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Resumo: Os Herpesvirus bovinos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) causam diferentes
guadros clinicos em bovinos, incluindo a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e a
meningoencefalite herpética bovina. Entretanto, a prevaléncia de BoHV-1 e
BoHV-5 em regides endémicas é desconhecida devido a falta de um teste capaz
de diferencia-los. O presente trabalho foca a aplicacdo do teste de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) com oligonucleotideos que podem amplificar ambos
os tipos usando DNA de ganglios trigémeos de bovinos, um reconhecido sitio de
laténcia viral. Quatrocentos ganglios trigémeos foram coletados de 200 animais
submetidos ao abate em um frigorifico que recebe animais de diferentes regides
do estado do Rio Grande do Sul (Brasil). O DNA total foi extraido desses ganglios.
Uma PCR foi desenhada para amplificar uma regido homéloga do gene que
codifica a glicoproteina C, dando um produto de, aproximadamente, 570 pares de
base (pb) para ambos os virus. O DNA viral foi detectado em 167 (83,1%), sendo
21 (10,4%) negativas e 13 (6,5%) tiveram a amplificagcéo inibida. Mediante a alta
prevaléncia destes herpesvirus bovinos, medidas de controle devem ser tomadas
para diminuir a disseminacéo destes virus na populacdo de bovinos. Atualmente o
trabalho estd em progresso para diferenciar entre BoHV-1 e BoHV-5.
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Abstract: Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) have been associated
to different clinical conditions of cattle, including infectious bovine rhinotracheitis
(IBR) and meningoencephalitis. However, the prevalence of BoHV-1 and BoHV-5
in regions where both viruses are endemic are still unknown in view of the lack of
a test capable of differentiating these two viruses. The present work focuses on
the application of a polymerase chain reaction with primers that can amplify both
types using in trigeminal ganglia of cattle, a known site for viral latency. Four
hundred trigeminal ganglia were collected from 200 beef cattle in an abattoir in the
state of Rio Grande do Sul (Brazil). Total DNA was extracted from these ganglia. A
PCR was designed to amplify a homologous region of the gene coding for
glycoprotein C (gC), giving rise to a product of about 570 base pairs (bp) for both
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viruses. Viral DNA was detected in 167 cattle (83.1%), 21 cattle (10,4%) were
negative and in the samples of 13 cattle (6,5%) the amplification was inhibited.
Because of the high prevalence of these bovine herpesviruses, control measures
have to be taken to diminish the spread of these viruses among the cattle
population. At present work is in progress to differentiate between BoHV-1 e
BoHV-5.
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Introducéo

Os herpesvirus bovino 1 e 5 (BoHV-1; BoHV-5) pertencem a familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae e sdo geneticamente e
antigenicamente muito semelhantes (ROIZMAN et al., 1992).

O BoHV-1 tem ampla distribuicdo mundial, sendo associado a quadros
como a fnotraqueite infecciosa bovina (IBR), vulvovaginite pustular infecciosa
(IPV), balanopostite, conjuntivite, encefalite, aborto e outros problemas
reprodutivos (TIKOO et al., 1995). Ja o BoHV-5 tem sido associado a encefalite
herpética bovina, um quadro caracterizado por uma meningoencefalite nao
supurativa usualmente afetando animais jovens. As encefalites por BoHV-5 sao
raras no hemisfério norte ASHBAUGH et al.,, 1997). Entretanto, sdo bastante
comuns no hemisfério Sul, particularmente no Brasil, na Argentina e no Uruguai,
onde estes virus tém sido mais estudados (SILVA et al., 2007).

Na verdade, até o presente é desconhecida a prevaléncia de infec¢des por
BoHV-5, o qué ndo pode ainda ser determinada em funcao de, essencialmente,
dois fatores: o alto nivel de semelhanca entre BoHV-1 e BoHV-5 e, em segundo
lugar, a inducdo de anticorpos que apresentam uma reatividade cruzada muito
intensa. Testes de soroneutralizacdo e ensaios do tipo ELISA para anticorpos
anti-BoHV-1, ou apresentam a reatividade cruzada, ou ndo foram testados com
amostras de animais soropositivos para BoHV-5 (TEIXEIRA et al., 1998).

Membros da subfamilia Alphaherpesvirinae podem estabelecer infec¢des
latentes em ganglios nervosos, principalmente nos ganglios trigémeos (THIRY et
al., 2006). Esta forma de perpetuacao do virus permite que o animal se torne e
permaneca um reservatorio natural durante toda a vida.

Com base nisso, o presente trabalho visa o0 uso da PCR no estudo da
prevaléncia de infecgbes latentes por Herpesvirus bovinos 1 e 5 em bovinos
através da andlise de ganglios trigemeos obtidos de animais aparentemente
sadios destinados ao abate em um frigorifico que recebe animais de diferentes
regides do estado do Rio Grande do Sul (Brasil).

Material e Métodos

Células. Células de rim de bovino (MDBK) foram cultivadas, para
multiplicacdo e titulacdo viral, em meio essencial minimo de Eagle suplementado
com soro fetal bovino, antibiético e antifingico a cada 48 horas segundo métodos
usuais.



Virus. Foram utilizadas amostras de BoHV-1 e 5 pertencentes ao estogue

do Centro de Pesquisa Veterinaria Desidério Finamor (CPVDF) para
padronizacao dos testes in vitro.

Amostras de tecido. Amostras de sangue e ganglios trigémeos foram
coletadas de animais submetidos ao abate em um frigorifico localizado no estado do
Rio Grande do Sul. Animais, machos e fémeas, com idade média de 4 anos, oriundos
de 40 municipios localizados na sua maioria na metade sul do estado rio-grandense.

Soroneutralizagdo. Os soros foram testados no ensaio de

soroneutralizacdo (SN) como previamente descrito por Teixeira et al (1998) para
determinar o status sorolégico dos animais coletados.

Extracdo de DNA Viral. O DNA viral das amostras cultivadas e o DNA dos
tecidos bovinos foram extraidos como descrito por Van Engelenburg et al. (1993).

Reacao em Cadeia da Polimerase. A PCR foi desenhada para amplificar
uma regido homodloga do gene que codifica a glicoproteina C de BoHV-1 e 5
dando como produto um amplificado de 574pb para BoHV-1 e 571pb para BoHV-
5, como descrito por Esteves (2008). A fim de se identificar contaminacgdes,
controles negativos e brancos foram adicionados a cada 4 reacoes.

Controle Interno. O controle interno CI) foi construido deletando uma
regido alvo da PCR. Esta construcdo foi clonada em um plasmideo dando um
produto menor. Com isto, o amplificado, por apresentar tamanho diferente, foi
facilmente distinguivel apds a eletroforese.

Um numero fixo de moléculas do ClI foi adicionado a todas reacdes de PCR
a fim de evitar a ocorréncia de resultados falso-negativos. Indicando que a falta de
amplificacdo do fragmento alvo n&o foi devida a algum problema na reagédo, mas
sim, a real auséncia de suficiente DNA viral na amostra para ser detectado por
esta PCR.

O CI também foi utilizado para determinar a sensibilidade da PCR através
de diluicdes decimais do plasmideo e para estimar, de uma maneira semi-
guantitativa, o numero de moléculas de BoHV-1 ou 5 presentes nos ganglios (Van
Engelenburg et al., 1993).

Resultados e Discussao

A amplificacdo da regido alvo da porcdo do gene que codifica a regiao
carboxi-terminal da gC a partir do DNA total extraido dos ganglios trigémeos de
cada animal resultou num amplificado de 574pb para BoHV-1 e 571pb para
BoHV-5.

Através da utilizacdo da sequéncia de controle interno foi possivel
determinar a sensibilidade da PCR, e as quantidades das moléculas virais
encontradas nos ganglios.

O percentual de animais soropositivos baseado no ensaio de SN foi de
34%. Em enquetes soroldgicas, se procura detectar o agente de uma maneira
indireta, ou seja, pela presenca de anticorpos, o que indica que o animal teve
contato com o agente.



Quatrocentas amostras de ganglios, correspondente a 200 animais, foram
amplificadas e a presenca do DNA viral foi detectada em 167 animais (83,1%),
sendo 21 (10,4%) negativos e 13 (6,5%) tiveram a amplificacdo inibida na PCR.
Estes dados demonstram que o percentual de animais contendo o DNA viral
latente foi muito superior ao apontado pela sorologia. A PCR é um teste molecular
gue detecta 0 agente de uma maneira direta e demonstrou ser mais sensivel que
a SN.

Conclusdes

A PCR utilizada no presente estudo demonstrou ser adequada para a
identificacdo de bovinos infectados com BoHV-1 e BoHV-5 e assim pode ser
utilizada na rotina de diagnéstico laboratorial.

Mediante a alta prevaléncia destes agentes apontadas pelos resultados,
medidas de controle devem ser tomadas, utilizando testes mais especificos e
sensiveis, a fim de diminuir a disseminacdo destes virus na populacdo de
bovinos.
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