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“O homem nao pode desejar nada, a menos que antes compreenda que ele sé pode
contar consigo mesmo; que estd sozinho, abandonado na Terra, sem outros

objetivos a ndo ser os que ele mesmo estabelecer, sem outro destino a ndo ser o
que ele forjar.”

Jean Paul Sartre



RESUMO

MEDEIROS, Daiana Maciel. Infec¢cdes latentes por Herpesvirus bovino tipo 1 e 5
em bufalos (Bubalus bubalis) provenientes da regido sul do Brasil. 2014. 37f.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

InfeccBes pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) tém sido amplamente detectadas
em rebanhos bovinos brasileiros, e sé8o responsaveis por grandes prejuizos
econdmicos na bovinocultura. Entre as doencas causadas por esse virus estdo a
Rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), Vulvovaginite Pustular Infeciosa (IPV) e
Balanopostite Pustular Infecciosa (IBP). O impacto econémico dessa enfermidade é
devido principalmente a falhas reprodutivas, como retorno ao estro e abortamentos.
A espécie bovina é hospedeira natural do BoHV-1, no entanto, estudos sorolégicos
realizados em diversos paises tém sugerido que bufalos (Bubalus bubalis) podem ser
suscetiveis ao herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1), e outros alfaherpesvirus
geneticamente relacionados. Apesar de 0s bovinos se infectarem naturalmente pelo
BoHV-1, a distribuicdo dessa enfermidade na espécie bubalina ndo tem sido
estudada no Brasil, e as informacfes sdo limitadas e suportadas apenas por
inquéritos soroldgicos. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi detectar a
presenca de DNA viral de BoHV-1 em 202 ganglios trigeémeos de bubalinos
coletados em um abatedouro localizado no municipio de Pelotas através de uma
Semi-Nested PCR (SN-PCR) para detecc¢éo parcial do gene da glicoproteina D (gD)
do envelope do BoHV-1. Além disso, 242 amostras de soro foram testadas pela
técnica de soroneutralizacdo (SN) para a deteccdo de anticorpos neutralizantes
frente a diferentes amostras de herpesvirus de ruminantes: BoHV-1 (cepa Los
Angeles), BoHV-5 (cepa Riopel - RP), e BUHV (cepa B6). O DNA de BoHV-1 foi
detectado em 30,1% dos animais, e os resultados da SN mostraram que 27,6% dos
animais apresentaram anticorpos neutralizantes contra, pelo menos, um dos virus
testados. Os resultados demonstram que o BoHV-1 circula em rebanhos bubalinos
na regiao sul do Brasil, e apesar das reatividade cruzada, anticorpos anti-BoHV-5 e
anti-BuHV-B6 também foram identificados na populacéo estudada. Este é o primeiro
estudo que utiliza testes moleculares para a deteccdo de infeccbes latentes por
BoHV-1 na espécie bubalina no Brasil.

Palavras-chave: herpesvirus bovino. bufalos. infeccbes latentes. doencas
infecciosas.



ABSTRACT

MEDEIROS, Daiana Maciel. Infec¢cdes latentes por Herpesvirus bovino tipo 1 e 5
em bufalos (Bubalus bubalis) provenientes da regido sul do Brasil. 2014. 37f.
Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pos-Graduacao em Veterinaria. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

Infections caused by the bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) have been widely
detected in Brazilian cattle, and they are responsible for major economic losses to
the cattle industry. Among the diseases caused by this virus there are infectious
rhinotracheitis (IBR), Infectious Pustular vulvovaginitis (IPV) and balanoposthitis
Infectious Pustular (IBP). The economic impact of this disease is mainly due to
reproductive failures, such as return to estrus and abortions. The bovine is a natural
host of BoHV-1, however, serologic studies in several countries have suggested that
buffaloes (Bubalus bubalis) may be susceptible to bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1),
and other genetically related alphaherpesvirus. Despite the cattle become infected
naturally by BoHV-1, the distribution of this disease in the buffalo species has not
been studied in Brazil, and the information is limited and only supported by
serological surveys. Thus, the aim of this study was to detect the presence of viral
DNA of BHV - 1 in trigeminal ganglia of 202 buffaloes collected in a slaughterhouse
located in the city of Pelotas through a semi -nested PCR (SN - PCR) for detection of
partial gene glycoprotein D of BoHV-1. In addition, 242 serum samples were
obtained and tested by the serum neutralization (SN ) technique for the detection of
neutralizing antibodies against different samples of herpesvirus: BHV -1 ( Los
Angeles strain ) , BHV -5 (strain Riopel - RP ) and BuHV (strain B6 ). The BHV -1
DNA was detected in 30.1 % of the animals and the results of SN showed that 27.68
% of the animals had neutralizing antibodies against at least one of the tested
viruses. This is the first study that uses molecular tests for the detection of latent
BoHV - 1 in buffalo species in Brazil.

Keywords: bovine herpesvirus . buffaloes . Latent infections . infectious diseases.
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1 INTRODUCAO

A bovinocultura brasileira apresenta destaque tanto no mercado interno
quanto no externo. Em vista disso, em 2012, o rebanho bovino brasileiro foi
estimado em 211,2 milhdes de cabecgas (IBGE). Segundo dados do Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos (United States Department of Agriculture -
USDA), o rebanho brasileiro ocupa a segunda posi¢cao no ranking mundial, ficando
atras somente do da india (LIVESTOCK, 2013). Neste pais, embora a bovinocultura
tenha significativa importancia, a criagdo desses animais ndo se da de forma
comercial como ocorre no Brasil, que é considerado o maior exportador mundial de
carne bovina.

De acordo com dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e
Comeércio Exterior (MDIC), até novembro de 2013, as exportacdes brasileiras de
carne bovina atingiram o recorde de 1,36 milhdo de toneladas, que renderam US$
6,013 bilhGes de divisas para o pais. No entanto, o pais ainda possui perdas
econdbmicas relacionadas a doencas que atingem os rebanhos e que podem
prejudicar o ganho de peso, diminuir os indices reprodutivos ou até mesmo
ocasionar a perda de animais e levar a restricbes a exportacdo, visto que o principal
obstaculo ao comércio internacional € justamente problemas sanitarios relacionados
a enfermidades de importancia socioecondmica dentro das fronteiras dos paises.

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é o agente etioldégico da Rinotraqueite
Infeciosa bovina (IBR) e € considerado um dos principais patégenos de bovinos
responsavel por grandes prejuizos econémicos na bovinocultura, tanto em rebanhos
de corte quanto de leite. (KIRKBRIDE, 1985). O BoHV-1 esta associado a uma
variedade de sindromes clinicas como a rinotraqueite, vulvovaginite pustular
infecciosa (IPV), balanopostite pustular infecciosa (IBP), além de falhas reprodutivas,
como retorno ao estro e abortamentos, manifestacdes que sdo responsaveis pelas
perdas mais significativas na criagdo comercial de bovinos (DEJUCQ & JEGOU,
2001; THIRY., 2006).

O BoHV-1 e o herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) séo estreitamente

relacionados entre si em aspectos genéticos, moleculares, e antigénicos,
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apresentando aproximadamente 85% de homologia em seus genomas
(BRATANICH et al. 1991; CHOWDHURY, 1996; DELHON et al. 2003). No entanto, o
BoHV-5 esta associado a casos de meningoencefalites, com curso geralmente fatal
em bovinos jovens, possuindo grande importancia tanto no Brasil e como na
Argentina, onde dezenas de surtos sdo relatados a cada ano (SALVADOR et al.
1998, RISSI et al. 2007).

Essas infec¢cdes podem ser transmitidas pelo contato direto e indireto entre
animais, pois 0 virus é excretado através de secrecdes respiratOrias, oculares,
genitais (muco prepucial e muco vaginal) e sémen de animais infectados. A via de
transmissdo horizontal é considerada a mais importante, ocorrendo através do
contato direto entre os animais e também pela monta natural. A transmisséo indireta
ocorre principalmente por aerosséis, fomites contaminados, fluidos fetais e fetos
abortados. A inseminacéo artificial (IA) possui um importante papel na entrada da
doenca em rebanhos que nunca tiveram contato com o virus (LEMAIRE;
PASTORET; THIRY, 1994).

Ambos o0s virus pertencem a familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus, e caracterizam-se por apresentar como
material genético uma fita dupla de DNA, envolto por um capsideo icosaédrico, uma
camada protéica denominada tegumento, e envelope glicoproteico (DAVISON et al.,
2009). O envelope viral é composto por dez glicoproteinas, denominadas gB, gC,
gD, gE, gl, gH, gL, gG, gK e gM, que se diferenciam em suas propriedades
antigénicas, moleculares e funcao bioldgica nos processos de interagdo com a célula
hospedeira e de replicacédo (SCHWYZER; ACKERMANN, 1996).

O BoHV-1 possui ampla distribuicdo mundial, diferindo nas taxas de
incidéncia e prevaléncia de acordo com a regido geografica. Na maioria dos paises
europeus, por exemplo, a situacdo é endémica, com excecdo de alguns paises,
como Austria, Dinamarca, Suécia e Noruega que erradicaram a infeccéo, através da
identificacdo e eliminagdo de animais soropositivos dos rebanhos (ACKERMANN;
ENGELS, 2006).

No Brasil, grande parte das propriedades apresenta animais sorologicamente
positivos para o BoHV-1. Enquetes sorologicas realizadas por todo o pais
demonstram que a média de prevaléncia de infec¢cbes por BoHV-1 em rebanhos
brasileiros situa-se ao redor de 30 %, com indices variando entre 50 % a 70 % de
animais sorologicamente positivos (CERQUEIRA et al., 2000; VIEIRA et al., 2003;
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QUINCOZES, 2005; DIAS, 2006). No Rio Grande do Sul foram descritas taxas de
soropositividade de 81,7% (RAVAZZOLO et al., 1989) e 71,3 % (VIDOR et al.,
1995).

A ampla disseminacdo desses agentes esta relacionada diretamente com o
mecanismo de laténcia dos herpesvirus, uma forma de infeccdo na qual o virus
persiste no organismo do animal de forma silenciosa, tornando-o reservatério desse
agente na natureza. A laténcia ocorre em neurbnios dos ganglios que inervam a
regido associada a primo-infeccéo, como os ganglios trigémeo e o sacral (MEYER et
al, 2001.; PEREZ et al., 2002). Uma vez infectado, o animal sera portador e fonte de
infeccdo por toda vida, assegurando a permanéncia do virus nos rebanhos (JONES,
2003). Durante o periodo de laténcia ndo ocorre a expressdo de genes virais
requeridos para uma infeccéo produtiva, ndo ocorrendo assim a producéo de virus
infeccioso (MEYER et al, 2001.; PEREZ et al., 2002). Circunstancias como estresse
ou tratamento com corticéides podem reativar o virus latente, que pode ser re-
excretado no sitio original da infec¢ao primaria.

A espécie bovina é hospedeira natural do herpesvirus bovino tipo 1,
entretanto, infeccbes com BoHV-1 tém sido relatadas em outras espécies de
ruminantes domésticos e selvagens (THIRY et al.,, 2006). Estudos soroldgicos
realizados em diversos paises tem sugerido que bufalos (Bubalus bubalis) podem ser
suscetiveis ao herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) (CAVIRANI et al., 1997; GALIERO
et al., 2001), e outros alfaherpesvirus geneticamente relacionados (THIRY et al.,
2006). Além disso, sdo naturalmente suscetiveis ao herpesvirus bubalino tipo 1
(BuHV-1), até o momento associado a uma infec¢ao subclinica (THIRY & LEMAIRE,
2002). Recentemente, Scicluna et al., (2010) demonstraram que bufalos apresentam
suscetibilidade a infeccdo por BoHV-1, podendo ser experimentalmente infectados
através de inoculagcédo por via intranasal, e que o virus pode ser excretado por via
nasal e por fezes, demonstrando o possivel papel do bufalo como reservatorio de
BoHV-1.

A bubalinocultura vem se difundindo mundialmente devido a superioridade
gue pode apresentar em relagcdo a outros ruminantes domesticos, principalmente a
rusticidade e adaptacdo as variadas condicbes climaticas e de manejo.
Caracteristicas como docilidade, precocidade, e longevidade aliadas a grande

capacidade de adaptabilidade, tornam o bufalo uma alternativa economicamente
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rentavel para a populacdo, tornando a bubalinocultura uma opcdo pecuéria
extremamente relevante.

Apesar de recente no Brasil, 0 pais ja possui 0 maior rebanho de bubalinos da
Ameérica do Sul, onde séo criados para a producdo de carne e de leite (PERERA,
2005), e sdo reconhecidas quatro racas principais: Mediterraneo, Murrah, Jafarabadi
(bufalo-do-rio) e Carabao (bdfalo-do-pantano) (MARQUES; CARDOSO, 1997).
Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2012), o
efetivo de bubalinos atingiu a marca de 1,3 milhdo de cabecas em 2011,
concentrando-se principalmente na regido Norte do pais, das quais 38% se
encontram no estado do Para, 18,4%, no Amapa, e 6,5%, no Maranhao. A producéo
de bdfalos no Brasil, a partir dos anos 90 apresentou crescente interesse na
exploracéao leiteira, com formacédo de expressivas “bacias” de producao de leite de
bdfalas, particularmente no sudeste do pais e junto aos maiores centros
consumidores (BERNARDES, 2006). Assim, em diversos estados brasileiros, os
bubalinos tém se tornado uma opc¢do econdmica interessante, principalmente pela
exploracdo leiteira e pela consequente elaboracdo do queijo “mozzarella”, um
produto de 6tima aceitacdo pelo mercado, comercializado a altos precos, em virtude
da baixa oferta (TONHATI, 2002).

Ocasionalmente os bufalos podem ser criados juntamente com os bovinos, ou
muito proximos. Por serem amplamente disseminadas, possiveis infeccdes por
BoHV-1 em rebanhos bubalinos podem também determinar grande prejuizo
econdmico a exploracdo pecuaria desses animais, embora o papel desse virus na
biologia dessa espécie ainda seja desconhecido. Além disso, o evento de laténcia
existente nas infec¢cdes por herpesvirus tem papel importante na manutencdo
desses virus na natureza, pois uma vez infectado, o animal torna-se portador para o
resto da vida, podendo atuar como um reservatorio do virus tanto para rebanhos
bovinos quanto para bubalinos (PEREZ et al., 2002).

Até o momento as informacdes sobre o papel epidemiolégico dos bufalos em
infeccbes pelo BoHV-1 é limitada e principalmente suportada por inquéritos
sorologicos. Apesar de os bovinos se infectarem naturalmente pelo BoHV-1, e
estudos sorologicos indicarem que esse virus esta disseminado em rebanhos
bovinos de todo o pais, a distribuicdo dessa enfermidade na espécie bubalina ndo
tem sido estudada no Brasil. Por todos esses aspectos, é de grande interesse

investigar a circulagdo do BoHV-1 na espécie bubalina, e assim, avaliar o possivel
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papel epidemioldgico do bufalo na disseminacdo desse agente, principalmente em
paises onde a bubalinocultura tem se tornado cada vez mais atrativa, como é o caso
do Brasil, onde a atividade é considerada economicamente relevante devido ao seu

potencial de crescimento.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar um estudo sobre a ocorréncia de herpesvirus bovino em rebanhos

bubalinos provenientes da regiéo sul do Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Estimar a ocorréncia de infecgcbes latentes por BoHV-1 em ganglios
trigémeos de bufalos abatidos no municipio de Pelotas através da técnica Reacéo

em Cadeia da Polimerase (Semi-Nested PCR)

- ldentificar animais sorologicamente positivos contra o BoHV-1, BoHV-5 e

BuHV-B6 através da técnica de soroneutraliza¢ao;



3 ARTIGO

3.1 Artigo 1

Infecgdes latentes por Herpesvirus bovino tipo 1 em bufalos (Bubalus bubalis)

no Brasil

Daiana. M. Medeiros®, Marcelo de Lima', Fabricio.S. Campos?, Geferson. Fischer!

(Artigo cientifico a ser submetido a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira)

ABSTRACT: Medeiros D.M., Lima M., Fischer G., Campos F.S. 2014. [Latent
infection with bovine herpesvirus type 1 in buffaloes (Bubalus bubalis) in
Brazil.] Infeccbes latentes por Herpesvirus bovino tipo 1 em bufalos (Bubalus
bubalis) no Brasil. Laboratério de Virologia e Imunologia Animal, Faculdade de
veterinaria, Universidade Federal de Pelotas, Campus Capdo do Leao, Pelotas, RS

96019-900, Brazil. daianamacielmedeiros@yahoo.com.br

Infections caused by the bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) have been widely
detected in Brazilian cattle, and they are responsible for major economic losses to
the cattle industry. Among the diseases caused by this virus there are infectious
rhinotracheitis (IBR), Infectious Pustular vulvovaginitis (IPV) and balanoposthitis
Infectious Pustular (IBP). The economic impact of this disease is mainly due to
reproductive failures, such as return to estrus and abortions. The bovine is a natural
host of BoHV-1, however, serologic studies in several countries have suggested that
buffaloes (Bubalus bubalis) may be susceptible to bovine herpesvirus type 1 (BoHV-
1), and other genetically related alphaherpesvirus. Despite the cattle become
infected naturally by BoHV-1, the distribution of this disease in the buffalo species
has not been studied in Brazil, and the information is limited and only supported by
serological surveys. Thus, the aim of this study was to detect the presence of viral
DNA of BHV - 1 in trigeminal ganglia of 202 buffaloes collected in a slaughterhouse

located in the city of Pelotas through a semi -nested PCR (SN - PCR) for detection of
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partial gene glycoprotein D of BoHV - 1. In addition, 242 serum samples were
obtained and tested by the serum neutralization (SN) technique for the detection of
neutralizing antibodies against different samples of herpesvirus: BHV-1 (Los Angeles
strain), BHV-5 (strain Riopel - RP) and BuHV (strain B6). The BHV-1 DNA was
detected in 61 (30.1) % of the animals and the results of SN showed that 27.6 % of
the animals had neutralizing antibodies against at least one of the tested viruses.
This is the first study that uses molecular tests for the detection of latent BoHV-1 in

buffalo species in Brazil.

INDEX TERMS: bovine herpesvirus . buffaloes . Latent infections . infectious

diseases.

! Laboratério de Virologia e Imunologia Animal, Faculdade de Veterinaria,
Universidade Federal de Pelotas, Campus Capéao do Leé&o, Pelotas, RS 96019-900,
Brasil. daianamacielmedeiros@yahoo.com.br mdelima.ufpel@gmail.com

geferson.fischer@gmail.com;

2 Laboratério de Virologia Animal, Departamento de Microbiologia, Instituto de
Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto

Alegre, RS 90050-170, Brasil. camposvet@gmail.com

RESUMO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é responsavel por causar doenca
respiratOria e reprodutiva, e gera significativas perdas econdmicas na bovinocultura,
especialmente em funcdo de falhas reprodutivas como retorno ao estro e
abortamentos. Apesar da espécie bovina ser hospedeira natural do BoHV-1, estudos
sorologicos tém sugerido que bufalos podem ser suscetiveis ao herpesvirus bovino
tipo 1 (BoHV-1) e a outros alfaherpesvirus geneticamente relacionados. No entanto,
a distribuicdo dessa enfermidade na espécie bubalina ndo tem sido estudada, e as
informacdes sobre o papel epidemiolégico dos bufalos em infec¢des por BoHV-1 sao
limitadas e apenas suportadas por inquéritos sorolégicos. O objetivo desse trabalho
foi detectar a presenca de DNA viral de BoHV-1 em 202 géanglios trigémeos de
bafalos coletados em um abatedouro através de uma Semi-Nested PCR (SN-PCR)

para deteccdo parcial do gene da glicoproteina D (gD) do envelope do BoHV-1.
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Além disso, 242 amostras de soro foram analisadas pela técnica de
soroneutralizacdo (SN) para a deteccdo de anticorpos neutralizantes frente a
diferentes amostras de herpesvirus: BoHV-1 (cepa Los Angeles), BoHV-5 (cepa
Riopel - RP), e BUHV (cepa B6). O DNA de BoHV-1 foi detectado em 61 (30,1%) dos
animais, e os resultados da SN mostraram que 27,6% dos animais apresentaram
anticorpos neutralizantes contra, pelo menos, um dos virus testados. Os resultados
demonstram que o BoHV-1 circula em rebanhos bubalinos provenientes da regido
sul do Brasil. Este € o primeiro estudo que utiliza testes moleculares para a deteccéo

de infeccdes latentes por BoHV-1 na espécie bubalina no Brasil.

INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) € responsavel por causar uma
variedade de quadros clinicos como: rinotraqueite infecciosa bovina (IBR);
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e balonopostite pustular infecciosa (IBP); e
falhas reprodutivas, como retorno ao estro e abortamentos (Silva, T. et al., 2000). As
manifestacbes reprodutivas levam a significativos prejuizos econdmicos, tanto em
rebanhos de corte quanto de leite (Dejucq & Jegou, 2001; Thiry et al., 2006). A
infecgéo por BoHV-1 possui ampla distribuicdo mundial e suas taxas de incidéncia e
prevaléncia variam de acordo com a regido geografica.

O BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Varicellovirus, e caracteriza-se por apresentar como material genético uma
fita dupla de DNA, envolto por um capsideo icosaédrico, uma camada proteica
denominada tegumento, e envelope glicoproteico (Davison et al., 2009). Como todos
0s herpesvirus, o BoHV-1 é capaz de estabelecer laténcia no hospedeiro natural
(Roizmann et al., 2001), podendo ser reativado por uma ampla variedade de
estimulos. A laténcia ocorre em neurdnios dos ganglios que inervam a regiao
associada a primo-infeccdo, como os ganglios trigeémeo e o sacral (Meyer et al,
2001.; Perez et al., 2002). A reativagdo leva a excrecdo de particulas infecciosas,
com ou sem sinais clinicos; sendo, portanto, responsavel pela perpetuacdo e
transmissao do virus na populacéo bovina (Pastoret & Thiry, 1985).

Infeccbes por herpesvirus podem ser transmitidas pelo contato direto e

7

indireto entre animais, pois o virus é disseminado através de secrecfes
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respiratérias, oculares e genitais, sendo excretado em grandes quantidades por
animais durante a infec¢cdo aguda (Lemaire; Pastoret; Thiry, 1994).

A espécie bovina € hospedeira natural do herpesvirus bovino tipo 1,
entretanto, infeccbes com BoHV-1 tém sido relatadas em outras espécies de
ruminantes domeésticos e selvagens (Thiry et al., 2006). Estudos soroldgicos
realizados em diversos paises tém sugerido que bubalinos (Bubalus bubalis) podem
ser suscetiveis ao herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) (Cavirani et al., 1997; Galiero
et al.,, 2001), e a outros alfaherpesvirus geneticamente relacionados (Thiry et al.,
2006). Além disso, bufalos séo naturalmente suscetiveis ao herpesvirus bubalino
tipo 1 (BuHV-1), at¢ o momento associado a uma infeccdo subclinica (Thiry &
Lemaire, 2002).

Recentemente, Scicluna et al., (2010) demonstraram que bubalinos
apresentam suscetibilidade a infeccdo por BoHV-1, podendo ser experimentalmente
infectados através de inoculacdo por via intranasal, e que o virus pode ser excretado
por via nasal e por fezes, demonstrando o possivel papel da espécie como
reservatorio de BoHV-1.

Ocasionalmente bubalinos podem ser criados juntamente com o0s bovinos, ou
muito proximos. Por serem amplamente disseminadas, possiveis infeccbes por
BoHV-1 em rebanhos bubalino podem também determinar grande prejuizo
econdmico a exploracdo pecuaria desses animais, embora o papel desse virus na
biologia dessa espécie ainda seja desconhecido

As informacdes sobre o papel epidemioldgico dos bufalos em infec¢des pelo
BoHV-1 é limitada e principalmente suportada por inquéritos sorolégicos. Apesar de
os bovinos se infectarem naturalmente pelo BoHV-1 e estudos soroldgicos indicarem
gue este virus esta disseminado em rebanhos bovinos de todo o pais, a distribuicdo
dessa enfermidade na espécie bubalina ndo tem sido estudada. Dessa forma, € de
grande interesse investigar a circulacdo do BoHV-1 na espécie bubalina, e assim,
avaliar o possivel papel epidemioldgico do bufalo na disseminacdo desse agente.

Esse trabalho teve como objetivo realizar um estudo sobre a distribuicdo do
herpesvirus bovino tipo 1 na espécie bubalina, através da deteccdo do DNA viral de
BoHV-1 em amostras de ganglios trigémeo coletados de animais abatidos em
frigorificos. Além disso, realizar a pesquisa de anticorpos contra o BoHV-1, BoHV-5

e herpesvirus bubalino (BuHV-B6) em amostras de soro.
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MATERIAL E METODOS

Foram coletados 202 ganglios trigémeo de bufalos provenientes de diferentes
rebanhos do estado do Rio Grande do Sul, com idade entre 24 e 36 meses, nao
vacinados contra herpesvirus bovino, em um abatedouro localizado no municipio de
Pelotas. No laboratério de Virologia e Imunologia Animal da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas (UFPel), os ganglios trigémeos
foram congelados a uma temperatura de -70°C para posterior utilizac&o.

O processo de extragdo de DNA se iniciou com a lise de um fragmento de
aproximadamente 50 mg de cada ganglio, em uma solu¢do contendo 800 pL de
TEN 2X pH 7,4 (20mM de Tris-Cl (Invitrogen®), pH 7,4; 2mM de EDTA
(Invitrogen®), pH 8,0; 200mM de NaCl), 80 pL de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS)
(Invitrogen®) 10% e 6 puL de proteinase K 20mg/mL (Ludwig®). Apds 2 horas de
incubacédo a 56° C, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 18.000 x g, e
400 pL do sobrenadante foram coletados para novos microtubos, e adicionados 40
puL de NaCl 5M (Invitrogen®) e 300 uL de fenol (Sigma®). A uma temperatura de 37
°C as amostras foram agitadas durante 30 minutos, e logo apés centrifugadas por 10
minutos a 18.000 x g. Aproximadamente 400 uL do sobrenadante contendo a fase
aquosa foram coletados, e, entédo, adicionados 800 pL de alcool absoluto em cada
amostra para a precipitacao do DNA.

As amostras contendo alcool absoluto foram mantidas a uma temperatura de -
20°C por 30 minutos, com posterior centrifugacao por 10 minutos a 18.000 x g para
a formacado do pellet. Posteriormente, o alcool foi desprezado para a adicdo de 100
puL de TEN 1X, e 10 pyL da enzima RNAse (Ludwig®). Em seguida, as amostras
foram levadas para o banho-maria a 37°C por 30 minutos, e ap0s armazenada a
uma temperatura de -20°C.

Para monitorar o processo de extracdo da DNA, todas as amostras extraidas
foram testadas por PCR para amplificacdo de um fragmento de 358 pb da regido D-
loop do DNA mitocondrial bubalino, e analisadas por eletroforese em gel de agarose
1,5% (Ludwig®).

As amostras de DNA extraidas foram analisadas para a presenca de DNA de
BoHV-1 através de uma Semi-Nested PCR (SN-PCR) para amplificacdo de um
segmento do gene que codifica para a glicoproteina D (gD) do envelope de BoHV-1.

A primeira reagao utilizou oS primers externos P3 sense
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(5GCTGTGGGAAGCGGTACGY nt.351-368), e P4 anti-sense
(5'GTCGACTATGGCCTTGTGTGC3’) para a amplificagdo de 468 pb, e na segunda,
P4 anti-sense (5'GTCGACTATGGCCTTGTGTGC3)) e P5 sense
(5’ACGGTCATATGGTACAAGGACAGCG3’ nt.394-422) para a amplificacdo de um
produto final de 425 pb, descritos por Wiedmann et al. (1993).

A primeira reagédo da SN-PCR foi realizada em uma solugao contendo 1,5 pL
de DNA e 7,5 pL de PCR-MIX constituido por 10 pmol de cada primer (P3/P4), 1,5
mM de dNTP (Ludwig®), 2,5 unidades de Tagq DNA polimerase (Invitrogen®), e agua
ultra pura autoclavada para o volume final de 25 pL. O processo de amplificacao foi
realizado em termociclador (Biocycler®) com as seguintes condi¢cdes: uma etapa de
4 min a 94°C; 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C e 1 min a 72°C, seguida de
uma etapa de extensao final de 7 min a 72°C. Do produto da primeira amplificacéo
foram utilizados 3 pL para as reagfes da segunda reacdo da SN-PCR, nas mesmas
condi¢cbes de tempo e temperatura.

Para a avaliacdo da similaridade molecular entre as amostras positivas e 0s
isolados de referéncia de BoHV-1, 14 produtos da SN-PCR positivos, apos terem
sido verificados pela presenca de banda em um gel de agarose a 1,5%, foram
purificados e sequenciados utilizando um sequenciador de DNA Cycle Sequencing
BigDye Terminator kit v3.1 ABI 3130 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA). As
sequéncias obtidas foram analisadas usando BioEdit Sequence Alignment Editor
(North Carolina State University, Raleigh, NC) e alinhado com Clustal W (Thompson
et al., 1994).

As amostras de sangue obtidas foram coletadas em tubos de ensaio de 10
mL estéreis, no momento da sangria, e posteriormente a formacao do coagulo, foi
realizada a centrifugacdo para a obtencdo do soro. Depois de inativadas a uma
temperatura de 56° por 30 minutos, as amostras foram armazenadas a —20°C até a
realizacdo dos testes sorologicos.

Foram coletadas 242 amostras de soro para exame individual frente a
diferentes amostras de herpesvirus: BoHV-1 (cepa Los Angeles), BoHV-5 (cepa
Riopel - RP), e BuHV (cepa B6). As amostras foram dispostas e diluidas (1:2) em
placas de 96 orificios, e cada virus padréo colocado na concentracdo de 100 DICCsg
(doses infectantes para 50% dos cultivos celulares). Apos incubacédo soro-virus por 1
hora a 37°C, uma suspenséo de células da linhagem “Madin Darby Bovine Kidney”

(MDBK) cultivadas em meio minimo essencial de Eagle (EMEM) (Sigma®),
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suplementadas com 10% de soro fetal bovino (Gibco®) e antibiético foi adicionada,
seguida de incubacéo a 37 °C, em atmosfera a 5% de CO..

A leitura final dos testes foi realizada ap6s 72 horas em microscopia Optica,
pela observacédo da presenca ou auséncia de efeito citopatico (ECP) caracteristico.
Para evitar resultados falsos, cada partida de testes foi realizada com controles de
células e controle de virus. O titulo de anticorpos neutralizantes foi expresso como a

reciproca da maior diluicdo capaz de inibir ECP.

RESULTADOS

Para comprovacdo da eficiéncia da extracdo de DNA, foi realizada uma
reacdo de PCR para amplificacdo de um fragmento da regido D-loop do DNA
mitocondrial bubalino. Na maioria das amostras extraidas pode-se observar banda
de DNA pela eletroforese em gel de agarose 1,5% (Figura 1). Nas amostras
negativas neste controle, procedeu-se nova etapa de extragao.

Os resultados dos testes da SN-PCR utilizadas neste estudo para a deteccéo
de DNA de BoHV-1 demonstraram que dos 202 ganglios trigémeos testados, 61
(30,1%) foram positivos (Figura 2).

A andlise de similaridade pelo BLASTn demonstrou elevado grau de
similaridade molecular das amostras positivas com as sequéncias da gD de isolados
de referéncia de BoHV-1 disponiveis no GenBank.

Os resultados dos testes de soroneutralizacdo (SN) mostraram que das 242
amostras de soro analisadas, 67 amostras apresentaram anticorpos neutralizantes
contra, pelo menos, um dos virus testados. Assim, 56 amostras (23,14%) dos soros
neutralizaram a amostra LA (BoHV-1), 50 (20,66%) amostras a B6 (BuHV), enquanto
que 54 amostras (22,31%) neutralizaram a amostra RP (BoHV-5). Os titulo, em
todos os casos, variaram entre 2 e 32. Ainda, 48 amostras (19,8%) neutralizaram os

3 virus.

DISCUSSAO

Em bovinos, o BoHV-1 é responsavel pela reducdo nos indices produtivos,
tanto em gado de leite quanto corte, relacionada a problemas reprodutivos como
aborto e retorno ao cio. Apesar da espécie bovina ser considerada alvo deste virus,

varias outras espécies sdo suscetiveis a infec¢cdo, como o bufalo (Scicluna et al.,
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2010). No entanto, as informagdes a respeito da epidemiologia e da patogenia do
BoHV-1 em bufalos domésticos é escassa. Segundo Perumal et al. (2013), com
base no atual conhecimento a respeito da epidemiologia do BuHV-1, ndo se pode
relacionar o virus com casos de aborto em budfalos. No entanto, ainda que a
patogenia do BuHV-1 e do BoHV-1 em bufalos ndo esteja estabelecida, avaliacdes
sorolégicas sugerem que estas infecgbes sejam transmitidas entre bufalos. Além
disso, como a exploracdo da espécie bubalina no Brasil vem adquirindo
expressividade (Brasil, 2011), torna-se evidente o interesse no conhecimento destas
caracteristicas.

Neste estudo avaliou-se, por técnicas diagnésticas direta e indireta, a
presenca do BoHV-1, BoHV-5 e BuHV em bufalos provenientes da regido sul do Rio
Grande do Sul. Por questdes logisticas do frigorifico onde foram colhidas as
amostras, nao foi possivel correlacionar os ganglios coletados como o soro. A
deteccdo de DNA viral de BoHV-1 em ganglio trigemeo de bufalos foi realizada
utilizando uma Semi-Nested PCR para amplificacdo de um segmento do gene que
codifica para a glicoproteina D (gD) do envelope de BoHV-1. O DNA de BoHV-1 foi
detectado em 61 (30,1%) dos animais (Figura 2). Ao nosso conhecimento, este foi o
primeiro estudo que utilizou testes moleculares para a deteccdo de infeccdes
latentes por BoHV-1 na espécie bubalina no Brasil. Para monitorar o processo de
extracdo de DNA, todas as amostras foram testadas por PCR utilizando primers
desenhados para amplificar um fragmento de 358 pb da regido D-loop do DNA
mitocondrial bubalino. Neste processo, as amostras que ndo apresentaram
amplificacdo de DNA mitocondrial (Figura 1), foram excluidas do estudo.

A presenca de DNA viral nos ganglios trigémeos de bufalos comprova que
estes animais podem ser naturalmente infectados com BoHV-1, e abrigar o virus de
forma latente, uma vez que todos os animais, apos a infec¢éo, tornam-se portadores
do virus. Nestes portadores, em situacdes de estresse como transporte, por
exemplo, pode haver a reativagdo viral, tornando-os fonte de infeccdo para o
rebanho. Embora ainda ndo se conhecga o papel da biologia de BoHV-1 na espécie
bubalina, a investigacdo do impacto sanitario dessa infecgéo torna-se extremamente
relevante, especialmente devido a parametros reprodutivos que podem ser afetados.
Como bubalinos podem ser infectados com herpesvirus de origem bovina, esses
animais também podem ser considerados fonte de infeccdo em potencial desses

virus para bovinos.
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Metodologia semelhante a deste estudo utilizada por Petrini et al. (2012) que,
visando identificar a causa de sinais clinicos respiratérios em bufalos criados na
regido central da lItalia, identificaram animais positivos pela técnica de PCR, com
amplificacdo de uma sequencia gendmica da gE de BuHV-1. Os autores concluem
que, pela primeira vez, foi possivel identificar o BuHV-1 em rebanho de bufalos com
sintomatologia respiratoria. No entanto, destacam a necessidade de correlacionar-se
a sintomatologia com o agente, em estudos futuros.

Em um detalhado estudo realizado por Wang et al. (2005), utilizando micro-
dissecacdo com laser de captura em ganglios trigémeos de humanos, foram
encontradas, em média, 6,9 copias de genomas de Herpesvirus humano tipo 3
(HHV-3 ou virus da Varicela-zoster - VZV). No mesmo estudo, apenas 20% dos
neurdnios tinham mais do que 100 cépias do genoma de VZV. Isto demonstra que o
genoma de varicelovirus ndo esta distribuido de maneira homogénea em todos os
neurbnios de um géanglio. Em vista da baixa quantidade de numero de cépias que
podem ser encontradas nos ganglios trigémeos, dependendo da por¢édo estudada, é
possivel que resultados negativos no presente trabalho possam ser devido a
quantidades insuficientes de DNA viral no ganglio trigémeo.

Varios trabalhos previamente publicados tiveram como objetivo a aplicacéo de
PCR para identificar e diferenciar BoHV-1 e BoHV-5 em tecidos ou em amostras
clinicas (Alegre et al., 2001; Claus et al., 2005). Silva M. et al. (2007), identificaram
40 amostras de herpesvirus isoladas de diferentes casos clinicos na regido Centro-
Sul do Brasil, Argentina e Uruguai entre 1987 e 2006. A PCR utilizada, que teve
como alvo um fragmento do gene gC, identificou 16 amostras de BoHV-1 e 24 de
BoHV-5 isoladas de diferentes amostras clinicas. Devido a conhecida presenca de
BoHV-1 e BoHV-5 em bovinos no Brasil, e a auséncia de testes soroldgicos que
diferenciem a resposta imune gerada por um e outro virus, este tipo de trabalho se
torna importante, pois ajuda a esclarecer a epidemiologia destas infeccbes virais,
principalmente em espécies que podem representar uma fonte de infeccdo de
herpesvirus para outros bovinos, como € o caso dos bubalinos.

Na analise de similaridade molecular entre as amostras positivas na Semi-
nested PCR e isolados de referéncia de BoHV-1, comprovou-se alto grau de
correlacdo. Além da andlise molecular, este estudo também avaliou a presenca de
anticorpos contra o BoHV-1, BoHV-5 e BuHV através da técnica de

soroneutralizacdo (SN) (House & Baker, 1971). A pesquisa sorologica demonstrou a
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presenca de infeccbes por herpesvirus bovino ou bubalino na populacdo em estudo.
Das 242 amostras de soro analisadas, 67 amostras apresentaram anticorpos
neutralizantes contra, pelo menos, um dos virus testados. Os indices de
soropositivos foram de 23,14%, 22,31% e 20,66% para BoHV-1, BoHV-5 e BuHV,
respectivamente. Testes sorolégicos tém demonstrado a presenca da infeccdo por
BoHV-1 em rebanhos bovinos de diversos estados brasileiros, e os percentuais de
animais soropositivos variam de 27,1% a 85,7% (Rocha et al., 2001). Com estes
indices observados, a avaliagcdo soroldgica de rebanhos bubalinos torna-se
importante também para a identificagcdo de animais que possam estar eliminando o
virus, e que provavelmente estejam atuando como um reservatorio dos herpesvirus
bovino, tanto para rebanho bovinos como para outros bubalinos.

Apesar de ser considerada um teste padrdao pela OIE (Organizacdo Mundial
de Saude Animal), a SN ndo permite uma diferenciagdo precisa entre animais
infectados com BoHV-1 ou BoHV-5 e cerca de 92% dos animais infectados com
estes virus apresentam reacdes cruzadas a SN (Teixeira et al., 1998). Os dois virus
de origem bovina (BoHV-1 e BoHV-5) sdo muito semelhantes entre si em aspectos
estruturais, biolégicos, antigénicos e moleculares, o que ndo permite a distingdo
sorologica nestes testes (Studdert, 1989; Bratanich et al., 1991; Thiry et al., 2007).
Assim, em populac¢des de animais onde os dois virus circulam, os testes soroldgicos
nao permitem distinguir a resposta sorolégica contra cada um deles e, como
consequéncia, ndo é possivel estimar a prevaléncia real de cada agente (Del Médico
Zajac et al. 2006). Em relacdo ao BuHV-1, os estudos antigénicos e sorol6gicos
ainda sado escassos, e 0s niveis de reatividade soroldgica cruzada induzidos por este
em relacdo a BoHV-1 e BoHV-5 séo desconhecidos. A SN pode ainda nao detectar
anticorpos em alguns animais que apresentem a infeccao viral em estado de laténcia
prolongada ou naqueles recentemente infectados. Nestas duas situacdes 0s animais
podem apresentar titulos basais de anticorpos neutralizantes que nao sao
detectaveis por meio deste procedimento soroldgico, originando com isto resultados
falso-negativos (Wyler et al., 1989). Portanto, é possivel que o niumero de animais
soropositivos seja maior do que o encontrado, visto que nem todos 0s animais
latentemente infectados possuam anticorpos em niveis detectaveis pelos testes
utilizados.

A confirmacdo da presenca de anticorpos neutralizantes contra herpesvirus

em rebanhos bubalino no presente estudo é um fator epidemiologico importante,
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pois os dados comprovam a circulagdo de herpesvirus bovino, ou bubalino, na
espécie em estudo. Como o rebanho bubalino em estudo ndo foi vacinado contra
esses virus, a presenca de anticorpos neutralizantes nessa espécie indica exposi¢ao
natural a infeccdo. Contudo, é necessario reforcar o fato de que ndo se pode
associar essas infec¢cdes a um determinado tipo viral (BoHV-1, BoHV-5 ou BuHV),
devido as extensas reacfes cruzadas estabelecidas pelos herpesvirus.

No caso de BoHV-1, muitos paises europeus tém desenvolvido programas
oficiais de erradicacdo em rebanhos bovinos, e muitos ja conseguiram a erradicacao
através da deteccao de animais soropositivos e remoc¢do de animais do rebanho.
Porém, esses programas consideram apenas a espécie bovina como crucial na
manutencdo e transmissdo deste agente. A participacdo da espécie bubalina na
producdo de alimento aumenta consideravelmente no mundo, principalmente nos
paises em desenvolvimento, localizados em sua maioria das areas tropicais. Como
pode-se comprovar que herpesvirus de origem bovina ou bubalina circulam em
rebanhos bubalinos, esta espécie precisa ser considerada na transmissédo destes

virus a outros rebanhos.
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Legendas das figuras

Fig. 1. Gel de agarose a 1,5% evidenciando a amplificagcdo de um fragmento de 358
pb do DNA mitocondrial bubalino (canaletas 2 a 7). Caneleta 1. Marcador de
tamanho molecular 100 pb.

Fig. 2. Gel de agarose a 1,5% evidenciando a amplificacdo do produto final da Semi-
nested-PCR de 425 pb (canaletas 2,4, 5 e 7). Caneleta 1: Marcador de tamanho
molecular 100 pb.

Fig.2



4 CONCLUSAO GERAL

- O DNA de BoHV-1 foi detectado pela Semi-Nested PCR em 30,1% dos

animais.

- Bubalinos sé&o hospedeiros para o herpesvirus bovino tipo 1, e podem ser
uma espécie disseminadora desse agente para bovinos, e também para outros

bubalinos.

- Os dados obtidos neste estudo indicam a presenca de anticorpos
neutralizantes contra BoHV-1, BoHV-5 e BuHV-B6 em rebanhos bubalinos

provenientes da regido sul do Brasil

- Os resultados pela técnica da soroneutralizacdo revelam uma extensa

reatividade soroldgica cruzada entre BoHV-1, e BoHV-5, e BuHV-B6

- Devido a reacfes cruzadas entre os herpevirus, ndo se pode associar a

ocorréncia da infeccdo a um determinado tipo viral.

- A presenca de anticorpos neutralizantes para herpesvirus nessa espécie

indica exposicao natural a infecgéo, ja que os animais ndo eram vacinados para IBR
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