nasal pode
persistir por mais de 15 dias e, frequentemente, é seguida de invasao e
replicacdo viral no SNC, resultando em meningoencefalite herpética néao
supurativa (DIEL et al., 2005).

O BoHV-5 tem a capacidade de invadir e se replicar em areas
profundas do encéfalo durante a infeccdo aguda e como nem toda infeccdo €
fatal, o virus pode permanecer latente em algumas destas areas. DNA do
BoHV-5 tem sido detectado frequentemente no ganglio do nervo trigémio, e
ocasionalmente em outras é&reas do encéfalo e traquéia de animais
experimentalmente infectados. Durante a infeccdo aguda, o virus pode ser
encontrado em diversas regides do encéfalo, em titulos altos a moderados
(VOGEL et al., 2003).

A disseminacgdo do virus no sistema nervoso, a partir de uma infecgéo
primaria, ocorre através da penetracdo via neurbnios sensoriais periféricos
(ESTEVES, 2007). A rota de infeccdo do SNC ainda nao é definida, embora
tanto a rota de nervo olfatorio quanto a trigemeal tém sido descrita (DELHON et
al., 2003).

O curso da doenca, apés infeccdo experimental, depende da rota de
inoculacdo, do estado imune e da idade do animal, além da viruléncia da
estirpe viral infectante. Animais de até 4 meses de idade sdo o0s mais
susceptiveis. Durante a primeira semana pos-inoculacdo intranasal, os animais
apresentam sinais de rinite, conjuntivite ou mesmo se mantém assintomaticos.
Neste ponto, os animais podem se recuperar da infeccdo, progredir para
doenca neuroldgica ou morrer (DELHON et al., 2003).

Geralmente esta infec¢do é fatal, porém em alguns casos de infec¢bes
agudas e na dependéncia do sitio de replicacdo do virus no cérebro, essa
infeccdo pode ser assintomatica com estabelecimento de laténcia viral,

podendo o virus ser detectado em varias regides do cérebro. No entanto,
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somente animais com infec¢des sintomaticas apresentam titulos soroldgicos,
sejam altos ou moderados (BELTRAO et al., 2000).

2.2.1 Sinais Clinicos

Os principais sintomas neurolégicos geralmente aparecem a partir do dia
9 ou 10 péds-infeccdo e incluem nistagmo, bruxismo, opistétono, amaurose,
sialorréia, andar em circulos, ataxia, tremores musculares e convulsées. Os
sinais neuroldgicos sdo progressivos e geralmente resultam em morte. O
periodo de evolucdo da doenca é de 1 a 15 dias, sendo mais comum entre 4 e
7 dias (SALVADOR et al., 1998; SANCHES et al., 2000; COLODEL et al., 2002;
ELIAS; SCHILD; RIET CORREA, 2004; DIEL et al., 2005; ISERNHAGEN,
2005).

Vogel et al. (2003) encontraram DNA de BoHV-5 em diversas areas do
SNC, além do ganglio do nervo trigémeo, em animais com infeccéo latente
experimentalmente contaminados. O DNA foi frequentemente encontrado no
cortex cerebral, talamo, mesencéfalo, ponte e cerebelo e, menos

frequentemente, no bulbo olfatério.

2.2.2 Achados de necropsia/ histopatologia

A necropsia normalmente ndo existem alteracdes significativas. As
alteragbes histoldégicas com infiltrado de células mononucleares e areas de
malacia séo caracteristicas, variam em gravidade e nado se distribuem
uniformemente pelo encéfalo (ISERNHAGEN, 2005). Salvador et AL. (1998)
relataram achados inespecificos como congestdo, éareas de malacia,
achatamento das circunvolugdes, protusdo do cerebelo pelo foramen magno e
pontos hemorragicos no cortex cerebral.

A principal alteracdo histolégica encontrada no SNC €& uma
meningoencefalite difusa, nao-supurativa, associada a necrose neuronal
macica, atingindo grandes extensfes do coértex, ndo apresentando padréo
laminar, mas envolvendo todas as camadas corticais. Estas areas séao

caracterizadas pela presenca de neurdnios acentuadamente eosinofilicos,
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retraidos, com aumento do espaco perineural (ELY et al., 1996; SALVADOR et
al., 1998; CARON et al., 2002; D’ARCE et al., 2002; FERRARI et al., 2007;).

A distribuicdo da necrose neuronal, envolvendo todas as camadas
corticais, encontrada nas infeccbes com o BoHV-5, mostra-se diferente
daquela necrose laminar profunda ou intermediaria tradicionalmente
reconhecida como polioencefalomalédcia. Outra diferenca importante € a
presenca de corpusculos de inclusdo intranucleares, localizados,
principalmente, nas areas de necrose neuronal. Isso demonstra necessidade
de um estudo microscopico detalhado de todos os segmentos do encéfalo para

diferenciar estas duas doencas (SALVADOR et al., 1998).

2.3 Diagnéstico

A elevacdo das células mononucleares no liqguor é a alteracdo mais
importante como auxilio do diagnostico ainda em vida. As alteracbes no
leucograma sao discretas e inespecificas (ISERNHAGEN, 2005).

Dentre os métodos diagnosticos para deteccdo do BoHV-1 e BoHV-5,
estdo o isolamento viral, sorologia e ensaios imunoenzimaticos, porém todas
estas técnicas dependem de uma boa qualidade da amostra e da viabilidade
viral (MOORE et al., 2000).

Em rebanhos vacinados contra o BoHV-1, os métodos de diagndstico
sorologico tradicionais apenas indicam a presenca da infec¢cdo, ndo podendo
ser empregados para a realizagdo do diagnéstico conclusivo. Outro
inconveniente inclui a soroconversao pds-vacinal em animais imunizados com
vacinas produzidas por metodologias tradicionais, nos quais ndo € possivel
diferenciar os resultados soroldgicos positivos ocasionados pela infeccéo
natural, daqueles resultantes da vacinacao (TAKIUCHI et al., 2003).

O isolamento viral é a técnica padrao para o diagnostico do BoHV-1 e do
BoHV-5, porém é uma técnica trabalhosa e necessita da manutencéo de cultivo
celular e estoque de virus. Apos um periodo variavel de incubacgéo, a presenca
do virus é evidenciada pelo efeito citopatico caracteristico do virus. Obtém-se o

resultado dentro de 3 a 5 dias, porém ndo permite diferenciacdo clara entre
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BoHV-1 e BoHV-5. As técnicas imunolégicas, com deteccdo de antigenos,
apesar de nao exigirem a infecciosidade da particula viral, exigem a integridade
da mesma. Com isso, as formas de conservacao, e mesmo de transporte, das
amostras podem ser de fundamental importancia para o sucesso diagnostico
etiologico conclusivo (TAKIUCHI et al., 2003; FERRARI et al., 2007).

A imunohistoquimica é geralmente a primeira escolha para o
diagnostico. No entanto, o uso de anticorpos monoclonais para a deteccao de
antigenos especificos, a partir de amostras de necropsias, se torna inviavel
devido a grande quantidade de amostras a serem avaliadas e ao alto custo dos

reagentes (FERRARI et al., 2007).

2.4 Diagnéstico molecular

Dificuldades de isolamento do BoHV-5 mesmo em condigbes
experimentais, principalmente associadas a infeccdo latente, tém sido
descritas, o que torna a PCR um importante meio de diagnéstico (BARROS et
al., 2006). Esta técnica tem se tornado uma importante ferramenta para os
virologistas veterinarios (MOORE et al., 2000; TAKIUCHI et al., 2003), pois a
mesma indica a presenga do genoma viral e ndo a atividade do virus e néo
exige a viabilidade da particula viral, possibilitando o diagndstico em materiais
bioldgicos de animais de producéo, coletados a campo, que nem sempre sao
conservados adequadamente (CLAUS, 2002); além disso, apresenta como
vantagem a rapidez na obtencdo dos resultados e, quando devidamente
padronizada, altas taxas de sensibilidade e especificidade (TAKIUCHI et al.,
2003; FERRARI et al., 2007).

O uso da técnica da PCR especifica para BoHV-5 para o diagnéstico de
doencas neuroldgicas em bovinos deve ser feito com cautela, pois animais com
infeccbes latentes e que sofram de alguma outra enfermidade neuroldgica
podem ter o diagndstico errbneo de meningoencefalite por BoHV-5, ocultando
outras doencas neurologicas importantes e com alto potencial zoonatico, como
€ 0 caso da raiva, que podem ser a real causa dos sinais clinicos do animal.

Em outras palavras, a detecgcdo do DNA do BoHV-5 em cérebros de bovinos
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com sinais neurolégicos sem o isolamento viral concomitante ou a deteccao de
antigeno viral, pode ndo indicar necessariamente infeccdo aguda por BoHV-5
(VOGEL et al., 2003).

Diversas técnicas de PCR tém sido desenvolvidas com o passar dos
anos, a necessidade do desenvolvimento de metodologias capazes de
diferenciar o BoHV-1 do BoOHV-5 tem levado a padronizagdo de PCR
diferenciais (CAMPQOS, 2009).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

- Avaliar a presenca do BoHV-5 e do BoHV-1 em uma colecdo de
amostras de SNC de bovinos assintomaticos e com encefalopatias.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Utilizar a técnica da PCR para demonstrar que bovinos sadios ou
portadores de outras encefalopatias podem ser portadores de infeccéo latente

por BoHV-5 e por BoHV-1.

- Avaliar comparativamente o percentual de amostras positivas

provenientes de animais assintomaticos e com encefalopatias.
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CAPITULO Il

PRESENCA DO GENOMA DE HERPESVIRUS BOVINO 5 E DO
HERPESVIRUS BOVINO 1 NO SNC DE BOVINOS SADIOS E
PORTADORES DE MENINGOENCEFALITE HERPETICA E OUTRAS
ENCEFALOPATIAS

INTRODUCAO

As encefalopatias em bovinos constituem um grupo de enfermidades
importantes, geralmente fatais, que causam em todo mundo grande perda
econdmica (SILVA et al., 1998).

A importancia das doencas do sistema nervoso de bovinos cresceu
desde o aparecimento, ha cerca de 20 anos, da encefalopatia espongiforme
bovina (EEB). Aproximadamente 10 anos apds o aparecimento da EEB, o
consumo de carne e derivados foi associado ao surgimento, em humanos, de
uma enfermidade semelhante a Creutzfeldt Jakob (CJD), passando entdo a
EEB a ser considerada zoonose. ApOs 0 aparecimento desta doenca, paises
importadores de carne passaram a bloquear as importacdes de paises que
tiveram a doenca ou que nao tivessem dados concretos sobre a prevaléncia
das doencas do sistema nervoso central (SNC) em seu rebanho bovino
(BARROS et al., 2006).

Devido a significantes perdas na industria bovina como resultado da
infeccdo distribuida mundialmente pelos BoHVs, as Comunidades Americana e
Européia tém imposto estrito controle sanitario de sémen e embrides,
estabelecendo programas de erradicacdo que afetam diretamente o comércio
bovino mundial. O Brasil, como maior exportador de carne bovina para a
Europa e Asia, deve se atentar a uma detalhada revisdo de seus programas
sanitarios (FERRARI et al., 2007)
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Autoridades sanitarias internacionais estdo solicitando dos paises
exportadores de carne, como € o caso do Brasil, que apresentem evidéncias de
que seus rebanhos sdo considerados como risco desprezivel de adquirir EEB.
Isso equivale a dizer que os paises devem estar capacitados a identificar
outras doencas que afetam o SNC de bovinos, mesmo na auséncia de casos
de EEB (BARROS et al., 2006).

O diagnéstico diferencial das encefalopatias de bovinos é parte
fundamental da vigilancia da encefalopatia espongiforme bovina, coordenada
pelo Programa Nacional de Controle da Raiva dos Herbivoros (PNCRH) do
Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA), instituido em
1966.

Este diagnostico diferencial sempre se impde como um desafio ao
clinico e o apoio laboratorial criterioso é indispensavel nestes casos. O
diagnéstico ante mortem € dificil de ser realizado devido a auséncia de sinais
clinicos patognomoénicos da maioria das doencas neuroldgicas. Por este
motivo, o diagndstico post mortem com auxilio de métodos laboratoriais se
torna indispensavel (HALFEN; VIDOR, 2001).

No Brasil, tem sido relatado aumento dos casos comprovados de
meningoencefalite pelo herpesvirus bovino 5 (BoHV-5), particularmente na
regido Sudeste, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul.
Porém, a maioria dos casos de encefalite por BoHV-5 no Brasil ndo é
diagnosticado ou é confundida com raiva, intoxicacdo por cloreto de sddio
(NaCl) e botulismo (SPILKI et al., 2006).

Embora o BoHV-1 possa estar esporadicamente associado a casos de
encefalite, o BoHV-5 é o0 principal responsavel pela ocorréncia de
meningoencefalites fatais em bovinos (MEYER et al., 2001). H& relatos do
isolamento do BoHV-5 em casos de aborto (ELY et al., 1996) e no sémen
(GOMES et al., 2003).

Os herpesvirus bovinos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) 5 séo virus de DNA de
fita dupla, com envelope glicoprotéico, que pertencem a subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus (Comité Internacional de taxonomia
Viral). A principal propriedade biologica dessa subfamilia é a capacidade de
estabelecer laténcia em neurbnios dos ganglios sensoriais apos a infeccéo
aguda (SILVA et al., 1998; ESTEVES, 2007).
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Os principais sintomas observados na meningoencefalite herpética séo
nistagmo, bruxismo, opistétono, amaurose, sialorréia, andar em circulos,
ataxia, tremores musculares e convulsdes (SALVADOR et al., 1998; SANCHES
et al.,, 2000; COLODEL et al., 2002; ELIAS; SCHILD; RIET CORREA, 2004,
DIEL et al., 2005; ISERNHAGEN, 2005).

Com base nos comentarios avaliados, estudos para a elucidacdo dos
aspectos apontados se justificam por permitir melhor analise da presenca do
virus, utilizando-se a técnica da PCR, do genoma do BoHV-5 em bovinos
portadores ou ndo de encefalopatias. Esta informacdo é essencial para a
avaliacdo da real incidéncia da meningoencefalite por BoHV-5 no rebanho
brasileiro e para o correto diagndéstico das encefalopatias de bovinos. Através
dessas informacfes, pode-se instituir com seguranca o correto diagnostico
diferencial das encefalopatias em bovinos no Brasil, diminuindo a incidéncia de
diagnésticos errbneos de meningoencefalite por BoHV-5 e permitindo que o
pais se enquadre nas condi¢des sanitdrias internacionais para a exportacédo

qualquer produto de origem bovina.

MATERIAL E METODOS

Amostras bioldgicas

Para a realizagdo da PCR deste estudo foram utilizadas amostras
provindas de trés fontes:

1. Amostras de partes distintas do SNC oriundas do Hospital
Veterinario da Universidade de Londrina de 17 animais com encefalopatias: 7
com diagnéstico de BoHV-5, 2 com diagnéstico de polioencefalomalacia, 2 com
diagnéstico de encefalopatia hepatica, 2 com diagnostico de encefalite
bacteriana, 1 com diagndstico de intoxicagao por clorpirifés, 1 com intoxicacao
por carbamato, 1 com diagnéstico de traumatismo craniano e 1 sem
diagnostico definitivo.

2. Amostras de cOrtex de 68 animais com encefalopatias oriundas do
Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia: 33 animais com diagndstico

confirmado de raiva, 8 com diagndéstico de botulismo, 7 com diagnostico de
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BoHV-5, 5 com diagndstico de carbunculo sintomatico, 3 com diagnostico de
polioencefalomalacia, 2 com diagnéstico de diarréia viral bovina, 1 com
diagnéstico de babesiose cerebral,1 com diagndstico de eimeriose nervosa, 2
com diagnostico de encefalite bacteriana e 6 sem diagnostico definido.

3. Amostras de partes distintas do SNC (pool de cortex, cerebelo e
tronco encefélico) de 30 animais sadios de matadouro.

ApOs a morte natural, eutanasia (Hospitais Veterinarios) ou abate
(matadouro) dos animais, as cabecas foram removidas através de
desarticulacdo atlantooccipital e amostras do sistema nervoso central (cortex,
cerebelo e tronco encefalico) foram colhidas, exceto dos animais provindos do
HV-UnB, de onde foram analisadas apenas amostras do cértex devido a falta
de material armazenado das demais por¢cdes. As amostras foram
separadamente acondicionadas em sacos plasticos identificados, congeladas a
-20°C e destinadas as técnicas da PCR.

O material biolégico (cértex) de animais com doengas neurologicas
atendidos no HV-UnB foi colhido durante os anos de 2000 a 2005, enquanto o
material provindo do HV-UEL foi colhido durante os anos de 2003 a 2009 e
ambos encontravam-se congelados a -20°C. Os diagnésticos prévios destes
animais foram estabelecidos pelos métodos clinicos e/ou clinicos e

laboratoriais de acordo com a doenca em questao.

Determinagdes laboratoriais

As amostras foram processadas no Laboratorio de Virologia Animal da
Universidade Estadual de Londrina para a pesquisa dos genomas do BoHV-1 e
BoHV-5.

Extracdo do DNA

As amostras do sistema nervoso (500 pL) foram maceradas em meio de
cultivo PBS (phosphate buffer saline = tampé&o salino-fosfato) pH 7.2,

homogeneizadas e centrifugadas. Aliquotas de 500 uL do sobrenadante destes
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macerados foram tratadas com tampao de lise, constituido por Dodecil Sulfato
de Sédio (SDS) a 1% e 0,2 mg/mL de proteinase K (Glico BRL®). As amostras
foram entdo homogeneizadas em vértex por aproximadamente 15 segundos e
mantidas em banho-maria a 56°C durante 30 minutos.

Para a extracdo do DNA viral, a metodologia utilizada foi uma
associacdo das técnicas do fenol/cloroférmio/alcool isoaminico (THEIL et al.,
1981) e da silica/tiocinato de guanidina (BOOM et al., 1990) com modificacdes
descritas por Alfieri et al. (2004). Esta associacdo otimiza a remocao de
proteinas celulares contaminantes e outras macromoléculas além de
intensificar a purificacdo das moléculas de DNA.

As amostras foram tratadas com 450 pl de solugéo de fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizadas em vortex por 15 s e mantidas em
banho-maria a 56°C durante 15 min. Apds este periodo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 x g/10 min para coleta do sobrenadante. Em seguida, a
fase aquosa foi processada em silica / tiocianato de guanidina. Ao final, o DNA
foi lavado em 50 pL de agua ultra pura autoclavada, centrifugado a 10.000 x g
por 2 min para recuperacdo do sobrenadante e mantido a —20°C até o

momento do uso.

PCR

As amostras extraidas foram submetidas a técnica da PCR/Nested-PCR
(NPCR) empregando-se primers que codificam a glicoproteina D. Os primers
utilizados foram P3 sense (5'GCTGTGGGAAGCGGTACG3' nt.351-368), P4
anti-sense (5’GTCGACTATGGCCTTGTGTGC3' nt.817-796) e P5 sense
(5’ACGGTCATATGGTACAAGGACAGCG3 nt.394-42), padronizados por
Takiuchi et al., 2003.

Para a primeira reacédo foram empregados os primers P3 e P4, e para a
segunda amplificacdo (Semi-Nested-PCR) foram utilizados os primers P4
(interno) e P5 (externo). A utilizagdo destes primers resulta na amplificacdo de
um segmento de 425pb tanto para o BoHV-1 quanto para o BoHV-5.

A desnaturacéo inicial do DNA foi realizada em uma solucdo contendo 5
uL de DNA extraido e 5 uL de DNA MIX [20 pmol de cada primer (P3/P4) e 3
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puL de agua ultra pura autoclavada] submetida a 94 °C por 7 min e imersa em
gelo até a realizacdo da préxima etapa, evitando com isso o fechamento das
fitas de DNA. A primeira amplificacdo foi realizada através da adicdo a amostra
de 40 pL de PCR-MIX constituido por 1,6 mM de dNTP (Invitrogen™ Life
Technologies, EUA); 2.5 unidades de Platinum Tagq DNA Polymerase
(Invitrogen™ Life Technologies, EUA); 1X PCR buffer (20mM Tris—HCI pH 8.4;
50mM KCI); 1.5mM de MgCl, (Invitrogen™ Life Technologies, EUA); 8% de
dimetilsulféxido (DMSO) e 21,8 uL de agua ultra pura autoclavada, totalizando
50 pL por amostra.

As amplificacdes foram realizadas em termociclador (PTC-200, MJ
Research Co., Water Town, MA, EUA) de acordo com as seguintes
especificagbes: desnaturacao inicial: 4 min a 94°C seguido de 40 ciclos a 94 °C
por 1 min ; 60°C por 1 min; 72°C por 1 min e extens&o final a 72 °C por 7 min.

Para a realizacdo da Nested-PCR (N-PCR), foram utilizados 8 uL do
produto da primeira amplificacdo adicionados de 47 pL de NPCR MIX
constituido pelas mesmas concentracdes de reagentes utilizadas no primeiro
ciclo de amplificagdo: dNTP, Platinum Taq DNA Polymerase, PCR buffer,
MgCl,, e DMSO. Além disso, foram adicionados 20 pmol de cada primer (P4 e
P5) e 26,8 uL de &gua ultra pura autoclavada, totalizando 55 pL por amostra.
As reacodes foram realizadas em 30 ciclos com mesmas condi¢cdes de tempo e
temperatura da primeira amplificacéo.

Aliquotas de 10 pL dos produtos amplificados na NPCR foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 2 %, com solugéo de brometo
de etidio (0,5pug/mL), em solucdo de TEB pH 8,4 (tris 89mM, acido borico
89mM, EDTA 2mM), sob voltagem constante (90V) por aproximadamente 40
min, visualisados em transluminador ultravioleta (UV) e fotodocumentado em
sistema digital (Electrophoresis Documentation and Analysis System 290,
KODAK®, New York, EUA).

PCR diferencial BoHV-1 e BoHV-5 (Multiplex-PCR)
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As amostras positivas na NPCR foram submetidas a novo processo para
diferenciagao entre BoHV-1 e BoHV-5 (M-PCR). Para isso foram utilizadas as
amostras de DNA extraidas anteriormente dos macerados de SNC. Estas
foram submetidas a técnica da PCR de acordo com o descrito por Claus
(2002), empregando-se oligonucleotideos iniciadores desenhados com base na
sequéncia do gene que codifica a glicoproteina C: B5, especifico para o BoHV-
5 (5'CGG ACG AGA AGC CCT TGG 3’ - nt 322-339); B1, especifico para o
BoVH-1 (5°CAA CCG AGA CGC AAA GCT 3 — nt 185-204) e Bcon, primer
consenso [5’AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG 3'-nt 461-480 (BoHV-5) e nt
519-538]. A utilizac&do destes primers resulta na amplificagdo de um segmento
de 354pb para o BoHV-1 e 159pb para o BoHV-5.

Nesta etapa, foram utilizados 5 pL de DNA extraido e 5 pL de DNA MIX [
20 pmol de cada primer (B5 e Bcon para BoHV-5 e B1 e Bcon para BoHV-1) e
3 pL de agua ultra pura autoclavada) sujeitos a 94 °C por 7 min para
desnaturacdo e imersa em gelo até a realizagdo da proxima etapa, evitando
com isso o fechamento das fitas de DNA. Para a amplificacéo utilizou-se 40 pL
do PCR-MIX descrito anteriormente, sendo realizada em termociclador com as
seqguintes especificaces: desnaturacdo inicial 4 min a 94°C seguido de 40
ciclos a 94 °C por 1 min ; 60°C por 1 min; 72°C por 1 min e extensao final a 72
°C por 7 min.

As amostras foram primeiramente analisadas por eletroforese em gel de
agarose a 2 %, e os resultados positivos foram confirmados através de
eletroforese em gel de poliacrilamida a 7,5% corado com nitrato de prata.
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RESULTADOS

No presente estudo nenhuma amostra apresentou resultado positivo

para o herpesvirus bovino 1.

Universidade de Brasilia

Foram examinadas 68 amostras de SNC de animais com doenca
neuroldgica, das quais 33 pertenciam a animais raivosos confirmados. Do total
de amostras, 21 (30,88%) apresentaram resultado positivo para presenca do
genoma do BoHV-5, dos quais 3 casos foram de amostras de animais sem
diagnoéstico conclusivo, 7 casos de animais com diagnéstico confirmado de
raiva, 7 casos com infeccdo por BoHV-5, 1 caso de animal com
polioencefalomalacia, 1 caso de animal com botulismo, 1 caso de animal com
encefalite bacteriana e 1 caso de animal com carbunculo sintomético (Tabela 1;

Figura 1).

Tabela 1: Resultados das M-PCR para deteccdo do DNA do BoHV-5 das
amostras da Universidade de Brasilia.

Material Numero de Quadro clinico diagnosticado Total' r'esultado
Analisado amostras como: positivo para
(animais) BoHV-5
Cortex 6 Inconclusivo 3 (50%)
Cortex 7 BoHV-5 7 (100%)
Cortex 8 Botulismo 1 (12,5%)
Cortex 2 Encefalite 1 (50%)
Cortex 3 Polioencefalomalacia 1 (33,3%)
Cortex 5 Carbunculo sintomatico 1 (20%)
Cortex 33 Raiva 7 (21,2%)
Cortex 2 Diarréia Viral Bovina 0
Cortex 1 Babesiose cerebral 0

Cortex 1 Eimeriose nervosa 0
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Figura 1: Resultado da M-PCR para a detec¢cdo do DNA do BoHV-5 em gel de
agarose a 2% de amostras da Universidade de Brasilia. Canaleta 1:
Controle positivo BoHV-5 com 159pb — estirpe AAQ1, Canaletas 2 a 6; 8 e 11:
Amostras positivas cortex, Canaletas 7 e 9: Amostras negativas cortex,
Canaleta 10: Agua ultra-pura autoclavada (controle negativo).

Universidade Estadual de Londrina

Da amostras examinadas, apenas duas (2/17 animais — 11,76%)
apresentaram resultado positivo para a presenca do genoma de BoHV-5,
sendo estas amostras provindas de animais com diagndstico prévio de BoHV-5
(Tabela 2; Figura 2).
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Tabela 2: Resultados das M-PCR para a deteccdo do DNA do BoHV-5 para
deteccdo do DNA de BoHV-5 das amostras da Universidade Estadual de

Londrina.
NUmero
Material de Quadro clinico To(t)z;litriszult;io
Analisado amostras diagnosticado como: P BoHV-%
(Animais)
Pool cortex 0
Cerebelo 7 BoHV-5 1 (14,28%)
Tronco encefalico 1 (14,28%)
Pool cortex L 0
Intoxicacéao
Cerebelo 1 0
N carbamato
Tronco encefalico 0
Pool cortex 0
Cerebelo 1 Trauma cranial 0
Tronco encefalico 0
Pool cortex 0
Cerebelo 1 Inconclusivo 0
Tronco encefalico 0
Pool cortex 0
Cerebelo 1 Intoxicagao clorpirifés 0
Tronco encefalico 0
Pool cortex _ 0
Encefalopatia
Cerebelo 2 . 0
. hepatica

Tronco encefalico 0
Pool cortex 0
Cerebelo 2 Polioencefalomaléacia 0
Tronco encefalico 0
Pool cortex 0
Cerebelo 2 Encefalite bacteriana 0
Tronco encefalico 0
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Figura 2: Resultado da M-PCR para a detec¢cdo do DNA do BoHV-5 em gel de
agarose a 2% das amostras da Universidade Estadual de Londrina. Canaleta
1: Controle positivo BoHV-5 com 159pb — estirpe AAO1, Canaleta 2: Amostra
positiva cerebelo, Canaleta 3: Amostra positiva tronco encefalico, Canaleta 4:
Amostra negativa, Canaleta 5: Agua ultra-pura autoclavada (controle

negativo).

Matadouro
Das 30 amostras avaliadas, 2 (7%) apresentaram resultado

positivo para presenca do genoma de BoHV-5 (Tabela 3) (Figura 3).

Tabela 3: Resultados das M-PCR para deteccao do DNA do BoHV-5 das

amostras do matadouro.

_ _ Total de amostras  Total resultado positivo para
Material analisado

(animais) BoHV-5
Tronco encefalico 2 (7%)
Cortex 30 0

Cerebelo 0
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Figura 3: Resultado da M-PCR para a detec¢gdo do DNA do BoHV-5 em gel de
agarose a 2% das amostras do matadouro. Canaleta 1: Controle positivo
BoHV-5 com 159 pb — estirpe AAOl, Canaletas 2 e 3: Amostras positivas

tronco encefalico, Canaleta 4: Agua ultra-pura autoclavada.
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DISCUSSAO

Contradizendo autores que afirmam que o herpesvirus bovino tipo 1 &
principalmente atribuido a problemas respiratorios e reprodutivo e raramente a
encefalite, Silva et al. (2007), encontraram genoma de BoHV-1 em 19,3% (5
em 26 casos) dos encéfalos de bovinos com doencas neurologicas. Esses
achados indicam a necessidade de se considerar sempre o BoHV-1 como
suspeito em casos de doenca neuroldgica, embora o BoHV-5 seja 0 mais
frequentemente envolvido. A auséncia de resultados positivos nesse estudo
para o genoma do BoHV-1 contradiz esses dados, mas a abrangéncia deste
estudo foi pequena em comparacdo com o estudo realizado por Silva et AL.
(2007). Estudos anteriores demonstraram que a infeccdo por BoHV-1 com a
sintomatologia classica (respiratéria e reprodutiva) encontra-se difundida em
todo o Brasil, 0 que faz com que mais pesquisas desse agente no SNC sejam
necessarias.

Em relacéo a técnica utilizada essa se mostrou de grande eficiéncia para
a identificacdo do genoma do BoHV-5 em amostras do SNC, inclusive em
amostras armazenadas por um periodo superior a 5 anos. Nesse estudo, a
possibilidade de contaminacdo de amostras durante as etapas de extracao foi
eliminada pela ndo contaminacéo dos controles negativos.

A utilizagdo de 8% de DMSO e a concentracdo de 1,5mM de MgCl,
foram descritas por Takiuchi et al. (2003), que afirmaram que o efeito benéfico
do DMSO na reacao pode ser explicado pela alta quantidade de ligacdes G-C
na regiao alvo selecionada, e que o reagente promove desestabilizacdo da fita
dupla de DNA, facilitando o anelamento dos primers. Afirmaram também que,
se for utilizada concentracdo superior a 1,5mM de MgCl, sdo produzidos
rastros que prejudicam a visualizacdo das bandas na leitura do gel.

Varias técnicas de PCR vém sendo desenvolvidas para a deteccdo de
BoHV-5 em tecidos frescos (recém colhidos), porém, estudos para
desenvolvimento de técnicas de PCR para a deteccdo de BoHV-5 em tecidos
fixados e parafinados ainda sdo poucos, 0 que impede o processamento de
material estocado de animais nos casos em que nao houve um diagndstico

definitivo, ou mesmo para levantamentos epidemioldgicos sobre a doenca
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(FERRARI et al, 2007). No entanto, a grande quantidade de resultados
positivos encontrada nas amostras de Brasilia demonstra que, mesmo em
material mantido congelado por longos periodos, € possivel a detec¢cdo do DNA
viral, podendo, nesses casos, ser realizado levantamento epidemioldgico.

As amostras positivas provindas dos animais de matadouro foram da
mesma regido anatdbmica nos dois animais: o tronco encefalico. Todas as
amostras positivas provindas do Hospital Veterinario de Brasilia foram de
cortex, e as amostras do Hospital Veterinario da Universidade Estadual de
Londrina apresentaram resultado positivo tanto em cerebelo quanto em tronco
encefalico, o que condiz com Isernhagen (2005) e Vogel et al. (2003) que
afirmaram ndo haver regido distinta para a presenca do genoma viral no SNC.
Vale ressaltar que o numero de amostras positivas poderia ser maior se
houvesse outras regides para analise que nao o coértex, uma vez que 0 Vvirus
nao se distribui uniformemente no SNC.

Segundo Caron et al. (2002), diferengas nas rotas neuronais usadas
pelo virus para acessar o SNC durante a reativacdo e infeccdo aguda pode
contribuir para as diferentes distribuicbes no SNC. Em coelhos, apés a
inoculacao, a rota olfatoria parece ser a mais provavel via de migracdo do virus
ao SNC na infec¢do aguda; apés a inoculacdo subconjuntival do BoHV-1 em
coelhos, a infeccéo latente foi mais encontrada no ganglio trigémeo.

Os resultados encontrados nos animais do matadouro demonstram que
mesmo animais saudaveis podem ser portadores do herpesvirus bovino 5, e
confirmam as afirmacdes de que as infecgOes latentes geralmente ndo sé&o
seguidas do surgimento de sintomatologia clinica, o que faz com que o0s
préprios animais sejam responsaveis pela manutencao da doencga no rebanho.

Os resultados encontrados nos animais provenientes do Hospital
Veterinario da Universidade de Brasilia (30,88% de amostras positivas) sao
compativeis com Riet-Correa et al. (2006), que afirmaram que a
meningoencefalite herpética e mesmo a infeccdo latente pelo BoHV-5 em
bovinos do Brasil deve ser maior que a relatada na literatura. Nessas amostras
em particular, pdde-se demonstrar que mesmo amostras armazenas ha cerca
de 5 anos sédo aptas a serem processadas. Estes dados confirmam as
afirmacdes de Spilki et al. (2003) que afirmaram que quando o virus da raiva €

identificado no encéfalo de animais com sinais neurolégicos e devido a
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natureza da doenca e da fatalidade da mesma, geralmente ndo ha busca
rotineira por outros agentes que poderiam estar causando a enfermidade.

Nesse estudo demonstrou-se a infeccéo latente de BoHV-5 associada a
outras doencas do SNC. O principal achado foi o grande nimero de resultados
positivos em animais confirmadamente positivos para raiva. Spilki et al. (2003)
ja haviam relatado infec¢cdo mista do BoHV-5 e do virus rabico em um unico
bezerro que morreu raivoso, porém afirmaram nao ter sido possivel determinar
se 0 BoHV-5 teve algum papel ativo no desfecho da enfermidade, uma vez que
0 virus poderia estar presente em forma latente nos tecidos neurais. Talvez,
além do estresse causado pela encefalite, lesées provocadas pelo virus rabico
possam ser desencadeadores da multiplicagdo BoHV-5 no tecido nervoso, o
mesmo acontecendo com outras encefalopatias ou doencas,a excecdo da
polioencefalomalacia que poderia ser a infeccao pelo BoHV-5 uma das causas
segundo Riet et al. (2006).

O presente estudo é o primeiro a utilizar amostras de um grande namero
de animais com diagndstico positivo para raiva, o que demonstra a grande
importancia do correto diagnéstico das doencas neuroldgicas, pois a omissao
de alguns diagndsticos diferenciais pode mascarar o agente que realmente
estd causando a enfermidade no animal, colocando em risco a integridade
fisica das pessoas envolvidas no diagnoéstico dos animais ou mesmo dos
outros animais do rebanho.

llustrando esta importancia do correto diagndstico diferencial, Spilki et al.
(2006) descreveram infeccdo concomitante de BoHV-5 com o virus da diarréia
viral bovina (VDVB). Sugeriram que um evento imunossupressivo possa ser
necessario para a inducdo da meningoencefalite por BoHV-5 em bezerros e,
como o VDVB é um agente com capacidade imunossupressora, € esperado
que se encontrem bovinos com infeccdo mista de BoHV-5 e VDVB em

condi¢cbes de campo.

Riet-Correa et al. (2006) sugeriram ter encontrado encefalite por BoHV-5
secundarias a polioencefalomalacia. Afirmaram que é provavel que a
meningoencefalite por BoHV-5 seja mais frequente que o relatado e que é
possivel que muitos surtos ndo sejam diagnosticados, especialmente em se

tratando de casos isolados, em condicOes extensivas de criacdo. Além disso,
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defenderam que a necessidade do correto diagnostico diferencial das doencas
neuroldgicas, principalmente da encefalite por BoHV-5, se deve a importancia
do diagndstico diferencial com raiva e outras doengas que cursam com
sintomatologia nervosa semelhante, sendo necessario manter uma rotina de
diagnéstico que permita determinar as enfermidades que afetam o sistema
nervoso de bovinos.

Além disso, esse estudo demonstrou a alta frequéncia do virus latente
da meningoencefalite herpética na regido de Brasilia e entorno, o que faz com
gue mais pesquisas para a verificacdo da real incidéncia da enfermidade na
regido devam ser feitos. Também ilustrou a diferenga da distribuicdo do BoHV-
5 pelo Brasil.
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CONCLUSOES

A técnica da PCR tem grande importancia no diagnostico diferencial de
doencas que acometem o Sistema Nervoso Central de bovinos, devendo os
resultados da mesma ser analisados com cautela, pois, como demonstrado a
presenca do DNA viral em amostras de SNC néo indica que aquele agente
esteja causando a enfermidade no animal, demonstrando que a presenca do
genoma do BoHV-5 no SNC de bovinos néo indica, necessariamente, infeccéo
aguda pelo virus.

Esses resultados demonstram a importancia da associa¢do das técnicas
de isolamento viral juntamente com a PCR para o correto diagnéstico da
meningoencefalite herpética, uma vez que a cultura e isolamento viral, por
necessitar da viabilidade da particula viral, podem apresentar resultado falso-
negativo, enquanto a PCR, por detectar o genoma viral e ndo a atividade do
mesmo, pode apresentar resultado falso-positivo. O uso da PCR no diagndstico
de meningoencefalite por herpesvirus bovino 5 deve ser feito
concomitantemente com histopatologa e, se possivel com imuno-histoquimica.

A presenca do genoma do BoHV-5 em amostras de animais
confirmadamente positivos para raiva demonstra a importancia da andlise
cuidadosa de resultados positivos na PCR para BoHV-5, uma vez que quando
mal interpretados, estes resultados podem negligenciar o diagndstico para
outras doencgas neurologicas importantes e com alto potencial zoonético, como
€ 0 caso da raiva.

A prevaléncia da presenca do genoma do BoHV-5 em rebanhos
brasileiros pode ser maior que o relatado na literatura, além de haver
significativas diferencas regionais de disseminacéo tanto de BoHV-1 quanto de
BoHV-5, o que torna necessario mais estudos para elucidacdo deste

guestionamento.
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CAPITULO Il

CONSIDERACOES FINAIS

A prevaléncia da meningoencefalite herpética no Brasil ainda ndo esta
esclarecida, porém hé relatos da presenca do BoHV-5 em diversos estados
brasileiros.

Pela auséncia de sintomatologia clinica patognoménica, o BoHV-5 deve
sempre ser considerado no diagnostico diferencial das doengas que afetam o
sistema nervoso central de bovinos. Devido a caracteristica do BoHV-5 de
estabelecer infeccdo latente, o clinico deve sempre associar técnicas
diagnoésticas, uma vez que este agente pode ser encontrado em amostras
bioldgicas de animais que apresentam outra enfermidade que esteja causando
0S sintomas nesses animais, como € 0 caso dos animais positivos para raiva
utilizados nesse estudo.

Mais pesquisas sobre a acdo do herpesvirus bovino 5 em animais
encefalopatas sdo necessarias para esclarecer se realmente a presenca de
lesGes prévias no sistema nervoso central desses animais é um fator
desencadeante para a multiplicac&o viral.

Ha necessidade também de mais pesquisas sobre a presenca do
herpesvirus bovino 1 no SNC de Bovinos, uma vez que estudos deste tipo
ainda sdo escassos e 0s achados, até o momento, contradizem a literatura
classica que afirma que o BoHV-1 causa apenas esporadicamente encefalite
em bovinos, podendo incluir esse agente na lista de diagndstico diferencial de

doencas neurolbgicas de bovinos.



ANEXOS

Anexo |I: Solucbes e Tampdes

Tampao Fosfato Salina (PBS)

- Cloreto de Sdédio P.A. (NaCl) 8,0 g (137 mM)

- Cloreto de Potassio P.A. (KCI) 0,2 g (3mM)

- Sédio fosfato dibasico anidro P.A. (Na;HPO,) 1,2 g (8mM)
- Potéssio fosfato monobasico P.A. (KH2PO,) 0,2 g (15mM)

SDS 10%
- Dodecilsulfato de sodio — Lauril sulfato de s6dio — SDS (C12H2sNa04S) 5 g
- Agua bidestilada g.s.p. 50 mL

Proteinase K
- Proteinase K (Fungal) 100mg
- Agua miliQ g.s.p. 5 mL

Fenol/Cloroférmio — Alcool Isoamilico (25:24:1)
- 25 mL fenol saturado
- 24 mL cloroférmio

- 1 mL alcool isoamilico

Solugéo L6

- 120 g de tiocianato de guanidina

- 100 mL de TRIS-HCL 0,1 M pH 6,4
-22mL de EDTA 0,2 M pH 8,0

- 2,6 g de Triton x 100
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Hidratacdo da silica

- 60 g de silica (SiO,)

- 500 mL de agua MiliQ autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 horas
- Desprezar 430 mL do sobrenadante

- Ressuspender a silica em 500mL de agua bidestilada

- Repouso por 5 horas até sedimentar

- Desprezar 440 mL do sobrenadante

- Adicionar 600uL de HCL (32% p/v) para ajustar pH = 2,0
- Aliquotar e autoclavar

Solugéo L2
- 120 g de tiocianato de guanidina
- 100 mL de TRIS-HCL 0,1 M pH 6,4

Alcool Etilico 70%
- Alcool etilico hidratado 92,8° INPM — 95° GL (C,H,OH) 35,71 mL
- Agua miliQ g.s.p. 100 mL

Tampao de Fenol

- Hidroximetil amino metano — TRIS 2,5 g

- Cloreto de sédio, P.A. (NaCl) 11,59

- Acido etilenodiaminotetraacético SAL DI-SODICO — EDTA P.A.
(C10H14N20gNa»2H,0) 0,75 g

- Agua bidestilada g.s.p. 2000 mL

Fenol Saturado
- Fenol destilado 500 mL

- Tampéao de fenol 500 mL

- Homogenizar, deixar descansar e retirar sobrenadante até pH 7,4 - 8

Agar
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- Agar Noble 2 g
- 100 mL agua destilada g.s.p.

Tampéo de amostra para Agarose
- Azul de bromofenol 0,25%

- Sacarose P.A. — sucrose (C12H2,011) 45%

Tampéo de corrida para agarose: TBE (TRIS — Acido Borico - EDTA) 1x [ ]
- Hidroximetil amino metano — TRIS 10,778 g (89mM)

- Acido bérico (H3BO3) 5,503 g (89mM)

- Acido etilenodiaminotetraacético SAL DI-SODICO — EDTA P.A.
(C10H14N20gNa,2H,0) 0,747 g (2mM)

- Agua bidestilada g.s.p. 1000mL

- pH ,8,4

Acrilamida

- N N’- Methylene — bis — Acrylamide 1,3 g
- Acrilamida 50 g

- Agua bidestilada g.s.p 100 mL

Lower Tris

- Hidroximetil amino metano — TRIS 36,34 g
- Agua bidestilada 200 mL

- Acido cloridrico (HCI) para ajustar pH 8,8

Upper Tris

- Hidroximetil amino metano — TRIS 12,12 g
- Agua bidestilada 200 mL

- Acido cloridrico (HCI) para ajustar pH 6,8

Persulfato de aménio P.A 0,2%
- Persulfato de amoénia P.A. ((NH4)2S20g) 0,04 g
- Agua bidestilada 2 mL



Tampéo de amostras para Acrilamida
- Azul de bromofenol (0,05%) 0,4 mL

- SDS 10% 2,0 mL

- 2 — Mercapto-ethanol (C2H605) 0,2 mL

- Hidroximetil amino metano — TRIS — HCI 0,5M 2,0 mL — pH 6,8

- Glicerol 2,0 mL
- Agua bidestilada 4,7 mL

Tampéo de corrida para Acrilamida

- Hidroximetil amino metano — TRIS 3 g
- Glicina P.A. 14.4 g

- Agua bidestilada g.s.p 1000 mL

Solucéao de Coloracéao

- Hidréxido de sédio P.A. (NaOH) 9 g
- Formoldeido (CH,0) 2,5 mL

- Agua bidestilada g.s.p 300 mL

- Sodium borohydride 0,06 g

Solucéao de Prata
- Nitrato de prata P.A. (AgNO3) 0,55 g
- Agua bidestilada g.s.p 300 mL

Solucéao Stop
- Acido acético glacial P.A. (CH;COOH) 15 mL
- Agua bidestilada g.s.p 300 mL

Solucéao Fixadora

- Alcool etilico absoluto (C,H,OH) 30 mL

- Acido acético glacial P.A. (CH;COOH) 1,5 mL
- Agua bidestilada g.s.p 300 mL

45



Solucéo de Conservacao
- Alcool etilico absoluto (C,H,OH) 30 mL
- Agua bidestilada g.s.p 300 mL

Anexo Il: Lista de Reagentes

- 10X PCR Buffer (Gibco BRL®)

- 123 bp DNA Ladder (Gibco BRL®)

- 2 — Mercapto-ethanol (C,HgOs) P.M. 78,13 (Fluka®)

- Acetona P.A (CH3COCHs3) P.M. 58,08 (Dinamica®)

- Acido acético glacial P.A. (CH;COOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)

- Acido borico (HzBO3) P.M. 61,83 (Sicalab®)

- Acido cloridrico (HCI) P.M (Reagen®)

- Acido etilenodiaminotetraacético SAL DI-SODICO — EDTA P.A.
(C10H14N205Na»2H,0) P.M. 372,24 (Reagen®)

- Acrilamida (C3HsNO) P.M. 71,08 (Vetec®)

- Agar Noble (Difco®)

- Alcool etilico absoluto (C;H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

- Alcool etilico hidratado 92,8° INPM — 95° GL (C,H,OH) (Da Ilha®)
- Alcool isoamilico

- Azul de bromofenol (Sigma®)

- Cloreto de potassio P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

- Cloreto de sédio P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®)

- Cloroférmio P.A. (CHCI3) P.M. 119,38 (Dinamica®)
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- Dodecilsulfato de sodio — Lauril sulfato de s6dio — SDS (C12H25Na04S) P.M.
288,38 (BDH®)

- Ethidium bromide (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

- Fenol saturado

- Formoldeido (CH,0O) P.M. 30,03 (Biotec®)

- Glicerol

- Glicina P.A. (Nuclear®)

- Guanidine isothicyanate P.M. 118,16 (Gibco BRL®)

- Hidréxido de sédio P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinamica®)

- Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)

- Magnesium chloride (MgCl,) (Gibco BRL®)

- N N’- Methylene — bis — Acrylamide (Sigma®)

- Nitrato de Prata P.A. (AgNO3) (Symylar®)

- Persulfato de amdnia P.A. ((NH4)2.S203) P.M. 288,2 (Sigma®)

- Potéssio fosfato monobasico P.A. (KH,PO,) P.M. 136,09 (Labsynth®)
- Proteinase K (Fungal) (Gibco BRL®)

- Sacarose P.A. — sucrose (C12H22011) P.M. 342,31 (Reagen®)

- Silicon dioxide (SiO;) P.M. 60,08 (Sigma®)

- Sédio fosfato dibasico anidro P.A. (Na;HPO,) P.M. 141,96 (Synth®)
- Sodium borohydride P.M 37,83 (Sigma®)

- Taq DNA polymerase (Gibco BRL®)

- TEMED P.M 116,21 (Gibco BRL®)

- Triton x 100 (Cirg®)
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Anexo Ill: Protocolo de extracdo do DNA

[Associacdo das técnicas do fenol/cloroférmio/alcool isoaminico (THEIL et al.,
1981) e da silica/tiocinato de guanidina (BOOM et al., 1990) com modificacdes
descritas por Alfieri et al. (2004)]

500 pL da amostra em um eppendorf grande
Adicionar 50 pL SDS

Adicionar 12 pL proteinase K

Vértex por 10 segundos

30 minutos em banho-maria a 56°C

Vortex por 10 segundos

Adicionar 450 pL de fenol cloroférmio isoaminico

Vértex por 10 segundos

© 0 N o g b~ W DR

15 minutos em banho-maria a 56°C

10. Centrifugar por 10 minutos em alta rotac&o (10.000xg)

11. Recolher a fase aquosa/sobrenadante (450uL) em outro eppendorf
12.Acrescentar 1000 pL de solugéo L6

13. Acrescentar 25 pL de silica

14.Vértex por 10 segundos

15.Deixar em agitador por 30 minutos a temperatura ambiente
16.Centrifugar por 30 segundos em alta rotagéo (10.000xg)
17.Desprezar o sobrenadante por inversdo em solucdo de NaOH 10M
18. Adicionar 500 pL de solucéo L2

19.Vortex por 10 segundos

20. Centrifugar por 30 segundos em alta rotagéo (10.000xg)
21.Desprezar o sobrenadante por inversdo em solugédo de NaOH 10M
22.Repetir os passos 18,19, 20 e 21

23.Acrescentar 1000 pL de etanol 70%

24.Vortex por 10 segundos
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25. Centrifugar por 30 segundos em alta rotacéo (10.000xg)
26.Desprezar o sobrenadante por inversdo em solugédo de NaOH 10M
27.Repetir os passos 23,24, 25 e 26

28.Adicionar 1000 pL de acetona P.A

29.Voértex por 10 segundos

30. Centrifugar por 30 segundos em alta rotagéo (10.000xg)
31.Desprezar o sobrenadante por inversdo em solugédo de NaOH 10M
32.Secar o pellet de silica com eppendorf aberto em estufa

33. Adicionar 50 pL de agua miliQ autoclavada

34.Vortex por 10 segundos

35.15 minutos em banho-maria a 56°C

36.Vortex por 10 segundos

37.Centrifugar por 2 minutos em alta rotacéo (10.000xg)

38.Recolher sobrenadante em eppendorf pequeno estéril

39.Estocar a -20°C.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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