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OLIVEIRA, R. A. M. Prevaléncia das infeccdes latentes por BoHV-1 e BoHV-5 em
bovinos de corte no estado do Parana. 2013. 76f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

RESUMO

As encefalopatias em bovinos representam um grupo de enfermidades importantes,
geralmente fatais, que determinam grandes perdas econdmicas no Brasil e no
Mundo. O herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) é um dos principais agentes causadores
de encefalite no pais e o 1 (BoHV-1) pode, eventualmente, provocar a doenca. O
objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia das infec¢des latentes por esses
dois virus em bovinos de corte criados no estado do Parana. Os ganglios do nervo
trigémeo foram coletados de 400 bovinos higidos, entre 18 e 36 meses de idade,
provenientes de 90 propriedades rurais localizadas em diferentes mesorregides
geograficas do estado e abatidos em frigorifico com Servico de Inspecdo Federal
(SIF). A deteccao do &cido nucléico (DNA) viral foi realizada por meio da reacdo em
cadeia pela polimerase com amplificacdo do gene que codifica a glicoproteina C.
Cento e nove bovinos eram herpéticos (27,25%), sendo 14,25% (57/400) infectados
somente com BoHV-1, 9,75% (39/400) infectados somente com BoHV-5 e 3,25%
(13/400) portadores de infeccdo mista. A mesorregido Noroeste apresentou 0sS
maiores indices de prevaléncia para BoHV-5 (41,3%), seguida pela Norte Central
(8,3%), Sudoeste (5,7%), Centro Oriental (3,4%) e Norte Pioneiro (2,2%). A
frequéncia de infeccdo por BoHV-1 foi maior na mesorregidao Norte Central (36,6%),
seguida pela Noroeste (25,9%), Oeste (20%), Sudoeste (11,4%), Norte Pioneiro
(11,1%), Centro Ocidental (7,4%) e Centro Oriental (6,9%). Nas mesorregides de
Curitiba, Sudeste e Centro Sul ndo foram detectados bovinos com infecgao latente.
Os dois herpesvirus circulam em rebanhos bovinos no estado do Parana,
determinando infeccdo latente, com distribuicdo geografica heterogénea. Sdo mais
prevalentes ao norte do estado, onde se concentra a maior populacdo de bovinos de
corte, e estdo quase ausentes nas mesorregidoes que constituem a fronteira sul. A
situacao epidemiolégica € mais critica na mesorregiao Noroeste e a vigilancia para a
meningoencefalite herpética deve ser intensificada nessa regido.

Palavras-chave: Herpesvirus bovino. Diagnostico. Epidemiologia. Doencas
neuroldgicas.



OLIVEIRA, R.A.M. Prevalence of latent infection with BoHV-1 and BoHV-5 in
beef cattle of Parana, Brazil. 2013. 76p. Dissertation (Master Degree in Animal
Science) - Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2013.

ABSTRACT

Encephalopathy is an important group of diseases in cattle, often fatal, causing great
economic losses in Brazil and worldwide. Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) is an
important causative agent of encephalitis in the country and 1 (BoHV-1) may
eventually cause this disease. The aim of this study was to determine the prevalence
of latent infection by these two viruses in beef cattle raised in the state of Parana,
Brazil. The trigeminal ganglia were collected, in a slaughterhouse with Federal
Inspection Service (SIF), from 400 healthy cattle, between 18 and 36 months, raised
in 90 farms located in different geographical regions of the state. The detection of
nucleic acid (DNA) of each of viral agents was performed by polymerase chain
reaction amplification of the gene encoding the glycoprotein C. One hundred nine
(27.25%) animals were herpetic; 14.25% (57/400) were infected only with BoHV-1,
9,75% (39/400) were infected only with BoHV-5 and 3.25% (13/400) had mixed
infection. The Northwest region had the highest prevalence rate for BoHV-5 (41.3%),
followed by North Central (8.3%), South West (5.7%), Middle East (3.4%) and
Northern Pioneer (2.2%). The frequency of infection with BoHV-1 was higher in North
Central region (36.6%), followed by North West (25.9%), West (20%), Southwest
(11.4%), Northern Pioneer (11. 1%), Central West (7.4%) and Middle East (6.9%).
Infections with herpesvirus were not detected latently infected cattle in the regions of
Curitiba, Southeast and South Central. The two herpesvirus circulating in cattle herds
in the state of Parana, determining latent infection with heterogeneous geographical
distribution. The BoHV-1 and BoHV-5 infections are more prevalent in the north of
the state, where there is the largest beef cattle population, and are almost absent in
the regions forming the southern border. The epidemiological situation is critical in
the Northwest region, and surveillance for herpetic meningoencephalitis should be
intensified in this region.

Keywords: Bovine herpesvirus. Diagnosis. Epidemiology. Neurological diseases.
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1 INTRODUCAO

As doencas neurolégicas tém grande prevaléncia em rebanhos
bovinos, de corte ou leite, criados de forma extensiva ou intensiva, determinando
prejuizos econdbmicos consideraveis, visto que, quase sempre, provocam a morte
dos animais acometidos e, muitas vezes, ocorrem sob a forma de surtos. Devem ser
consideradas como um conjunto de enfermidades porque se manifestam por
distirbios neurolégicos comuns, variaveis e inespecificos. Assim, confundem-se
entre si, o que torna o diagnostico diferencial uma necessidade e um desafio
(MAYHEW, 1989).

Dentre as causas de encefalopatia, as inflamatdrias ocupam posi¢céo
de destaque, sendo geralmente provocadas por virus. No Brasil, a raiva é a doenca
mais prevalente (BRASIL, 2009) seguida pela encefalite provocada por herpesvirus
bovino 5 (BoHV-5) (SALVADOR et al., 1998; COLODEL et al., 2002; NETO et al.,
2009). A participacdo do herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) como agente causador de
encefalite também j& foi confirmada (SILVA et al., 2007a; RISSI et al., 2008).

No Brasil, as infec¢cdes causadas por BoHV-1 e por BoHV-5
encontram-se amplamente disseminadas em varios estados, determinando doenca e
prejuizo econémico (RIET-CORREA et al., 2006; SILVA et al., 2007b; RISSI et al.,
2008; LUNARDI et al., 2009; LISBOA et al., 2009). A ampla disseminacdo desses
agentes esta relacionada, direta e, principalmente, com o mecanismo biolégico de
perpetuacdo desses virus na natureza, ou seja, a capacidade de realizar laténcia em
seus hospedeiros (FRANCO; ROEHE; VARELA, 2012).

O animal infectado torna-se portador assintomatico dos agentes
durante toda a sua vida, excretando o virus sob determinadas circunstancias. Outro
fator de grande importancia epidemiol6gica € a manifestacdo assintomatica das
doencas, possibilitando a excreg¢ao viral pelo animal sem o aparecimento de
qualguer manifestacao clinica (ISERNHAGEN et al., 2011). A falta de informacgdes
sobre os fatores de risco associados a ambas as infec¢cdes, assim como a
prevaléncia jA elevada nos rebanhos bovinos brasileiros, contribui para a
perpetuacdo do agente.

BoHV-1 e BoHV-5 pertencem a mesma familia (Herpesviridae) e

subfamilia (Alphaherpesvirinae) e apresentam elevada similaridade molecular e
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antigénica. Devido a essa caracteristica, existe reacdo cruzada entre ambos, o que
impossibilita a diferenciacdo desses agentes por meio dos métodos soroldgicos.
Testes de virusneutralizagdo foram realizados em vérios estados do Brasil, porém,
devido ao grande indice de reacdes cruzadas geradas por esse método, as
prevaléncias especificas de cada tipo do virus ainda sao desconhecidas (ROEHE, et
al., 1997).

Estudo recente realizado por Campos et al. (2009), no estado do Rio
Grande do Sul, permitiu a determinacdo da prevaléncia das infec¢des geradas por
BoHV-1 e BoHV-5, através da reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) . Os
resultados mostraram prevaléncia elevada de animais herpéticos (87%) e grande
namero de co-infecgcBes com os dois agentes (75,9%) nos bovinos portadores. No
estado do Parana, as prevaléncias de ambos os virus continuam desconhecidas. A
identificacdo da presenca dos genomas de BoHV-1 e de BoHV-5 nos ganglios do
nervo trigémeo de animais de abate, por meio da PCR, é fundamental para avaliar a
frequéncia da infeccao latente por esses agentes. A amostragem em diferentes
regibes do estado permite conhecer a distribuicdo geogréfica das infec¢des e as
areas do Parand em que a prevaléncia é maior. Os dados gerados com esse
levantamento podem auxiliar na orientacdo de medidas profilaticas racionais para as

doencas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1ETIOLOGIA

O Herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e o Herpesvirus bovino 5 (BoHV-
5) pertencem a familia Hepesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género
Varicellovirus (Figura 1). Apresentam como principal caracteristica um cerne
contendo DNA linear de fita dupla com envelope glicoprotéico e um capsideo
icosaédrico de aproximadamente 100 nm de diametro, contendo 162 capsémeros
(ASHBAUGH et al., 1997).

Figura 1 — Morfologia do herpesvirus bovino 5 observada em microscopia eletronica.
O diametro do virus € de cerca de 260 nm. A linha preta compreende 100
nm. Fonte: DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010.

Os dois herpesvirus compartilham diversas propriedades biologicas,
moleculares e antigénicas e apresentam homologia de aproximadamente 85% de
identidade gendmica. O tamanho do genoma do BoHV-5 € de 138 Kilobases (Kb), e
do BoHV-1, 135 Kb (DELHON et al., 2003). Ambos sdo compostos por uma regiao
longa (UL) e uma regido curta (US), sendo essa, subdividida por sequéncias
terminais repetidas inseridas de forma invertida no genoma: uma denominada regido
repetida interna (IR) e a outra regido repetida terminal (TR).

As caracteristicas da subfamilia Alphaherpesvirinae sdo baseadas

nas caracteristicas biolégicas e genéticas, apresentando um ciclo replicativo curto
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(<24 h), causando intensa lise celular e estabelecendo laténcia em neurénios dos
ganglios sensoriais e autonémicos (LADELFA et al., 2011).

Estudos comparativos, com cepas provenientes de bovinos
herpéticos doentes manifestando diferentes sinais, empregando-se enzimas de
restricdo (BRAKE; STUDDERT, 1985), e testes de reacdo cruzada com anticorpos
monoclonais (METZLER et al., 1985), evidenciaram diferenca de propriedades
gendmicas e antigénicas nas estirpes virais de herpesvirus bovino. Com isso, em
1992, houve a mudanca da classificacdo taxondmica da variante neuropatogénica
BoHV-1.3 para BoHV-5 (ROIZMAN et al., 1992).

Atualmente, BoHV-1 é classificado em trés subtipos: BoHV-1.1,
BoHV-1.2a e BoHV- 1.2b. Cada um deles estd relacionado com manifestactes
clinicas diferenciadas no organismo do animal (METZLER et al., 1986). A infeccao
nos animais causada por BoHV-1.1 e BoHV- 1.2a pode desencadear problemas no
sistema respiratorio (Rinotraqueite Infecciosa dos Bovinos - IBR) e problemas
reprodutivos como abortamentos e reabsorcdo embrionaria. BoHV-1.2b causa
quadros de infeccédo genital, caracterizados por Vulvovaginite Pustular Infecciosa e
Balanopostite Pustular Infecciosa (IPV/IBP) (EDWARDS et al., 1990; MILLER et al.,
1991; WENTINK et al., 1993).

Ao avaliar diferentes cepas de BoHV-5, D'Offay e colaboradores
(1993) evidenciaram os subtipos "a" e "b", através de enzimas de restri¢ao.
Posteriormente, D'Arce et al. (2002) propuseram a existéncia de um terceiro subtipo,
denominado "ndo a, ndo b". Contudo, ndo ha, até o momento, evidéncias
comprovando que os diferentes subtipos podem provocar doencas distintas.

Os alfaherpesvirus codificam inUmeras proteinas. Dentre elas, as
glicoproteinas que desempenham papel fundamental no ciclo reprodutivo do virus.
As proteinas gB, gD, gH, gL e gK sdo essenciais na replica¢éo viral, enquanto que a
gC, gE, gl, gG, gM e gN sao classificadas como ndo essenciais (METTENLEITER,
2003). Essas proteinas atuam no processo de reconhecimento e ligacdo com a
célula infectada, fusdo das membranas celular e viral, penetracdo na célula do
hospedeiro, maturacéo e saida dos virions infectantes (SCHWYZER; ACKERMANN,
1996).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

A grande similaridade gen6mica entre BoHV-1 e BoHV-5 determina
alta reacdo soroldgica cruzada entre ambos (HOLZ et al., 2009), o que dificulta o
levantamento da prevaléncia especifica de cada agente e a sua distribuicdo nas
diferentes regibes do pais. Os testes soroldgicos, baseados na deteccdo de
anticorpos séricos especificos, sdo incapazes de diferenciar as infec¢des causadas
por BoHV-1 ou por BoHV-5 (ROEHE et al., 1997).

Levantamentos soroldgicos no Brasil evidenciam que cerca de 30 a
70% dos rebanhos sejam positivos para infeccfes herpéticas. Como estimativa, ao
considerar a populacdo de bovinos em torno de 190 milhGes de cabecas, cerca de
57 a 133 milhdes seriam portadores do virus (FRANCO; ROEHE; VARELA, 2012).
Estudo realizado no estado do Rio Grande do Sul mostra uma situagcao
epidemioldgica critica, com prevaléncia de 87% dos bovinos infectados na forma
latente, por BoHV-1 e/ou por BoHV-5 (CAMPOS et al., 2009).

2.2.1 BoHV-5

As infec¢cbes causadas por BoHV-5 apresentam caracteristicas
Unicas, provocando encefalite que afeta principalmente animais jovens e caracteriza-
se por baixa morbidade e alta mortalidade (GOMES et al., 2002; RISSI et al., 2006;
LISBOA et al., 2009). O tipo de criacdo parece assumir grande importancia, sendo a
doencga mais prevalente em bovinos de corte criados extensivamente (SALVADOR
et al., 1998; COLODEL et al., 2002; RIET-CORREA et al., 2006; AZAMBUJA et al.,
2011).

Devido a alta similaridade genémica com o BoHV-1, a frequéncia do
BoHV-5 nos rebanhos bovinos é desconhecida. Animais infectados, portadores do
virus em sua forma latente, sdo potenciais agentes de transmissdo do virus nos
rebanhos, e a proporcdo de animais que desenvolvem a enfermidade clinica é,
supostamente, menor do que a de animais que estdo efetivamente infectados
(FRANCO; ROEHE; VARELA, 2012). Estudo recente comprovou que a encefalite
provocada por BoHV-5 pode, até mesmo, ser branda, transitéria e assintomatica

(ISERNHAGEN et al., 2011). Os animais se mantém aparentemente saudaveis e,
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apesar da encefalite causada pelo virus, na pratica ndo podem ser identificados
como infectados.

Embora presente em paises como Australia (JOHNSON et al.,
1962), EUA (BARENFUS et al., 1963), Canada (BECK, 1975), Hungria (BARTHA et
al., 1969), Itdlia (MORETTI et al., 1964) e Escécia (WATT et al., 1981), a infeccéo &
mais comum em paises do hemisfério sul, principalmente no Brasil (WEIBLEN et al.,
1989), na Argentina (CARRILO et al., 1983) e no Uruguai (DIAS et al., 1982).

No Brasil, foram evidenciados casos de infeccdo por BoHV-5 nos
estados do Rio Grande do Sul (RISSI et al., 2006; 2008; SILVA et al., 2007b), Para
(RIET-CORREA et al., 2006), Mato Grosso (COLODEL et al., 2002), Mato Grosso do
Sul e S&o Paulo (SALVADOR et al., 1998), Rio de Janeiro (SOUZA et al., 2002),
Minas Gerais (GOMES et al., 2002) e Distrito Federal (FIGUEIREDO et al., 2009).

No estado do Parana, estudos clinico-patoldgicos e virolégicos tém
demonstrado que o BoHV-5 € um importante agente causador de encefalite em
bovinos (CLAUS et al., 2007; LUNARDI et al., 2009; ISERNHAGEN et al., 2011).
Atualmente em vigéncia, o projeto "Diagnéstico diferencial das encefalopatias dos
bovinos no estado do Parand"” € executado pelo grupo de pesquisadores da
Universidade Estadual de Londrina, e dados recentes comprovaram que as
encefalites representaram 31,2% dos casos diagnosticados, sendo causada por
BoHV-5 em 43,33% das vezes e pelo virus da raiva em 36,66% (AZAMBUJA et al.,
2011).

Além dos bovinos, a infeccdo experimental por BoHV-5 foi
comprovada em ovinos e caprinos (SILVA et al., 1999b; DIEL et al., 2007). Isso
apresenta importancia epidemioldégica uma vez que a pratica de criacdo de
pequenos ruminantes juntamente com bovinos € utilizada no controle de parasitas
gastrointestinais. Se portadores, 0s pequenos ruminantes podem servir como
reservatorios e possiveis transmissores da doenca para os bovinos (FRANCO;
ROEHE; VARELA, 2012).

Em surtos naturais, a disseminacéo é favorecida por varios fatores,
principalmente quando a densidade de animais é alta. Além disso, fatores
relacionados ao manejo inadecuado de préticas sanitarias, nutricionais e stress
relacionado ao transporte podem favorecer o desenvolvimento da doenga (LUNARDI
et al., 2009; CARBONERO et al., 2011).
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2.2.2 BoHV-1

Esse patégeno é amplamente distribuido em diferentes partes do
mundo, com relatos em paises como China, Croacia e Colédmbia (YAN et al., 2008;
PIEDRAHITA et al., 2010; LOJKIC et al., 2011). A manifestacdo clinica observada
com maior frequéncia nos paises europeus € a IPV e a IBP, seguidas da IBR
(STRAUB, 1991). A prevaléncia é variada, porém paises como Bélgica, Holanda e
Itélia apresentam baixos indices da doenca, gracas a implantacdo de medidas de
controle e erradicacéo deste agente (ACKERMANN; ENGELS et al., 2006).

Na América do Sul, a frequéncia de animais sororreagentes para
BoHV-1 ja variava entre 13 e 68%, uma década e meia atras (ROEHE et al., 1998).
O primeiro relato da doenca no Brasil ocorreu em 1963, em um levantamento
sorolégico no estado da Bahia (GALVAO; DORIA; ALICE, 1963). Posteriormente,
varios relatos evidenciaram a grande frequéncia de animais sororreagentes
distribuidos nos rebanhos bovinos do pais. Existe variagdo na prevaléncia entre os
estados, com frequéncia de animais positivos entre 18,8 e 96% (LOVATO et al.,
1995; MELO et al.,, 1997). Como ja mencionado anteriormente, os estudos de
soroprevaléncia ndo permitem a discriminacdo entre os dois tipos de herpesvirus
bovino (ROEHE et al, 1997; VARELA et al., 2009). Embora todos esses
levantamentos facam referéncia a infeccdo por BoHV-1, € impossivel afirmar que
parte dos resultados ndo se deva a infec¢cao por BoHV-5. Com isso, a prevaléncia de
cada infeccdo especifica permanece desconhecida no territdrio nacional (HOLZ et
al., 2009).

No estado do Parana, estudos envolvendo a epidemiologia de
herpesvirus bovino demonstraram numero crescente de animais sororreagentes,
com frequéncias de 43,7% (MEDICI et al., 2000), 52,4% (TAKIUCHI et al., 2001) e
59,0% (DIAS et al., 2013). A avaliacdo de propriedades com histérico de problemas
reprodutivos localizadas em 30 municipios do estado, concluiu que o virus circulava
em 100% das propriedades (MEDICI et al., 2000). Dados semelhantes foram
encontrados por Dias et al. (2013) comprovando a presenca do virus em 71,3% das
propriedades rurais.

Os fatores de risco relacionados a transmissdo do agente estdo

vinculados a idade do animal, tipo de criacdo e praticas de manejo sanitario e geral
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da propriedade. O sistema de criacdo extensiva favorece a transmissibilidade do
virus, devido a fatores como alta densidade populacional, baixas taxas de reposicéo
animal, falta de implantacdo de métodos imunoprofilaticos contra doengas
reprodutivas e intercambio de animais entre propriedades (DIAS et al., 2008, 2013;
BARBOSA et al., 2005; AONO et al., 2012).

2.3 PATOGENIA

Os herpesvirus bovino sao transmitidos por contato direto entre os
animais ou pelo contato indireto, por meio de agua, alimentos ou foémites
contaminados com particulas virais excretadas por animais infectados
(ACKERMANN; ENGELS, 2006; DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010). A transmiss&o
venérea, através da monta natural ou das técnicas artificiais de reproducédo, assume
importancia epidemiolégica e econdmica (OLIVEIRA et al., 2011). Outra forma de
transmissao é através de particulas virais presentes em aerossois, sendo possivel a
transmissdo em curtas distancias (MARS et al., 2000).

ApOs a infeccdo, ocorre replicacdo nas células da mucosa
nasofaringea ou genital, com alteracées na membrana basal causadas pela intensa
lise celular (STEUKERS et al., 2011). O grau de infeccdo nesta fase € alto e os
virions produzidos na fase litica sdo excretados em secre¢cfes nasais ou genitais,
favorecendo a transmissibilidade entre animais de um mesmo rebanho (RISSI et al.,
2008). Esse € um fator crucial na perpetuacdo do agente dentro de um sistema de
producdo, tornando a identificagdo, através de testes viroldgicos, fundamental em
programas de controle e erradicacao (STRAUB, 1991).

As vias de acesso dos herpesvirus ao sistema nervoso central
(SNC) apo6s a replicacdo inicial nos sitios de infeccdo primaria determinam a
neuropatogenia dos agentes (FLORES et al., 2009). Estudos realizados em bovinos,
ovinos e coelhos infectados experimentalmente, evidenciam a via olfatéria como a
principal rota de acesso ao SNC (BELKNAP at al., 1994; SILVA et al., 1999a;
MEYER et al., 2001). Nos coelhos, essa via possibilita uma infeccdo mais rapida e
eficaz quando comparada a via trigeminal (ROCK; REED, 1982; CHOWDHURY
et al. 1997; DIEL et al., 2005; CARON et al., 2002). Contudo, a via trigeminal permite
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o estabelecimento de forma especifica da laténcia no ganglio do nervo trigémeo
(BAGUST; CLARK, 1972; ROCK, 1994; PEREZ et al., 2002).

Beltrdo et al. (2000) avaliaram a cinética viral em coelhos inoculados
com a cepa EVI- 88 na fase aguda da doenca. O virus foi inicialmente detectado no
bulbo olfatério as 48h pds- infeccéo, seguida de cortex olfatério, ponte e ganglio do
nervo trigémeo (GNT), as 72h. Em bovinos, a distribuicao viral na forma latente, foi
detectada em bulbo olfatorio, telencéfalo, ponte, medula, talamo e GNT (VOGEL et
al., 2003). Os resultados mostram que a intensa distribuicéo viral nas fases aguda e
latente, ocorreram pela via olfatéria e que 0 agente pode estabelecer laténcia em
areas distintas do SNC.

A gravidade dos sinais clinicos manifestados pelo BoHV-1 e BoHV-5
€ resultante da diferenca de patogenicidade entre as cepas virais. Estudos em
bovinos e coelhos, comprovam a diferenca de neuroinvasividade e neuroviruléncia
em amostras de BoHV-5 (SILVA et al., 2007b; FLORES et al., 2009; ISERNHAGEN
et al.,, 2011). O mesmo acontece para o BoHV- 1, com a presenca de estirpes de
isolados reprodutivos (BoHV 1.1 e 1.2b) causando encefalites (BROWER et al.,
2008; BATISTA et al., 2010).

2.4 SiNaIS CLiNICOS

Podem ser agrupadas de quatro formas distintas: respiratoria,
sistémica, genital e neuroldgica. A unido de fatores, tais como patogenicidade da
cepa envolvida, tipo de criacdo e idade e imunidade do hospedeiro, determinam o
grau de intensidade das manifestacdes clinicas (SILVA et al., 2007a; RISSI et al.,
2008; NANDI et al., 2009).

2.4.1 Forma Respiratoria (IBR)

A Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR), provocada por BoHV-1.1,
pode apresentar sintomas de intensidade variada. A doenca apresenta altos indices
de morbidade (100%) e uma mortalidade de cerca de 10% (NANDI et al., 2009).
Esta forma € caracterizada pelo aumento da temperatura corporal (40.5 - 42.0°C),

dispneia, rinite, conjuntivite, Ulceras de cérnea, formacao de lesdes ulcerativas nas
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mucosas nasais e pneumonia. As descargas nasais geralmente apresentam-se de
forma bilateral, inicialmente do tipo serosa, evoluindo para seromucosa € muco-
hemorrégica nos casos mais graves (BELKNAP et al., 1994).

O inicio dos sinais clinicos varia, podendo ocorrer entre os dias 1 e
15 pos-infeccdo (MEYER et al., 2001). A fase aguda da doenca manifesta-se entre
os dias 5 e 10 pos-infeccdo, havendo muitas vezes a recuperacdo do animal.
Contudo, o animal infectado desenvolve a forma latente, tornando-se potencial
transmissor da doenc¢a no rebanho (ACKERMANN; ENGELS, 2006).

Em experimentos controlados de infeccdo por BoHV-5, apds a
inoculacéo intranasal, ha o aparecimento de sinais respiratérios brandos, tais como
secre¢cBes nasais e oculares semelhantes ao quadro de IBR. O inicio desses sinais
ocorre frequentemente antes do aparecimento dos sinais neurologicos e a formacao
de lesbes ulcerativas é detectada em um pequeno nimero de animais (BELKNAP et
al., 1994; MEYER et al., 2001; PEREZ et al., 2002)

2.4.2 Forma Sistémica

As infeccdes sistémicas acometem com maior frequéncia os animais
jovens, desprovidos de imunidade ativa eficaz, comprometendo os tratos digestorio e
respiratério. Em neonatos, as lesdes caracterizam-se por glossite, esofagite e
ruminite necrosante aguda, evoluindo para a morte em 4 a 5 dias (MUYLKENS et al.,
2007).

Apés a infeccdo priméria no hospedeiro, o virus é transportado pelo
organismo atraves das vias linfaticas, ocasionando a disseminagdo sistémica dos
virus (FRANCO; ROEHE; VARELA, 2012). Dessa forma, pode ocorrer o
desenvolvimento de afeccfes tanto no sistema reprodutivo (casos de abortamento),
como no respiratorio (forma respiratéria). Informagdes sobre o mecanismo de acao
na forma sistémica de infeccdo por BoHV-1 ainda séo desconhecidos (MUYLKENS
et al., 2007).
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2.4.3 Forma Genital

As principais manifestacfes clinicas causadas pelo BoHV-1, subtipo
1.2, estdo relacionadas com a Vulvovaginite Pustular Infecciosa e pela Balanopostite
Pustular Infecciosa (IPV/IBP). O curso clinico destas doencas varia de acordo com o
grau de infeccéo, durando de quatro a sete dias, aproximadamente.

Os animais acometidos apresentam sindrome febril (hipertermia,
depressao e anorexia). Ha o aparecimento de vesiculas de 1 a 2 mm de diametro,
que evoluem para pustulas e erosdes, localizadas nas mucosas vaginal, vulvar,
prepucial e peniana. A mucosa pode apresentar-se edemaciada, hiperémica e com
presenca de secrecbes serosas ou muco- hemorragica, decorrente de infeccdes
secundarias (HENZEL et al., 2008).

Na fase aguda da doenca, pode ocorrer a transferéncia
transplacentéaria do virus, ocasionando perdas embrionarias, morte fetal, endometrite
e ooforite. Na forma latente da doenca, as particulas virais alojam-se nos ganglios
sacrais, pudendo, genitofemoral, reto caudal e obturador (STEUKERS et al., 2011).

A contaminacdo do sémen pelos alfaherpesvirus gera o
aparecimento dos quadros

clinicos de IBP e IPV, associado aos quadros de cervicite e
endometrite, nas fémeas, e epididimite, nos touros (NANDI et al., 2009; OLIVEIRA et
al., 2011). Considerado um agente infeccioso emergente na reproducdo bovina, o
BoHV-5 pode causar a degeneracdo de odcitos e embrides in vitro, comprometendo
as taxas de concepcéo e a eficiéncia reprodutiva (FRADE et al., 2010).

Os isolados de BoHV-1 classificados como BoHV-1.1, BoHV-1.2a,
geram infeccOes respiratérias (IBR) e genitais (abortamento e reabsorcao
embrionaria) (MUYLKENS et al., 2007). O quadro de abortamento ocorre entre o
quarto e sétimo meses de gestacdo, ocasionando quadro clinico de endometrite e
diminuicdo das taxas de fertilidade da fémea bovina (NANDI et al., 2009).

2.4.4 Forma neuroldgica

Apesar de os herpesvirus bovino 1 e tipo 5 apresentarem grande

semelhanca génica, ambos diferem na capacidade de causar encefalite
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(ASHBAUGH et al., 1997). Embora neurotrépicos, o BoHV-5 é mais neuropatogénico
quando comparado ao BoHV-1, provocando disfuncdes neuroldgicas graves e
frequentemente fatais (PEREZ et al., 2002).

Os principais sinais clinicos gerados por esses agentes estdo
relacionados com o grau de neuroinvasividade e neuroviruléncia das estirpes virais.
A distribuicdo do virus nas diferentes por¢coes do SNC vai determinar o
aparecimento das lesdes e disfungbes neuroldgicas (VOGEL et al., 2003; LUNARDI
et al., 2009). Dessa forma, em um surto de meningoencefalite herpética, animais
podem manifestar sinais clinicos de forma e intensidade distintas (LISBOA et al.,
2003).

Os sinais observados em infeccbes experimentais ou naturais sao
muito semelhantes (MEYER et al., 2001; RISSI et al., 2008; LISBOA et al., 2009;
ISERNHAGEN et al., 2011). O periodo de evolucdo da meningoencefalite herpética
nos bovinos varia entre 1 a 15 dias (SALVADOR et al., 1998; COLODEL et al., 2002,;
RIET-CORREA et al., 2006) podendo ser mais longo em alguns casos (LUNARDI et
al., 2009).

A sindrome cerebrocortical € caracterizada por excitacao, bruxismo,
hiperexcitabilidade, alteracdo de comportamento, mioclonias, amaurose, paresia,
manias e pressionar a cabeca contra objetos (RISSI et al., 2008). Lesdes localizadas
no tronco encefalico geram alteracdes nos pares de nervos cranianos como paresia
da lingua (XII par de nervos), disfagia e sialorreia (IX, X e XllI), nistagmo (VIII) e
midriase (lIl), além de depresséo, sonoléncia, déficits proprioceptivos e paresia
(LISBOA et al., 2009).

2.5 LATENCIA

A infeccdo latente causada pelos herpesvirus bovino tipo 1 e tipo 5 é
estabelecida em neurbnios de géanglios sensoriais que inervam o sitio primario de
infeccdo (MEYER et al., 2001). Depois de ocorrida a replicacdo nas mucosas, ocorre
o transporte dos nucleocapsideos via fluxo axoplasmico retrogrado até os corpos
neuronais dos ganglios associados (DIEL et al., 2005; NANDI et al., 2009; FRANCO,;
ROEHE; VARELA, 2012). Devido a uma supressao dos genes alfa, necessarios para

as etapas de expressdo e replicagdo génica, o0 ciclo ¢é interrompido.
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Consequentemente, o genoma viral permanece no nucleo dos neurénios infectados
na forma epissomal pelo resto da vida do animal (SCHWYZER; ACKERMANN,
1996; REBORDOSA et al., 1996; METTENLEITER, 2003).

O estabelecimento de infec¢cBes latentes é, sem duvida, uma das
propriedades mais marcantes dos herpesvirus, e apresenta importancia
epidemiolégica consideravel. Na infeccdo latente, ha a auséncia de expressao
génica, resultando na absoluta auséncia de sinais clinicos. Dessa forma, 0os animais
tornam-se portadores assintomaticos com episodios esporadicos de reativacao viral,
excretando e transmitindo o virus de forma intermitente para outros animais do
rebanho (DEL MEDICO ZARJAC et al., 2010).

Os sitios de eleicdo para a laténcia, tanto para o BoHV-1 quanto
para o BoHV-5, dependem da regido onde ocorreu a infeccdo primaria, ou seja, 0s
tratos respiratorio e genital (STEUKERS et al., 2011). Nas infeccdes respiratorias, 0s
ganglios do nervo trigémeo sdo os sitios de laténcia natural (SILVA et al., 1999a;
BELTRAO et al., 2000; MEYER et al., 2001). Os ganglios da regi&o sacral, tais como
pudendo, genitofemoral, reto caudal e obturador, sdo os locais de eleicdo apés a
infeccdo genital (HENZEL et al., 2008; STEUKERS et al., 2011).

Além desses, ha o estabelecimento de infeccéo latente com BoHV-5
em diferentes por¢bes do sistema nervoso (SNC). Areas do telencéfalo, talamo,
tronco encefalico, ponte, medula oblonga e cerebelo também podem albergar o virus
na forma latente (VOGEL et al., 2003). Mesmo com caracteristicas neurotropicas, 0
BoHV-5 pode, eventualmente, ser identificado em 6rgados como tonsilas, traquéia e
pulmdo (MEYER et al., 2001; PEREZ et al., 2002; SPILKI et al., 2006). O BoHV-1
pode estabelecer laténcia em outros locais do organismo, como tonsilas e nervos
sensoriais (NANDI et al., 2009).

Situacdes associadas ao estresse do hospedeiro, como desmama,
aglomeracdo de animais em um mesmo recinto, manejo nutricional incorreto e
transporte, resultam na possibilidade de reativacdo da infeccdo (CARBONERO et
al., 2011; FRANCO; ROEHE; VARELA, 2012). Em situacfes experimentais, a
dexametasona € utilizada para esta finalidade, tanto em bovinos como em coelhos,
em raz&do do seu efeito imunossupressor (BELKNAP et al., 1994; BELTRAO et al.,
2000; SPILKI et al., 2002; RISSI et al., 2008).
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Com a reativacao viral, ocorre a replicacdo litica nos neurénios
infectados e a consequente producdo de progénie viral infecciosa. Os virions séo
transportados novamente até os sitios primérios de infeccdo (transporte
anterégrado), onde ocorre a nova replicacdo e a excre¢ao viral (ROCK et al., 1994).
A reativacdo viral frequentemente €& acompanhada por sinais clinicos e pelo
aparecimento de lesbes, fenbmeno denominado recrudescéncia (FRANCO; ROEHE;
VARELA, 2012). Nessa fase, geralmente os sinais clinicos sdo mais brandos quando
comparados aos da doenca apoés a infeccao primaria (CASCIO et al., 1999; MEYER
et al., 2001; ISERNHAGEN et al., 2011).

2.6 DIAGNOSTICO

2.6.1 Ante-Mortem

A meningoencefalite herpética € caracterizada por apresentar altos
indices de letalidade. Contudo, em surtos naturais ou em infec¢des experimentais, a
doenca pode n&o obrigatoriamente evoluir para a morte (LISBOA et al., 2009;
ISERNHAGEN et al., 2011). Dessa forma, o estabelecimento do diagndstico ante-
mortem para essa enfermidade é de fundamental importancia, uma vez que permite
o diferencial com outras doencas causadoras de encefalopatia, como a raiva
(CLAUS et al., 2007; LUNARDI et al., 2009).

A deteccao do genoma viral do BoHV-5 através da PCR de amostras
de liquido cefalorraquidiano (LCR) de animais infectados com evolucdo clinica
neurologica, pode representar um meio diagnostico de grande utilidade pratica
(LISBOA et al., 2009). Essa técnica foi utilizada e comprovada como eficaz em
relatos de infec¢do natural (LUNARDI et al., 2009) e experimental (ISERNHAGEN et
al., 2011). Apesar de sua relevancia pratica, o resultado falso negativo, utilizando
amostras de LCR, é comum. Fatores como neuroviruléncia, evolucdo clinica da
doenca, neurobiologia da infeccdo, presenca ou ndo de citolise neuronal e grau de
neuropatogenicidade da estirpe envolvida podem influenciar os resultados da PCR
aplicada ao LCR (AMUDE et al., 2008).

O diagndstico de infeccdo por BoHV-1 e BoHV-5, pode ser realizado

através de analise de materiais bioldgicos, tais como sémen e secrecdes nasal,
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ocular ou genital de animais suspeitos de carrear a infec¢cdo (DIEL et al.,2005;
FLORES et al.,, 2009; OLIVEIRA et al.,, 2011). Testes virologicos, tais como
isolamento viral e PCR, sdo capazes de detectar a presenca do virus e identificar os
animais portadores em um rebanho (RISSI et al., 2008; LUNARDI et al.,2009;
LISBOA et al., 2009).

2.6.2 Post-Mortem

Os achados de necropsia oriundos de animais infectados pelos
alfaherpesvirus sao varidveis e podem estar ausentes, tanto em casos naturais
guanto experimentais de encefalite (SALVADOR et al., 1998; CASCIO et al., 1999;
MEYER et al., 2001; COLODEL et al., 2002; RIET-CORREA et al., 2006; NETO et
al., 2009).

As principais alteracfes sdo descritas no SNC e no sistema
respiratério dos animais. As alteracdes encefalicas sdo evidenciadas por &reas
amolecidas e amareladas com cavitagbes cerebrais, amolecimento do parénquima
nervoso perceptivel ao corte, congestdo e hemorragia submeningeana (COLODEL
et al.,, 2002; RIET-CORREA et al., 2006). No trato respiratério, ha evidéncias de
broncopneumonia, com presenca de focos de necrose liquefeita decorrentes de
infeccdo secundaria (BELKNAP et al., 1994). Os lobos comumente afetados séo o
apical e cardiaco, associados com presenca de enfisema no lobo diafragmatico
(MEYER et al., 2001).

Microscopicamente, as lesdes do sistema nervoso correspondem ao
processo de meningoencefalite herpética ndo supurativa (MENS), com presenca de
necrose neuronal em coOrtex cerebral, gliose, manguitos perivasculares com
predominio de linfécitos e plasmacitos (linfoplasmocitaria) em substancia branca e
cinzenta, degeneracdo neuronal, meningite linfoplasmocitaria, satelitose e
vacuolizacdo do neurépilo (BELKNAP et al., 1994; SALVADOR et al., 1998; RIET-
CORREA et al.,, 2006). Alteracdes no ganglio do nervo trigemeo podem se
apresentar como proliferacdo de células linfoides, presenca de manguitos
perivasculares e ganglionite (MEYER et al., 2001; SPILKI et al., 2006).

Além dessas, outras alteragbes microscépicas podem estar

envolvidas, como a necrose e a presenca de corpusculos de inclusao eosinofilicos.
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A necrose do cortex cerebral (polioencefalomalacia) € um achado comum em
quadros de MENS no Brasil (COLODEL et al., 2002; SPILKI et al., 2006; RISSI et al.,
2006, 2008), na Argentina (CARRILO et al., 1983) e no Uruguai (DIAS et al., 1982),
sendo incomum em paises no hemisfério norte. Devido a diferenca de
neuroviruléncia associada as estirpes virais, a frequéncia de observacbes do
corpusculo de inclusdo é variada (BELTRAO et al., 2000; CARON et al., 2002).
Considerado como indicador de confirmacédo do diagndstico da meningoencefalite
herpética, essas estruturas podem estar ausentes (NETO et al., 2009), presentes em
21,5% dos casos (RISSI et al., 2006) ou em sua totalidade (ELIAS et al., 2004).

As lesbBes microscépicas decorrentes da forma respiratoria podem
estar presentes concomitantemente aos casos neuroldgicos (MEYER et al., 2001).
Ha bronquite com presenca de material amorfo, muco e debris em brénquios, fluido
alveolar com neutrofilos e macrofagos degenerados, hiperplasia de linfonodos
bronquiais, inflamacdo nas vias aéreas superiores e broncopneumonia intersticial
(BELKNAP et al., 1994; SALVADOR et al., 1998; MEYER et al., 2001).

2.6.3 Diferencial

As doencas do encéfalo dos bovinos abrangem um grupo importante
de enfermidades, determinando prejuizos econdmicos consideraveis. Na maioria das
vezes, provocam a morte dos animais acometidos, quase sempre se manifestando
sob a forma de surtos (SANCHES et al.,, 2000; LEMOS et al., 2005). Devem ser
consideradas como um conjunto de enfermidades porque se manifestam através
distdrbios neuroldégicos comuns, variaveis e inespecificos. Dessa forma, confundem-
se entre si 0 que torna o diagnostico diferencial uma necessidade e um desafio
(MAYHEW, 1989).

As principais causas de transtornos neurolégicos sao ordem
infecciosa, fisica, tdxica, metabdlica, nutricional e idiopatica, gerando processos de
natureza inflamatoria, vascular e degenerativa no encéfalo (RIET-CORREA, RIET-
CORREA, SCHILD, 2002). Com base nos relatos publicados, a encefalopatia de
causa inflamatoria mais frequente no Brasil é a Raiva (BRASIL, 2009; RISSI et al.,
2010; AZAMBUJA et al., 2011), seguida da meningoencefalite ndo supurativa pelo
BoHV-5 (RISSI et al., 2006; CLAUS et al., 2007) ou pelo BoHV-1 (SILVA et al.,
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2007a; RISSI et al.,, 2008). Além dessas, enfermidades como a Febre Catarral
Maligna (LEMOS et al., 2005; RECH et al., 2005), meningoencefalites bacterianas,
Listeriose, Babesiose cerebral, intoxicagcdes por plantas (QUEIROZ et al., 2012,
2013), por chumbo, por organofosforados, Acetonemia, Hipocalcemia,
Polioencefalomalacia (PEM) (NAKAZATO et al., 2000; GONCALVES et al., 2001) e
Tétano.

No estado do Parand, o levantamento das principais encefalopatias
em bovinos revelou que metade dos animais apresentaram transtornos de origem
toxica, seguida por processos inflamatorios ou infecciosos, fisicos, neoplasicos e
metabolicos. Dentre as intoxicagdes, 58,3% foram causadas por plantas, tais como
Senna occidentalis e Senna obtusifolia (15,58%), Cynodon dactylon e Cynodon
nlemfuensis (12,5%), Crotalaria spp. (10,41%), Acanthocladus brasiliensis (6,25%),
Ateleia glazoviana (6,25%), Baccharis megapotamica (4,16%) e Tabernaemontana
catharinensis  (4,16%). Botulismo e intoxicacdo por nitrito/nitrato foram
responsaveis por 12,5% e 14,58% dos casos toxicos, respectivamente. Tétano e
enterotoxemia por Clostridium perfringen foram responsaveis, cada uma, por 4,16%
das causas toxicas. Micotoxicose e intoxicagcdo por carbamato foram responsaveis
por 2,08% cada uma. Das doencas de origem inflamatoria/infecciosas, a raiva
(36,66%) e a encefalite por BoHV-5 (43,33%) foram as mais comumente
encontradas (AZAMBUJA et al., 2011).

2.7 TECNICAS LABORATORIAIS

Os diagnésticos viroldégicos empregados na rotina laboratorial sdo a
melhor maneira de diferenciar as infec¢des geradas pelo herpesvirus bovino 1 e tipo
5. Amostras frescas e congeladas de sistema nervoso, swab nasal, ocular e genital,
assim como feto e sémen de animais suspeitos podem ser processadas. O
diagndstico € baseado no isolamento viral dessas amostras, seguido da identificacao
do agente em questdo no cultivo celular (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010).

Ha necessidade, porém, de um numero substancial de particulas
virais presentes na amostra. Um ponto critico nessa metodologia é o bindbmio tempo
e temperatura, uma vez que amostras conservadas inadequadamente e enviadas

tardiamente, acabam fornecendo resultados falso negativos (TAKIUCHI et al., 2001;
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CLAUS et al., 2005). Apos a incubacao, a presenca do virus € determinada através
da lise celular (efeito citopatico - ECP) e da tipificacdo, com uso de anticorpos
especificos (ROEHE et al., 1997).

A utilizacdo de testes de virusneutralizacdo (VN) € amplamente
difundida nos laboratérios de virologia. Esta técnica apresenta, como vantagem, a
obtenc&o de resultados em curto espaco de tempo, cerca de 4 a 5 dias (SANCHEZ
et al., 2008). Contudo, € incapaz de diferenciar infec¢cdes geradas por BoHV-1 ou
por BoHV5, como ja mencionado (ROEHE et al.,1997; HUBNER et al., 2005). O
mesmo pode ocorrer em ensaios de ELISA, ocorrendo reagédo cruzada em amostras
dos dois tipos de herpesvirus (MEYER et al., 2001; BASHIR et al., 2011).

Diagnosticos moleculares, com destaque para a PCR, apresentam
papel decisivo nas descobertas das propriedades clinicas e patolégicas dos
herpesvirus (DELHON et al., 2003). O método possui sensibilidade e especificidade
altas e fornece resultados répidos. Além disso, permite o processamento de
amostras autolisadas, sem conservacao prévia. Esta caracteristica assume grande
importancia principalmente em animais de producdo, cujos materiais bioldgicos
colhidos a campo, muitas vezes, sdo conservados inadequadamente e demandam
um longo intervalo de tempo para o transporte até o laboratério (CLAUS et al.,
2005).

A amplificacdo do gene referente a glicoproteina C (gC) em ensaios
de PCR, apresenta vantagens frente a outros genes como tiamina-kinase (BoHV-1)
e gD (BoHV-5), devido ao fato de ser comum a ambos os virus (ALEGRE et al.,
2001). O gene da gC (UL 44), dentre todas as glicoproteinas, € a que apresenta 0s
maiores indices de similaridade, sendo comum a ambos os tipos de herpesvirus
bovino (DELHON et al., 2003).

2.8 PREVENCAO

O objetivo principal da implantacdo de medidas profilaticas contra o
herpesvirus bovino é minimizar o impacto gerado pelas perdas econbmicas
associadas a infeccdo. O estabelecimento do controle e/ou erradicacdo dos agentes
no sistema de producgédo, leva em conta a diminuicdo das ocorréncias das afeccoes

clinicas aparentes e a prevencao da transmissao viral (STRAUB, 1991).
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A imunoprofilaxia e a associacdo com medidas sanitarias do
rebanho sdo as principais formas de prevencdo. As estratégias sdo definidas de
modo a impedir a introducéo da doenca em rebanhos livres, fundamentando-se em
praticas sanitarias de quarentena e testes soroldgicos nos animais introduzidos. A
identificacdo e consequente eliminacdo dos animais sororreagentes € uma das
principais praticas de controle, adotada por paises considerados endémicos para
BoHV-1 (ACKERMANN; ENGELS, 2006). Além disso, o contato direto entre animais
e o0 contato indireto com secre¢cdes ou produtos biolégicos contaminados,
provenientes de animais com historico sanitario desconhecido, deve ser evitado
(MARS et al., 2000).

O monitoramento da qualidade do sémen e de embrides, assim
como a adocao de testes sorologicos periddicos em reprodutores, € importante para
diminuir o potencial de distribuicdo das partidas contaminadas em propriedades que
utilizam a inseminacao artificial (ROCHA et al., 1999).

Dentre as medidas preventivas, a vacinagdo € a mais empregada.
Embora seja incapaz de prevenir as infecgbes causadas por BoHV-1 e/ou por BoHV-
5, a imunizacédo diminui a gravidade das manifestacdes clinicas, assim como reduz a
replicacdo e a excrec¢ao viral, diminuindo a circulacdo dos agentes nos rebanhos
(ACKERMANN; ENGELS, 2006). Com base na reatividade cruzada entre BoHV-1 e
BoHV-5, gerada pela intensa similaridade génica entre ambos, preconizou-se a
utilizacao de vacinas contendo antigenos de BoHV-1 como medida preventiva para a
meningoencefalite herpética dos bovinos (CASCIO et al., 1999; BELTRAO et al.,
2000; VOGEL et al., 2002).

Em linhas gerais, existem dois tipos principais de vacinas
disponiveis comercialmente: as vivas modificadas e as inativadas. As vacinas vivas
modificadas induzem tanto resposta imune humoral quanto celular. Entretanto,
podem provocar laténcia do virus nos individuos imunizados, principalmente, por via
intranasal, além de causar abortamento em animais prenhes (ACKERMANN;
ENGELS, 2006). Outra manifestacdo indesejada é o desenvolvimento de afeccdes
respiratorias secundarias, desencadeadas pela imunossupressdo provocada pela
estirpe viral vacinal (HUBNER et al., 2005). As vacinas inativadas, por outro lado,
tém sido utilizadas principalmente em fémeas prenhes, porém induzem grau de

protecao inferior quando comparadas as vivas modificadas. Além disso, geram
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apenas imunidade humoral, exigindo revacinacfes frequentes que aumentam
significativamente o custo de producédo (JONES; CHOWDHURY, 2008).

Outro ponto importante € a diferenga de potencial imunogénico
apresentado pelas vacinas disponiveis comercialmente. Estudo realizado por Silva e
colaboradores (2007b) avaliou a imunogenicidade de vacinas comerciais inativadas
contra BoHV-1, e demonstrou que apenas as vacinas norte americana e uruguaia,
induziram resposta humoral adequada contra esse agente. Em nenhuma das
vacinas testadas, houve a indugdo de titulos neutralizantes significativos contra
BoHV-5. Dessa forma, a eficiéncia da vacinagcdo nos programas sanitarios depende
da disponibilidade e da utilizacdo de produtos capazes de induzir maior grau de
protecdo, assim como da revisdo dos critérios de licenciamento e importagdo de
vacinas (ACKERMANN; ENGELS, 2006; SILVA et al., 2007b).

Embora utilizada com relativo sucesso na prevencdo de
enfermidades geradas pelos heperpesvirus bovinos, a vacinacdo € incapaz de
prevenir a laténcia dos agentes. Além disso, ndo é possivel diferenciar os animais
vacinados daqueles portadores de infec¢cbes latentes. Para isso, vém sendo
desenvolvidas vacinas, contendo ambos os virus vivos, nos quais se deletaram os
genes responsaveis pela sintese das glicoproteinas estruturais E (gE"), | (gl~), D
(gD") e US9 (US9") (HUBNER et al., 2005; SILVA et al., 2006; PETRINI et al., 2009).
A sua viabilidade tem sido comprovada em programas de controle e erradicacéo
contra BoHV-1 em paises europeus. Varios estudos tém comprovado a eficacia
dessas vacinas como forma de diminuir a intensidade dos sinais clinicos
manifestados e a probabilidade do desenvolvimento de laténcia, diminuindo, ou até
mesmo impedindo, a reativacao viral apés o uso de dexametasona (FRANCO et al.,
2002; HUBNER et al., 2005). Apesar de promissoras, essas vacinas ainda nao estao

disponiveis no comércio brasileiro.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a prevaléncia das infec¢des latentes por herpesvirus
bovino 1 e 5 em bovinos de corte criados no estado do Parana,
utilizando a técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

para a deteccdo dos genomas virais nos ganglios dos nervos
trigémeo.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar as prevaléncias de cada infeccdo isoladamente e
das infec¢des mistas.

e Estudar a distribuicAo dessas infeccoes em diferentes
mesorregides geograficas do estado.
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4 ARTIGO PARA PUBLICACAO

PREVALENCIA DAS INFECCOES LATENTES POR BoHV-1 E BoHV-5 EM
BOVINOS DE CORTE NO ESTADO DO PARANA®

Prevalence of latent infection with BoHV-1 and BoHV-5 in beef cattle of Parana,
Brazil

ABSTRACT: Encephalopathy is an important group of diseases in cattle, often fatal,
causing great economic losses in Brazil and worldwide. Bovine herpesvirus 5 (BoHV-
5) is an important causative agent of encephalitis in the country and 1 (BoHV-1) may
eventually cause this disease. The aim of this study was to determine the prevalence
of latent infection by these two viruses in beef cattle raised in the state of Parana,
Brazil. The trigeminal ganglia were collected, in a slaughterhouse with Federal
Inspection Service (SIF), from 400 healthy cattle, between 18 and 36 months, raised
in 90 farms located in different geographical regions of the state. The detection of
nucleic acid (DNA) of each of viral agents was performed by polymerase chain
reaction amplification of the gene encoding the glycoprotein C. One hundred nine
(27.25%) animals were herpetic; 14.25% (57/400) were infected only with BoHV-1,
9,75% (39/400) were infected only with BoHV-5 and 3.25% (13/400) had mixed
infection. The Northwest region had the highest prevalence rate for BoHV-5 (41.3%),
followed by North Central (8.3%), South West (5.7%), Middle East (3.4%) and
Northern Pioneer (2.2%). The frequency of infection with BoHV-1 was higher in North
Central region (36.6%), followed by North West (25.9%), West (20%), Southwest
(11.4%), Northern Pioneer (11. 1%), Central West (7.4%) and Middle East (6.9%).
Infections with herpesvirus were not detected latently infected cattle in the regions of
Curitiba, Southeast and South Central. The two herpesvirus circulating in cattle herds
in the state of Parand, determining latent infection with heterogeneous geographical
distribution. The BoHV-1 and BoHV-5 infections are more prevalent in the north of
the state, where there is the largest beef cattle population, and are almost absent in
the regions forming the southern border. The epidemiological situation is critical in
the Northwest region, and surveillance for herpetic meningoencephalitis should be
intensified in this region.

Index terms:Bovine herpesvirus. Diagnosis. Epidemiology. Neurological diseases.

! Artigo redigido conforme as normas para publicacdo da Pesquisa Veterinéria Brasileira
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RESUMO: As encefalopatias em bovinos representam um grupo de enfermidades
importantes, geralmente fatais, que determinam grandes perdas econOémicas no
Brasil e no Mundo. O herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) € um dos principais agentes
causadores de encefalite no pais e o 1 (BoHV-1) pode, eventualmente, provocar a
doenca. O objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia das infeccfes latentes
por esses dois virus em bovinos de corte criados no estado do Parana. Os géanglios
do nervo trigémeo foram coletados de 400 bovinos higidos, entre 18 e 36 meses de
idade, provenientes de 90 propriedades rurais localizadas em diferentes
mesorregides geograficas do estado e abatidos em frigorifico com Servico de
Inspecao Federal (SIF). A detecgéo do acido nucléico (DNA) viral foi realizada por
meio da reacdo em cadeia pela polimerase com amplificacdo do gene que codifica a
glicoproteina C. Cento e nove bovinos eram herpéticos (27,25%), sendo 14,25%
(57/400) infectados somente com BoHV-1, 9,75% (39/400) infectados somente com
BoHV-5 e 3,25% (13/400) portadores de infeccdo mista. A mesorregido Noroeste
apresentou os maiores indices de prevaléncia para BoHV-5 (41,3%), seguida pela
Norte Central (8,3%), Sudoeste (5,7%), Centro Oriental (3,4%) e Norte Pioneiro
(2,2%). A frequéncia de infeccdo por BoHV-1 foi maior na mesorregiao Norte Central
(36,6%), seguida pela Noroeste (25,9%), Oeste (20%), Sudoeste (11,4%), Norte
Pioneiro (11,1%), Centro Ocidental (7,4%) e Centro Oriental (6,9%). Nas
mesorregides de Curitiba, Sudeste e Centro Sul ndo foram detectados bovinos com
infeccdo latente. Os dois herpesvirus circulam em rebanhos bovinos no estado do
Parana, determinando infec¢do latente, com distribuicdo geografica heterogénea.
Sao mais prevalentes ao norte do estado, onde se concentra a maior populacdo de
bovinos de corte, e estdo quase ausentes nas mesorregides que constituem a
fronteira sul. A situacdo epidemioldgica é mais critica na mesorregido Noroeste e a
vigilancia para a meningoencefalite herpética deve ser intensificada nessa regido.

Palavras-chave: Herpesvirus bovino. Diagnéstico. Epidemiologia. Doencas
neuroldgicas.

4.1 INTRODUCAO

Os herpesvirus bovino 5 (BoHV-5) e 1 (BoHV-1) pertencem a familia
Hesperviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus (Mayfield et al.
1983) sendo responsaveis por perdas econémicas significativas a pecuaria bovina
(Nandi et al. 2009, Del Médico Zajac et al. 2010). As caracteristicas da subfamilia
Alphaherpesvirinae sdo baseadas nos aspectos biolégicos e genéticos,
apresentando um ciclo replicativo curto (<24 h), causando intensa lise celular e
estabelecendo laténcia em neurdnios dos ganglios sensoriais e autondémicos
(Ladelfa et al. 2011).

O BoHV-5 é o agente etiolégico da meningoencefalite herpética dos
bovinos, acometendo animais jovens, com idades de 21 dias até 24 meses (Colodel

et al. 2002, Lisboa et al. 2009) e, eventualmente, animais mais velhos com até 60
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meses (Riet-Correa et al. 2006, Neto et al. 2009). Essa doenca € caracterizada por
apresentar indices de morbidade baixos e elevadas taxas de letalidade (Gomes et
al. 2002, Rissi et al. 2006, Spilki et al. 2006). Em relacdo a sua distribuicdo
geografica, o BoHV-5 é relatado com maior frequéncia em paises da América do
Sul, como o Brasil (Rissi et al. 2008; Lisbda et al. 2009; Azambuja et al. 2011), a
Argentina (Carrilo et al. 1983) e o Uruguai (Guarino et al. 2008).

O BoHV-1 apresenta distribuicAo mundial e estd associado a uma
variedade de enfermidades, tais como doenca respiratéria (Rinotraqueite Infecciosa
Bovina - IBR), doenca sistémica em animais neonatos, doencas reprodutivas
(Vulvovaginite e Balanopostite Infecciosa Bovina - IPV e IBP) e abortamentos
(Brower et al. 2008, Steukers et al. 2011). Eventualmente, a infec¢cdo pode provocar
encefalite (Silva et al. 2007, Rissi et al. 2008, Batista et al. 2010). De forma geral, 0os
virus isolados de doencas respiratdrias tém sido classificados como subtipo BoHV-
1.1 e os de doencas genitais, como subtipo BoHV-1.2 (Esteves et al. 2008).

Uma caracteristica comum a ambos 0s virus € a capacidade de
determinar infeccdo latente duradoura em seus hospedeiros, possibilitando a
disseminacdo ocasional do agente no ambiente, apds eventos que favorecem a
reativacdo viral (Callan & Van metre 2004, Griffin et al. 2010). Os ganglios dos
nervos sensoriais, que inervam os sitios primarios de infec¢do, sdo os tecidos de
eleicdo para o estabelecimento da laténcia, e tanto BoHV-1 quanto BoHV-5
permanecem em laténcia nos ganglios dos nervos trigémeo apos a infec¢ao por via
respiratoria (Rock 1994, Meyer et al. 2001, Perez et al. 2001, Isernhagen et al.
2011). Nas infeccOes genitais, frequentemente associadas ao BoHV-1, a laténcia
ocorre nos ganglios sacrais (Henzel et al. 2008, Steukers et al. 2011).

No estado do Parana, a infeccdo por herpesvirus bovino tem sido
identificada, em rebanhos, por levantamentos soroepidemiolégicos (Médici et al.
2000, Takiuchi et al. 2001, Dias et al. 2013), e a presenca de BoHV-5 foi confirmada
nos casos de encefalite em bovinos (Claus et al. 2007, Lisboa et al. 2009, Lunardi et
al. 2009). Devido a grande similaridade gendémica dos dois virus (Delhon et al.
2003), ocorre intensa reatividade cruzada, impossibilitando que as infeccGes
especificas por BoHV-1 e por BoHV-5 sejam diferenciadas por métodos sorolégicos
(Takiuchi et al. 2003, Holz et al. 2009). Dessa forma, a prevaléncia especifica de

cada um dos herpesvirus bovino é desconhecida no estado. O objetivo deste
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trabalho foi determinar a prevaléncia de infeccdes latentes por BoHV-1 ou por BoHV-
5 em bovinos de corte criados nas diferentes mesorregides do estado do Parana,
utilizando a técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para a deteccéo do
DNA viral nos ganglios dos nervos trigémeo.

4.2 MATERIAL E METODOS

O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) sob o namero de processo
31235.2011. Os ganglios do nervo trigémeo (direito e esquerdo) foram colhidos de
400 bovinos de corte sadios, abatidos no Matadouro-Frigorifico Argus Ltda., com
registro no Servico de Inspec¢éo Federal (SIF) do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA) sob o n° 1710 e localizado no municipio de Sado José dos
Pinhais, PR, durante o periodo compreendido entre os meses de marco e junho de
2012. Os animais eram da ragca Nelore ou seus cruzamentos, machos e fémeas,
entre 18 e 36 meses de idade, e manejados extensivamente em propriedades rurais
paranaenses.

Para o calculo do numero de amostras, foi considerada a
prevaléncia esperada de 50% para as infec¢cdes pelo BoHV-1 e pelo BoHV-5, com
erro de 6% e nivel de significAncia de 5%. A férmula para amostras simples
aleatérias (Thursfiel 1995, Noordhuizen et al. 1997) foi aplicada com auxilio do

programa Epi Info, versdo 6.04, e é descrita a seguir:
2y ;2
n=2, .NP(1-P)/ d

onde: n = numero de amostras necessdarias; Za = valor de
distribuicdo normal para o grau de confianga de 95%; P = prevaléncia esperada; d =
precisao (fixada em 6%)

Para a amostragem da populacdo bovina distribuida
geograficamente pelo Estado do Parana, foi adotado o modelo de divisdo em
mesorregides, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
totalizando 10 mesorregides geograficas: Centro Oriental, Centro Ocidental, Centro
Sul, Curitiba, Noroeste, Norte Central, Norte Pioneiro, Oeste, Sudeste e Sudoeste.

As informacbes do Senso Agropecuario de 2009 (BRASIL, 2009) foram
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consideradas para a definicdo do efetivo total de bovinos existente em cada
mesorregido. A populacdo de bovinos leiteiros foi estimada, a partir da informacéao
do total de vacas em lactagdo presente em cada mesorregido do estado (PARANA,
2010), considerando-se que esta categoria corresponde a 70% do total de bovinos
em uma propriedade leiteira. O numero de bovinos de corte de cada mesorregido foi
calculado por subtracdo. O numero de amostras de ganglios do nervo trigémeo
definido para a coleta obedeceu, finalmente, a mesma propor¢cao do efetivo de
bovinos de corte existente entre as mesorregides geograficas paranaenses (Quadro
1).

Quadro 1 — Distribuicdo da populagdo de bovinos de corte e leiteiros nas diferentes
mesorregides do estado do Parana e o niumero de amostras colhidas
por mesorregiao

Mesorregiao Populacao Bovinos | Bovinos de corte Numero
Geral de leiteiros? de
Bovinos? amostra
n n n %
Centro 583.015 105.881 | 477.134 | 6,56 27
Ocidental
Centro 661.668 142.244 | 519.424 | 7,14 29
Oriental
Centro Sul 1.062.187 288.964 | 773.223 | 10,63 42
Curitiba 228.773 80.441 | 148.332 | 2,04 8
Noroeste 2.168.501 281.309 |1.887.192 | 25,95 104
Norte Central 1.359.649 266.403 |1.093.246 | 15,03 60
Norte Pioneiro 1.008.096 187.516 | 820.580 | 11,28 45
Oeste 1.187.351 458.580 | 728.771 | 10,02 40
Sudeste 256.093 72.216 | 183.877 | 2,52 10
Sudoeste 1.046.78 407.581 | 639.199 | 8,79 35
TOTAL 9.562.113 2.291.13|7.270.978| 100 400
5

! Senso Agropecudrio do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - BRASIL (2009).
2 Populacdo estimada a partir do nimero total de vacas leiteiras em lactacd@o informado no Senso
Agropecuario da Secretaria da Agricultura e Abastecimento do Parana - PARANA (2010).
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Quadro 2 — Numero total de bovinos e de propriedades amostradas por municipios

nas diferentes mesorregides do estado do Parana

Mesorregiio

Municipio

Animais

Propriedades

Centro Ocidental

Centro Oriental

Centro Sul

Curitiba

Moroeste

Morte Central

Morte Pioneiro

Oeste

Sudeste

Sudoeste

TOTAL

Tretama
Luiziana
Mowva Canti
Roncador
Feserva
Tibagi
Guarapuava
Laranjal
Palmital
Pitanga
Porto Barreiro
Turvo
Araucania
Lapa
Sd0 Jozé dos Pinhai=
Serro Azul
Cianorte
Paranavai
Planaltina
Sdo Pedro do Parana
Santa Isabel do Tvai
Tapejara
Terra Rica
Astorga
Borrazépolis
Candido de Abren
Faxinal
Kaloré
Manoel Ribas
Nova Esperanca
Santa Fe
Uniflor
Cunirva
Joaguim Tavora
Ribeirdo Claro
Sapopema
Boa Vista da Aparecida
Diamante I Oeste
Formoso D' Oeste
Thema
Matelandia
Nova Aurora
Prodentopolis
Sdo Mateus do Sul
Chopinzinho
Dois Vizinhos
Francisco Beltrdo
Vere
48
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Os bovinos foram selecionados aleatoriamente na linha de abate,

tomando-se como critérios a homogeneidade da idade, determinada por inspecéo

dos dentes, e a heterogeneidade da origem, considerando o municipio e a

propriedade. Para garantir a maior abrangéncia geografica possivel, os animais

foram provenientes de 48 municipios e eram criados em 90 propriedades rurais
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distintas (Quadro 2). Foram colhidas amostras de um a, no maximo, oito bovinos de
um mesmo rebanho.

O procedimento de coleta consistiu ha remocdo do encéfalo apos a
abertura do cranio com auxilio de serra elétrica, seguida por identificacdo e
dissecacdo do conjunto composto pelos ganglios do nervo trigémeo (direito e
esquerdo), pela rete mirabile carotidea e pela hipéfise. Para evitar a transferéncia
acidental de DNA viral entre as amostras, empregou-se material cirargico (pinca
dente de rato e cabo de bisturi) desinfetado com solucao de hipoclorito de sédio a
10% (concentracdo de 1.000 ppm de cloro ativo), e trocou-se a lamina do bisturi
para a coleta de cada animal. O par de ganglios de cada individuo foi acondicionado
em saco plastico identificado. Todo o material foi transportado em caixas térmicas,
sob refrigeracdo. As amostras foram mantidas a - 80°C até o processamento.

As amostras foram processadas em cabine de seguranca bioldgica
utilizando-se material estéril. A sequéncia das amostras nos lotes de processamento
foi aleatéria para evitar que individuos de uma mesma mesorregido fossem
analisados em conjunto ou muito proximos. Os ganglios do nervo trigémeo (direito e
esquerdo) de cada bovino foram processados em conjunto, gerando amostra unica
por individuo. Aproximadamente 0,59 do tecido foram acondicionados em
microtubos plasticos estéreis com capacidade de 2 mL, contendo 1 mL de solugéo
fosfato salina tamponada (PBS; pH 7,2). ApOs agitacdo, adicionaram-se, ao tubo, 50
uL de solucdo SDS 1% e 10 uL de proteinase K com concentracdo de 0,2 mg/mL
(Invitrogen™, Life Technologies, USA), e realizou-se incubacdo a temperatura de
56°C por 1 h. Posteriormente, o tubo foi novamente agitado e submetido a
centrifugagcdo (10.000 x g durante 10 min). Aliquotas de 500 uL do sobrenadante
foram utilizadas para a extracdo do acido nucléico, empregando-se a combinacéo
dos métodos fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (Sambrook; Russel, 2001) e
silica/isotiocianato de guanidina (Boom et al. 1990) com modificacées descritas por
Alfieri et al. (2006). O DNA viral foi ressuspendido com 50 uL de agua ultrapura
estéril (MilliQ®) e mantido a temperatura de -20°C.

O DNA extraido foi submetido a PCR com modificacbes realizadas
no método descrito por CLAUS et al. (2005), utilizando oligonucleotideos iniciadores
(primers) desenhados com base na sequéncia do gene que codifica a glicoproteina

C do envelope viral. Para a deteccdo de BoHV-1 realizou-se a primeira PCR
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empregando-se o par de primers Bl, especifico para BoHV-1 ([5-CAA CCG AGA
CGG AAA GCT CC- 31, nt 185-204), e Bcon, primer consensual para BoHV-1 e para
BoHV-5 ([5'-AGT GCA CGT ACA GCG GCT CG- 37, nt 519-538 [BoHV-1] e nt 461-
480 [BoHV-5]). A segunda PCR foi realizada para a detec¢céo de BoHV-5, utilizando,
novamente, o primer consensual Bcon em associacdo com o primer B5, especifico
para BoHV-5 ([5-CGG ACG AGA AGC CCT TGG- 31, nt 322-339). Os pares de
primers utilizados resultaram na amplificacdo de um fragmento com 354 pares de
base (pb) para o BoHV-1 e 159 pb para o BoHV-5.

A PCR foi realizada separadamente para cada virus, utilizando 5 uL
do DNA extraido e 45 uL de mix, constituido por 20 pmol de cada primer (B1 e Bcon)
ou (B5 e Bcon); 2,0 mM de dNTP (Invitrogen™ Life Technologies, USA); 5 Unidades
de Tag platinum DNA polimerase (Invitrogen™ Life Technologies, USA); 1x PCR
buffer (50 mM KCI e 20 mM Tris-HCI pH 8,4); 1,5 mM MgCh; 8% de dimetilsulfoxido
(DMSO, Sigma Co.,USA) e agua ultrapura estéril para completar o volume. A
amplificacéo foi realizada em termociclador (PTC 200, MJ Research Co.,USA), sob
as seguintes condicOes de tempo e temperatura: 94°C por 3 min; seguido de 35
ciclos a 94°C por 1 min; 58°C por 30 s; 72°C por 1 min e uma extensao final de 7
min a 72°C.

Os produtos amplificados na PCR foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 2%, tampao TBE com pH 8,4 (89 mM Tris; 89 mM &cido borico e
2 mM EDTA) e voltagem constante (100 V) por aproximadamente 45 min; corados
com brometo de etideo (0,5 ug/mL) e visualizados sob luz ultravioleta.

Controles positivo e negativo foram utilizados a cada conjunto de
nove amostras testadas, como indicadores da acuracia diagnostica. Os prototipos
utilizados como controle positivo foram: cepa Los Angeles para BoHV-1 e cepa AA
01 para BoHV-5 (D'Arce et al. 2002). A PBS foi empregada como controle negativo.

Medidas para evitar a possibilidade de contaminacdo acidental com
DNA viral entre as amostras foram adotadas rigorosamente, incluindo a utilizagéo de
solucbes e reagentes exclusivos para o estudo e a execucdo dos processos de
extracdo, de preparo do mix, de PCR e de analise dos produtos gerados em areas
separadas do laborat6rio, obrigatoriamente.

A qualidade do procedimento de extracdo foi avaliada através da

utilizacdo de um controle da extracdo, baseado no gene ND5 do DNA mitocondrial
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bovino (GenBank, nimero de acesso NC 001567). Os primers utilizados foram
BOV1 (5-ATA CGC CTT CAT TAC CAG-3' nt 12.231-12.248) e BOV2 (5-TTG AAT
GGA GTA GTG CTG-3' nt 12.8565 12.839), gerando um fragmento com 626 pb.
A cada 50 amostras com resultado negativo, nove foram escolhidas, de forma
aleatdria, e processadas com o controle da reacao.

Produtos obtidos na PCR para BoHV-1 (n=2) e para BoHV-5 (n=1)
foram submetidos aos procedimentos de sequenciamento e de analise filogenética,
com a finalidade de confirmar a especificidade do produto amplificado. Os produtos
da PCR selecionados foram purificados utilizando o Kit GFX™ PCR DNA e Gel
Band Purification (GE Healthcare, Little Chalfont UK), quantificados utilizando o Kit
Qubit™  Fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies, USA) e sequenciados
utilizando a plataforma ABI3500 Genetic Analyser com o Kit BigDye® Terminator v
3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems®, USA), usando 0s primers senso e anti-
senso.

As sequéncias obtidas e o conjunto de sobreposicoes do DNA
gerados foram analisados com auxilio dos programas computacionais Phred e CAP3
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) e somente bases com qualidade maior
ou igual a 20 foram consideradas. As sequéncias foram confrontadas por meio do
programa Basic Local Alignment Search Tool (BLASTnN -
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para verificar a identidade das sequéncias
analisadas. O alinhamento multiplo e pareado foi realizado no CLUSTAL W (versao
1.4), com auxilio do programa MEGA (versdo 4.1) e a matriz identidade foi realizada
utilizando o BioEdit (versdo 7.0.9.0). A arvore filogenética foi obtida por meio do
método de neighbor-joining utilizando o modelo de Kimura-two-parameter e
empregando o programa MEGA (versdo 4.1). Os valores foram estatisticamente
suportados utilizando um bootstrap de 1000 replicacbes. As sequéncias de
referéncia utilizadas neste estudo foram obtidas na base publica de dados GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenB ank/).

Foram estabelecidas as distribuicbes de frequéncia das infeccdes
latentes, simples (por cada herpesvirus individualmente) e mistas, globais e em cada
mesorregido geografica do estado do Parana. O teste de Qui-quadrado foi
empregado para verificar diferencas entre as propor¢cdes dos tipos de infeccao

latente (simples e mista) e entre as prevaléncias nas mesorregides geograficas.
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4.3 RESULTADOS

A infeccdo latente por herpesvirus foi confirmada em 109 dos 400
bovinos estudados (Quadro 3). Em 291 bovinos (72,75%) nao foi possivel detectar
presenca de genoma viral nos ganglios dos nervos trigémeo. As infeccdes
especificas por BoHV-1 ou por BoHV-5 ndo foram detectadas em 330 (82,5%) e 348
(87,0%) bovinos, respectivamente. As infec¢des simples, por BoHV-1 ou por BoHV-
5, apresentaram-se com prevaléncias que nao diferiram entre si (p>0,05), e foram
mais frequentes do que a infecgcdo mista (p<0,001). O numero de bovinos que
apresentava infeccdo mista representou 3,25% do total.

Considerando somente o0s bovinos infectados, 52,3% (57/109)
albergavam exclusivamente BoHV-1, 35,8% (39/109) estavam infectados
especificamente por BoHV-5 e 11,9% (13/109) eram portadores de ambos os virus.
Assim como ja mencionado para as prevaléncias globais, as frequéncias das
infeccdes simples ndo diferiram entre si (p>0,05) e foram maiores do que a de
infeccdo mista (p<0,001).

As infecdes latentes por herpesvirus foram confirmadas em 47,8%
(43/90) dos rebanhos amostrados. Em 17 rebanhos (18,9%) havia infeccdo somente
com BoHV-1, e em 8 rebanhos (8,9%), somente com BoHV-5. A presenca
simultdnea de ambos os virus circulando no mesmo rebanho foi confirmada em 18
propriedades (20%), sendo a infecdo mista observada em 8 (8,9%), enquanto as

infeccdes simples em animais diferentes ocorreram nas demais 10 (11,1%).

Quadro 3 — Infeccbes latentes, simples e mistas, por BoHV-1 e BoHV-5
confirmadas nos ganglios do nervo trigémeo de bovinos de corte
sadios (n=400) criados e abatidos no estado do Parana

Tipo de infecciio n %

BoHV-1 57 14.25
BoHV-3 39 075
BoHV1 + BoHV-3 13 325
TOTAL 109 27,25

As infeccbes por BoHV-1 ou por BoHV-5 ndo se apresentaram com

distribuicdo geogréafica uniforme no estado do Parana (Fig. 1) e as prevaléncias
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variaram entre as mesorregides (p<0,001). A infeccdo latente por BoHV-1 foi
observada em sete das dez mesorregides geograficas, com excecdo das
mesorregides de Curitiba, Sudeste e Centro Sul. Essas mesorregides apresentam
localizacdo mais ao sul do estado e sdo contiguas entre si. O nUmero de amostras
colhidas nas mesorregioes de Curitiba (n=8) e Sudeste (n=10) foi reduzido porque a
populacao de bovinos de corte ndo € numerosa (Quadro 1). O mesmo ndo pode ser
afirmado na mesorregido Centro Sul, que originou 10% de todas as amostras
colhidas para o estudo. Nas mesorregibes em que a infecgcdo foi comprovada, a

prevaléncia variou consideravelmente, de 6,9% até 36,6%.

Figura 1 — Prevaléncia dos herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e do 5 (BoHV-5) nas
diferentes mesorregides do Estado do Parana. Fonte: BRASIL, 2009
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Em comparacéo a infeccdo por BoHV-1, a por BoHV-5 distribui-se
de forma menos uniforme pelo estado e foi confirmada em somente metade das
mesorregides, concentrando-se naquelas localizadas mais ao norte. Dentre as que
constituem a fronteira sul do estado, a infeccdo foi confirmada apenas na
mesorregido Sudoeste. As prevaléncias variaram com valores reduzidos (2,2% a
5,7%), exceto nas mesorregides Norte Central e Noroeste. Nessa Ultima
mesorregido, quase a metade dos bovinos amostrados (41,3%) albergava o agente
na sua forma de laténcia.

A amplificacdo do DNA mitocondrial bovino, utilizada nesse estudo

como controle interno para avaliacdo da qualidade do procedimento de extracdo de
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DNA das amostras, foi bem sucedida em todos os casos. Nas amostras em que 0
genoma do herpesvirus nao foi detectado, o fragmento composto por 626 pb,
esperado como produto oriundo do controle interno, foi amplificado com sucesso.

Os resultados da éarvore filogenética e da matriz de identidade de
nucleotideos comprovaram a presenca de BoHV-1 ou de BoHV-5 nas trés amostras
selecionadas para o procedimento. Os amplicons sequenciados foram
comparados com sequéncias da glicoproteina C disponiveis na base publica de
dados (GenBank). Com relagdo ao BoHV-1, dos 303 (267-609) nucleotideos
analisados, as amostras UEL 7 e UEL 323 apresentaram, respectivamente, 99,7% e
99,4% de identidade de nucleotideos com as sequéncias NM06 e SV-56/90,
disponiveis no GenBank. As amostras avaliadas apresentam, entre si, 99,7% de
identidade de nucleotideos. Quanto ao BoHV-5, dos 210 (410-619) nucleotideos
analisados, a amostra UEL 237 apresentou 99,3% de identidade de nucleotideos
com as sequéncias EVI- 190, U35883 e Z249224.

4.4 DiscussAO E CONCLUSAO

A infeccdo por herpesvirus bovino em rebanhos brasileiros vem
sendo comprovada, nas Uultimas trés décadas, por meio de levantamentos
soroepidemioldgicos, 0s quais empregaram, na maior parte das vezes, a técnica de
virusneutralizacdo. Levantamentos realizados no Rio Grande do Sul (Holz et al.
2009), Sdo Paulo (Pituco et al. 1993, Richtzenhain et al. 1999) e Mato Grasso do Sul
(Richtzenhain et al. 1999, Takiuchi et al. 2001) apontaram prevaléncia de animais
positivos sempre maior do que 29%. No estado do Parand, prevaléncias de 43,7%
(Médici et al. 2000), 52,4% (Takiuchi et al. 2001) e 59% (Dias et al. 2013) vém sendo
comprovadas. O estudo de maior abrangéncia e de amostragem sistematizada foi
realizado, recentemente, nesse estado e envolveu o exame de 14.803 fémeas em
atividade reprodutiva (acima de 24 meses de idade), de corte e de leite, ndo
vacinadas contra o herpesvirus e pertencentes a 2.018 propriedades rurais
localizadas em sete diferentes regides geograficas, definidas como circuitos
agropecuarios (Dias et al. 2013). Prevaléncias globais de 83,3% e de 71,5% foram
observadas nas fémeas de corte e leiteiras, respectivamente, e animais

sororreagentes foram encontrados em 71,1% dos rebanhos de corte e em 45,9%
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dos rebanhos leiteiros, localizados em todas as regides do estado, o que indica a
ampla disseminacéo da infeccao.

Apesar da importancia desses levantamentos ser inquestionavel
como indicadores da presenca e da distribuicdo da infeccdo por herpesvirus na
populacao bovina, eles apresentam, como limitacdo, a impossibilidade de determinar
gue espécie do virus esta causando a infec¢cdo. Em todos esses estudos foi admitido
que se tratava da infeccdo por BoHV-1. Entretanto, ndo é possivel saber quantos
dos animais positivos eram, de fato, infectados por BoHV-5, ao invés de por BoHV-1.
Os dois virus apresentam semelhancas gendémicas e antigénicas o que determina
que a reacdo cruzada seja intensa entre ambos (Delhon et al. 2003). Os métodos
soroldgicos sao incapazes, portanto, de detectar anticorpos especificos para cada
virus (Holz et al. 2009, Varela et al. 2009). O mais correto seria assumir que todos
esses estudos soroepidemiolégicos apontaram a ocorréncia de infec¢cdo por
herpesvirus bovino e ndo, verdadeiramente, especifica por BoHV-1.

Casos naturais de encefalite em bovinos causada por BoHV-5 ja
foram confirmados em diferentes estados brasileiros, tais como Rio Grande do Sul
(Weiblen et al. 1989, Elias et al. 2004, Rissi et al. 2006, 2008), Mato Grosso do Sul
(Salvador et al. 1998, Claus et al. 2007), Sao Paulo (Salvador et al. 1998, Gomes et
al. 2002, Ferrari et al, 2007, Lisbda et al. 2009), Minas Gerais (Gomes et al. 2002,
Neto et al. 2009), Mato Grosso (Colodel et al. 2002) e Para (Riet-Correa et al. 2006).
No Parana, a doenca também ocorre (Claus et al. 2007, Lunardi et al. 2009, Lisbéa
et al. 2009) e deve ser considerada, depois da raiva, a principal causa de encefalite
em bovinos (Azambuja et al. 2011). Apesar de reconhecida como importante, em
virtude dos relatos de doenca, a infeccdo por BoHV-5 na populagdo bovina nunca
havia sido determinada até o estudo de Campos et al. (2009). Realizado no Rio
Grande do Sul, o trabalho consistiu na deteccdo da presenca dos genomas de
BoHV-5 e de BoHV-1 por meio da PCR, nos ganglios do nervo trigémeo de bovinos
de corte sadios criados e abatidos no sul do estado. A infeccdo latente com
herpesvirus bovino foi confirmada em 87% dos bovinos, sendo 6,9% infectados
exclusivamente com BoHV-1 e 17,2% infectados exclusivamente com BoHV-5. A
infeccdo mista estava presente na maioria dos animais (75,9%).

Seguindo a mesma linha de investigacdo, o estudo aqui apresentado

€ 0 segundo levantamento realizado no Brasil com determinacdo das prevaléncias
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das infeccbes especificas por cada um dos herpesvirus bovino, e o primeiro
realizado no estado do Parana. Distintamente do estudo de Campos et al. (2009),
envolveu o dobro do nimero de bovinos e investigou a distribuicdo das infec¢bes
latentes nas diferentes mesorregides geogréaficas do estado. Os resultados obtidos
nos dois estados sao distintos, sendo o indice de prevaléncia observado no Rio
Grande do Sul muito mais alto do que o do Parana. Sao diferentes, sobretudo, com
relacéo a taxa de infeccdo mista. A maioria dos bovinos sulriograndenses infectados
albergava os dois tipos de virus simultaneamente. Essa condicdo foi observada em
somente 11,9% dos bovinos paranaenses infectados.

As discrepancias entre os resultados obtidos nos dois estudos
podem ser devido a algumas diferengas metodologicas. Os bovinos do Parana eram,
pelo menos, um ano mais jovens e isso poderia significar que tiveram menor chance
de se infectar ao longo da vida. Embora nas duas situacfes os animais fossem
mantidos em regime de manejo extensivo, todos o0s bovinos paranaenses eram
Nelore ou cruzamentos com essa raga, e isso difere do padrao racial criado no Rio
Grande do Sul, onde predominam individuos das racas europeias. E desconhecido
que taurinos sejam mais susceptiveis do que os zebuinos, a se infectarem com o
herpesvirus bovino, e ndo ha evidéncias que sustentem essa hipétese. Conforme
demonstrado em estudos de soroprevaléncia realizados no Parand, a frequéncia de
animais sororreagentes pode ser, até mesmo, maior nos rebanhos de corte do que
nos de leite (Médici et al. 2000; Dias et al. 2013). A ocorréncia da meningoencefalite
herpética comumente envolve bovinos de corte jovens, manejados extensivamente,
afetando tanto taurinos (Weiblen et al. 1989, Elias et al. 2004, Lunardi et al. 2009,
Neto et al. 2009), quanto zebuinos (Salvador et al. 1998, Riet-Correa et al. 2006,
Lisbba et al. 2009), sem distingcao aparente.

Parece pouco provavel que os dois aspectos mencionados possam
justificar a diferenca entre os resultados nos dois estados. E mais coerente atribui-la
a diferenca de sensibilidade entre os métodos utilizados para a identificacdo da
presenca do genoma viral. Ao contrario do protocolo adotado no presente trabalho,
Campos et al. (2009) realizaram duas amplificacbes de PCR seguidas, com o
propésito de aumentar a sensibilidade do teste. Isso é relevante quando se
considera que as amostras foram colhidas de animais saudaveis que, se infectados,

seriam portadores assintomaticos, albergando o virus na sua forma latente. Devido a
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auséncia de replicacdo do virus nessa condicdo, o numero de copias do genoma
viral pode ser baixo e variavel entre os individuos hospedeiros. Conforme
evidenciado pelos autores citados, o nimero de genomas de herpesvirus bovino
variou entre 25 e 200 copias em 50.000 células de ganglio do nervo trigémeo. Isso
aumenta a chance de ocorrerem resultados falso negativos, uma vez que alguns
ganglios podem apresentar material genético viral em quantidade inferior a que seria
detectavel pela PCR.

Os ganglios do nervo trigémeo foram o tecido selecionado para a
avaliacdo das infeccdes latentes por BoHV-1 e BoHV-5. Os ganglios sensoriais de
nervos que inervam a regiao onde ocorreu a infec¢éo primaria sdo o sitio de laténcia
desses virus no organismo do hospedeiro (Nandi et al. 2009). Apos a infeccdo por
via respiratéria, tanto a laténcia de BoHV-1 (Belknap et al. 1994, Meyer et al. 2001,
Perez et al. 2002) quanto a de BoHV-5 (Meyer et al. 2001, Vogel et al. 2003,
Isernhagen et al. 2011) se estabelecem nos ganglios do nervo trigémeo. No caso de
BoHV-1, apos a infecgcdo genital, os ganglios sacrais (pudendo, genitofemoral, reto
caudal e obturador) seriam os tecidos de eleicdo para a laténcia (Henzel et al. 2008,
Steukers et al. 2011). Isso poderia ser apontado como causa possivel de falha na
deteccdo da presenca de BoHV-1, no presente trabalho. Contudo, deve ser
destacado que os animais estudados foram criados com a finalidade de abate e
foram abatidos jovens, antes de entrarem em atividade reprodutiva. A via de
infeccdo genital é, portanto, pouco provavel nessas condicdes.

Quanto a distribuicdo geografica das infec¢des latentes no Parana, é
relevante a prevaléncia observada nas trés mesorregides que constituem a fronteira
norte do estado, compreendendo a Noroeste, a Norte Central e a Norte Pioneiro
(Fig. 1). Essas regides concentram a metade (52,3%) da populacédo de bovinos de
corte do estado (Quadro 1), caracterizando-se pela presenca de propriedades com
maior extensdo e numero elevado de animais (Dias et al. 2013). A situacdo mostrou-
se particularmente critica na mesorregido Noroeste, tradicionalmente reconhecida
pela atividade de pecuaria de corte. Nessa mesorregido, a maior parte dos rebanhos
amostrados apresentou bovinos infectados (86,9%; 20/23), a infeccdo por BoHV-5
exibiu frequéncia muito elevada (41,3%) (Fig. 1), e houve a concentragdo de quase
todos os casos de infecgdes mistas (12/13), observadas em sete dos 23 rebanhos. A

divisa com os estados de Sao Paulo (as trés mesorregioes) e do Mato Grosso do Sul
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(a mesorregido Noroeste) possibilita a movimentacdo de animais entre os estados e
pode favorecer a disseminacdo e o compartilhamento dessas infec¢des. De fato,
comparando-se 0s levantamentos soroepidemiolégicos realizados nos trés estados
(Pituco et al. 1993, Richtzenhain et al. 1999, Takiuchi et al. 2001, Dias et al. 2013),
a situacao da infeccéo por herpesvirus bovino parece ser semelhante.

No triénio compreendido entre 2009 e 2011, a raiva foi confirmada
em 36,8% dos bovinos paranaenses acometidos por doenca neurolégica cujo
material do encéfalo foi encaminhado para diagnéstico, comprovando-se como a
principal causa de encefalopatia nessa espécie (Wesgueber et al. 2012). Ao
contrario de outros locais do estado, a ocorréncia da doenca foi muito pequena na
mesorregido Noroeste (2,4% de todos os casos de raiva no periodo) e isso se deve
a reduzida populagcdo de morcegos hematéfagos presentes na regido. Uma vez que
a raiva nao parece ter importancia epidemiolégica e que a frequéncia de infeccao
com BoHV-5 provou-se tao elevada, é coerente afirmar que a suspeita de encefalite
herpética deve ser sempre considerada como uma das primeiras hipéteses na lista
de diagnésticos diferenciais para as doencas neurolégicas de bovinos criados nessa
mesorregiao.

Nas mesorregidbes que compreendem a fronteira sul do estado,
exceto a Sudoeste, a situagéo foi a inversa da observada ao norte e as infecgoes
investigadas nao foram detectadas em nenhum dos bovinos selecionados (Fig. 1).
Nas mesorregides de Curitiba e Sudeste o rebanho de corte ndo € numeroso e o
pequeno numero de amostras colhidas poderia ser apontado como causa da
auséncia de detecc¢do da infecgdo. Na mesorregido Centro Sul, entretanto, 0 nimero
de bovinos estudados néo foi reduzido (representando 10,5% de todas as amostras
colhidas) e as amostras foram provenientes de 11 rebanhos (12,2% do total) criados
em seis municipios diferentes (12,5% do total). Ainda assim, o resultado se repetiu,
confirmando a auséncia de infeccdo com herpesvirus bovino. E dificil justificar a
diversidade geografica observada na distribuicdo das infeccbes pelo estado do
Parana. Ainda que seja mais intenso na fronteira norte, o transito de bovinos
oriundos dos estados de SP e do MS também ocorre para as mesorregides
localizadas ao sul do estado. Embora o intercambio de bovinos entre o Parana e
Santa Catarina possa ser mais provavel nas mesorregides localizadas ao sul, a

prevaléncia da infeccdo com herpesvirus bovino é desconhecida no ultimo estado, o
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gue ndo auxilia na interpretacdo dos resultados. Finalmente, o deslocamento de
bovinos de corte dentro do estado do Parana ocorre frequentemente, o que deveria
garantir a distribuicdo mais homogénea das infec¢des por herpesvirus.

Confrontando-se os resultados obtidos com os observados por Dias
et al. (2013), em seu levantamento de prevaléncia de anticorpos séricos contra
herpesvirus bovino em animais paranaenses, alguns aspectos devem ser
mencionados. Ao contrario do presente trabalho, bovinos sororreagentes foram
identificados em todas as regifes do estado. Entretanto, os indices de prevaléncia
também foram mais elevados ao norte (60,2 a 71,1%) do que ao sul (45,9 a 54,9%).
Considerando somente os rebanhos de corte, 83,9 a 98,5% dos localizados ao
norte, e 588 a 93,7% daqueles localizados ao sul, possuiam animais
sororreagentes. Um ponto de diferenca importante que pode justificar as
discrepancias entre as prevaléncias dos dois estudos é a idade dos animais
selecionados. Dias et al. (2003) colheram amostras exclusivamente de fémeas
bovinas com idade superior a 24 meses e mantidas em atividade de reprodugcao nos
rebanhos, tanto de corte quanto de leite. Comparadas aos bovinos do presente
trabalho, as vacas e as novilhas tiveram, portanto, maior chance de se infectar ao
longo da vida. Ndo sO6 a idade mais avancada pode contribuir para isso, mas
também a possibilidade da transmisséo da infec¢do por via venérea, mesmo no caso
de BoHV-5 (Frade et al. 2010, Oliveira et al. 2011, Rodriguez et al. 2012).

Nas condi¢cdes em que se desenvolveu esse estudo nao foi possivel
colher amostras de sangue dos bovinos selecionados. A verificacdo da presenca de
anticorpos séricos contra herpesvirus bovino em cada individuo e a sua correlacao
com a presenca ou ndo de infeccdo latente nos ganglios dos nervos trigémeo
poderia trazer informacéo adicional para a interpretacdo dos resultados. Entretanto,
conforme observado por Campos et al. (2009), os resultados dos dois tipos de
exames ndo sao obrigatoriamente concordantes. Enquanto a grande maioria dos
bovinos (87%) era infectada por BoHV-1 e/ou por BoHV-5 na sua forma latente,
somente 49,5% dos animais possuiam titulos de anticorpos neutralizantes. Na
regido de origem desses bovinos, ao sul do RS, a prevaléncia de fémeas bovinas
sororreagentes também se comprovou relativamente baixa (28,1% e 32,5% nas
mesorregides Sudeste e Sudoeste do estado, respectivamente) em levantamento
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contemporaneo (Holz et al. 2009). Isso reforca a discordancia entre os resultados e
reafirma a dificuldade de interpretacdo conjunta dos mesmos.

Independente das divergéncias mencionadas, o somatoério dos
resultados, do presente estudo e do levantamento soroepidemiol6gico mais recente
(Dias et al. 2013), é prova incontestavel de que a infeccdo com herpesvirus bovino
esta disseminada nos rebanhos paranaenses, em especial na situacdo mais ao
norte do estado. Medidas preventivas racionais devem ser implantadas de acordo
com a situacdo de prevaléncia encontrada regionalmente. Nas regides em que se
apresentaram os maiores indices de infeccédo, localizadas principalmente ao norte, a
adocdo de planejamento vacinal seria ideal para o controle desses agentes.
Naquelas em que a prevaléncia foi mais baixa, a identificagdo e o descarte de
animais positivos no rebanho constitui a melhor medida sanitaria a ser adotada
(Ackermann & Engels 2006). Particularmente na mesorregido Noroeste, o controle
da disseminacdo de BoHV-5 é necessario e 0 uso de vacinas que contenham
antigenos exclusivos de BoHV-1 pode (Vogel et al. 2002) ou nao (Silva et al. 2006)
produzir o melhor resultado esperado.

Esse € o primeiro estudo realizado que determinou a prevaléncia da
infeccdo latente por BoHV-1 e/ou por BoHV-5 em bovinos no estado do Parana. A
distribuicdo nas diferentes mesorregides geograficas e a identificacdo do tipo
especifico de herpesvirus bovino envolvido foram demonstradas na populacdo de
bovinos de corte. Essas informacOes se somam as descritas anteriormente no Rio
Grande do Sul como os dois Unicos levantamentos epidemiolégicos dessa natureza
disponiveis no Brasil. As duas infec¢cées ocorrem em rebanhos do estado do Paran&
e possuem distribuicdo geogréfica heterogénea. Sdo mais prevalentes ao norte do
estado, onde se concentra a maior populacdo de bovinos de corte, e estdo quase
ausentes nas mesorregides que constituem a fronteira sul. A situacao
epidemiolégica é mais critica na mesorregido Noroeste e a vigilancia para a
meningoencefalite herpética provocada por BoHV-5 deve ser intensificada na

mesma.
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A distribuicdo das infec¢cdes por BoHV-1 e BoHV-5 ocorreu de
forma heterogénea no estado do Parang;

As mesorregides ao norte do estado apresentaram 0s maiores
indices de infeccao por BoHV-1 e por BoHV-5 8

Com excecdo da mesorregido Sudoeste, as mesorregioes
localizadas ao sul do estado ndo apresentaram amostras
positivas para o BoHV-1 e o BoHV-5;

Os dados apresentados no presente trabalho, podem servir
como auxilio na implantacdo de medidas de prevencdo e
controle das infec¢des geradas por BoHV-1 e por BoHV-5 nas

diferentes regides do estado.
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APENDICE A

Lista de Reagentes

1.100 mM dNTP Set, 4 x 250 uL; 25 umol cada (100 mM dATP Solution, 100 mM
dCTP Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen™ Life
Technologies, EUA)

2.10 x PCR-Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI) (InvitrogenTM Life
Technologies, EUA)

3. Acetona P.A. (CH3COCH3) P.M. 58,08 (Dinamica®)

4. Agarose {Invitrogen™ Life Technologies, EUA)

5. Alcool etilico absoluto (C2H20H) P.M. 46,07 (Nuclear®)

6. Alcool isoamilico ((CH3)2CHCH2CH20H) P.M. 88,15 (Synth®)

7. Azul de bromofenol (Sigma®, EUA)

8. Brometo de etideo (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®, EUA)

9. Cloroférmio P.A. (CHO3) P.M. 119,38 (Dinamica®)

10.Didxido de silica (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma®, EUA)

11.1sotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Invitrogen™Life Technologies, EUA)

12.Metanol, P.A. (CH30OH) P.M. 32,04 (Allkimia®)

13.Platinum Taq DNA Polymerase recombinant 500 unidades (Invitrogen™ Life

Technologies, BRA)



APENDICE B

Solucbes e Tampdes

e Hidratacéo da silica
— 6 g de silica (O2Si)
— Adicionar 100 mL de &gua MilliQ autoclavada

Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 horas

Por succao, desprezar 88 mL do sobrenadante

Ressuspender a silica em 100 mL de agua bidestilada

Manter em repouso durante 5 horas para sedimentar

Desprezar 88 mL do sobrenadante

Adicionar HCI para ajustar o pH=2,0
— Aliquotar e autoclavar

e Solucéo L6
— 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
— 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4
— 22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0
— 2,6 g de Triton x-100

e Solucao L2
— 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
— 100 mL de TRIS-HCI 0,21 M pH 6,4

e Tampéao de amostra para eletroforese em gel de agarose
— 0,25 g azul de bromofenol (0,25%)
— 45 g sacarose - sucrose (C12H22011) (45%)
— Agua MilliQ g.s.p. 100 mL

e Fenol/cloroférmio-alcool isoamilico
— 25 mL fenol saturado
— 24 mL cloroférmio

— 1 mL &lcool isoamilico
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e SDS 10%
— 5 g de dodecil sulfato de sddio - Lauril sulfato de sédio - SDS (C12H25NaU4S)
— Agua MilliQ autoclavada g.s.p. 50 mL

e Gel de agarose 2%
— 1 g agarose
— 50 mL de tampéo TEB 1x
— 30 uL de brometo de etidio

e Diluicdo de dNTP
— solucao estoque - concentracdo 100 mM - 100 [il de cada dNTP
— solucado uso - concentracdo 10 mM - 10 |il da solucdo estoque + 90 [il de agua

MilliQ autoclavada
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APENDICE C

Protocolo de Técnicas

e Extragéo do DNA: Associagao das técnicas
fenol/cloroférmio-alcool isoaniilico e silica/isotiocianato de

guanidina

— Aliquotar 500 |jL do macerado

— Adicionar 50 |jL de SDS 10 %

— Homogeneizar em vortex

— Banho-maria 56 °C /60 min

— Centrifugar 10.000 x g /30 s

— Adicionar 500 |jL de fenol/cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1)
— Homogeneizar em vortex

— Banho-maria 56 °C /15 min

— Homogeneizar em vortex

— Centrifugar 10.000 x g /20 min

— Recolher o sobrenadante em outro microtubo

— Adicionar 500 |jL da solucéo L6

— Adicionar 25 |jL de silica hidratada

— Homogeneizar em vortex

— Agitar em temperatura ambiente /30 min

— Centrifugar 10.000 x g /30 s

— Desprezar o sobrenadante em solucdo contendo NaOH 10 M
— Adicionar 500 | L de solugéo L2

— Homogeneizar em vortex

— Centrifugar 10.000 x g /30 s

— Desprezar o sobrenadante em solugéo contendo NaOH 10M
— Adicionar 500 |jL de solucao L2

— Homogeneizar em vortex

— Centrifugar 10.000 x g /30 s

— Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10M
— Adicionar 500 [j,L de etanol 70% gelado

— Homogeneizar em vortex

— Centrifugar 10.000 x g /30 s

— Desprezar sobrenadante em descarte comum

— Adicionar 500 |j,L de etanol 70% gelado

— Homogeneizar em vortex

— Centrifugar 10.000 x g /30 s

— Desprezar sobrenadante em descarte comum

— Adicionar 1000 [j,L de acetona P.A. gelada
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— Homogeneizar em vortex

— Centrifugar 10.000 x g /30 s

— Desprezar sobrenadante em descarte comum

— Secar o pellet em termo bloco a 60°C (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a
56°C (15 min)

— Adicionar 50 |j,L de agua DEPEC

— Homogeneizar em vortex

— Banho-maria 56°C/15 min

— Homogeneizar em vortex

— Centrifugar 13.000 x g /4 min

— Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 \xL

— Estocar a 4°C ou -20°C até a utilizacdo
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APENDICE D

Lista de Figuras

Produtos amplificados pela PCR para BoHV-1 (354 pb) em gel de agarose a 2% e
corado com brometo de etideo. Canaleta 1: controle positivo (cepa Los Angeles).
Canaletas 2 a 6: amostras testadas. Canaleta 7: controle negativo (solugéo de PBS).

Produtos amplificados pela PCR para BoHV-5 (159 pb) em gel de agarose a 2% e
corado com brometo de etideo. Canaleta 1: controle positivo (cepa AA 01).
Canaletas 2 a 10: amostras testadas. Canaleta 11: controle negativo (solucdo de
PBS).
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Arvore filogenética baseada em sequéncias parciais do gene gC com 210 nt (410-
619 nt) e 303 nt (267-609 nt) das amostras de BoHV-5 (UEL 237 - A) e BoHV-1 (UEL
7 e UEL 323 -B), respectivamente, descritas no presente trabalho. Foi utilizado o
método de neighbor-joining e o modelo de Kimura two-parameter
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Total de municipios avaliados de acordo com as mesorregides do estado do Parana.




