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RESUMO

Os Herpesvirus bovinos sio patogenos de grande importincia ccondmica causando uma variedade de
sindromes clinicas. Manifestagées ncurologicas sio atualmenic atribuidas ao herpesvirus bovino 3
(BoHV-5). Os genomas do BoHV-5 ¢ BoHV-1 possucm 85% dc similaridade. dificultando sua
diferenciagdo pelas técnicas tradicionais de diagnostico. O desenvolvimento de testes para a detecgdo do
BoHV-5 ¢ importantc para o diagnostico diferencial de outras docngas que induzem sintomas
ncurologicos em bovinos. como a raiva. Foi desenvolvido um teste de PCR para a regido US4 do BoHV-
5. utilizando amostras dec campo EVI-88 ¢ A663 (BoHV-5) como padrdo. O teste foi padronizado para a
utilizagdo em sobrenadanic de cultivo celular ou apos extragio dc DNA. A especificidade do teste foi
avaliada frente a amostras dc Herpesvirus humanos ¢ animais. ¢. também pelo seqiicnciamento do
fragmento dc DNA obtido da amostra EVI-88. A sensibilidade apresentada foi de 107" TCID</50ul. ou
0.0006 TCIDs/50ul para sobrenadante de cultivo celular e 107" TCIDs/50ul. ou 0.06 TCIDs/50ul para
DNA extraido. Foram testadas 20 amostras clinicas parafinadas de sistema nervoso central de bovinos
que apresentaram cncefalite com uma positividade de 35%. A PCR desenvolvida apresenta -sc como uma
alternativa rapida. scnsivel ¢ especifica para a detecgio do BoHV-5 em amostras clinicas.

Palavras-chave: BoHV-5. PCR: Amostras clinicas parafinadas: Bovinos.
ABSTRACT

Bovine Herpesviruses are pathogens that cause serious ecconomic losscs duc to many chinical svndromes.
Although both BoHV-1 and BoHV-5 are ncurotropic viruses. the neurovirulent strain has been redesigned
BoHV-5. The BoHV-3 and BoHV-1 genomes have about 85% homology and for this reason it's very
difficult to distinguish them with traditional diagnostic setting. The tests development for BoHV-5
detection is very important for differential diagnosis from other discase that inducc neurological
svmptoms in bovines like rabies. This report describes a nested PCR assay (US4 region) for BoHV-5
detection. Previously characterized human and animal herpesvirus isolates, including BoHV-5 (EVI-88
and A663) and BoHV-1 (Colorado sample) were used in the development of the PCR. This test was
standardized for detcction in tissuc culture and after DNA extraction. The PCR specificity was achieved
bv usc of multiple herpesviruses samples and by US4 amplicon partial sequence analysis from EVI-88
(BoHV-5). The sensitivity was 107" TCIDs/50ul or 0.0006 TCID:/50ul for tissuc culture supernatant
and 10" TCID./50ul or 0.06 TCIDs/50ul for DNA. The PCR procedure developed successfully

confirmed the presence of BoHV-5 in paraffin-embedded brain tissuc from 7/20 (35%) samples. using
US4 1arget scquence

Keywords: BoHV-5. PCR. paraffin-cmbedded brain tissuc. bovine




1. INTRODUCAO

A infecgdo pelo Herpesvirus Bovino 1 (BoHV-1)
nos rebanhos bovinos ¢ caracterizada pelas
diversas formas clinicas quc sc  apresenta.
incluindo docnga respiratoria.  vulvovaginite.
balanopostitc.  diminuigdio nos indices de
reprodugdo ¢ queda brusca na produgio de leite.
Formas nervosas da doenga. at¢ pouco tempo
atribuidas ao BoHV-1 sdo hojc relacionadas a
uma diferentc amostra virica. classificada. em
1992, como Herpesvirus Bovino 5 ou BoHV-5.

A diferenciagio do BoHV-1 ¢ do BoHV-3
através das  iécnicas  convencionais  de
diagnostico como isolamento viral.
imunofluorescéncia. neutralizagio viral. dentre
outros ¢ muito dificil devido a alta similaridade
cntre esles dois virus. os quals apresentam
reagoes sorologicas cruzadas.

O diagnostico de meningoencefalite por BoHV-
5 ¢ feito bascado no quadro clinico-
cpidemiologico ¢ nos achados de necropsia ¢
histopatologicos caracteristicos. devendo ser
confirmado pelo isolamento ¢ identificacio
viral. Isto ¢ de grande importdncia para o
diagnostico diferencial entre as principais
cnfermidades quc afctam o sistema nervoso
central (SNC) de bovinos. como a raiva. o
botulismo. a policncefalomalacia. dentre outras.
Os sinais clinicos da infecgdo pelo BoHV-3
incluem tremores. salivagdo excessiva. andar em
circulo. bruxismo. paralisia  da  lingua.
incoordenagdo. nistagmo. decubito  lateral
permancnic. movimentos de pedalagem ¢ morte.
Estes achados clinicos sio encontrados na
maioria das docngas de sintomatologia nervosa.
sendo, portanto. importante a diferenciagio
laboratorial das docngas através do cxame
microscopico detalhado de todos os scgmentos
do SNC.

A forma clinica caracterizada por encefalite tem
sido obscrvada em bovinos na América do Sul ¢
do Noric (Eugster ¢t al.. 1974: Mcwzler ct al..
1986). bem como na Australia (Studdert. 1989)
¢ Hungria (Magyar ct al.. 1989). A importancia
do BoHV-5 vem crescendo no Brasil. onde ja
foram dcscnios suntos no Rie Grande do Sul
(Weiblen ct al.. 1989). Mato Grosso do Sul
(Salvador ¢t al.. 1997). Sie Paulo ¢ Rio dc
Janciro (Puuco. M. - comunicagiio pessoal).

Parana (Alficri. A - comunicagdo pessoal) e

Minas Gerais (Leite. R.C. - comunicagio
pessoal).
Com os métodos de identificagio e

diferenciagdo cntrc BoHV-5 ¢ BoHV-1 em
amostras  de campo quc estio  sendo
desenvolvidos. espera-sc uma melhor descrigio
da prevaléncia do BoHV-3 no pais.

Apos o isolamento do BoHV-5. é necessaria a
identificagdo do agente frente a um soro anti-
BoHV-5 ou através de imunofluorescéncia ou
imunoperoxidasc com anticorpos especificos.
devido & semelhanga do efeito citopatico entre
as amostras dc Herpesvirus em geral. A
semclhanga da estrutura gendmica com o
BoHV-1. inclusive entre as- glicoproteinas.
interfere nos resultados de testes sorologicos
como ELISA e soroncutralizagio viral.

Devido a importancia destc agente nos rcbanhos
bovinos ¢ a dificuldade dc diferenciagio com os
outros Herpesvirus Bovinos através das técnicas
convencionais. este trabalho teve como objetivo
principal o desenvolvimento ¢ padronizagio de
testes de Reagiio em Cadeia da Polimerase (PCR)
para o diagnostico do Herpesvirus Bovino 5 ¢ a
padronizagdo de testes de PCR para o cstudo
retrospective de 20 anos (1978-1998) cm
amostras clinicas parafinadas.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Familia Herpesviridae

O BoHV-35 pertence & familia fHerpesviridae
cujas caracteristicas principais sio possuir um
cerne contendo DNA linear de fita dupla ¢ um
capsidco icosadeltahcdrico de aproximadamente
100-110nm  de diametro  contendo 162
capsomcros. Alguns mecmbros desta familia
possucm um material amorfo distribuido de
forma assimétrica ao redor do capsidco chamado
de tegumento ¢ um envelope. Estes virus estio
altamente disseminados na naturcza. ja tendo
sido caracterizados parcialmente perto de 100
herpesvirus. A familia  /erpesviridae  sc
subdivide cm trés subfamilias. pertencendo o
BoHV-5 a subfamilia alphaherpesvirinae.




Importantes caracteristicas dos alphahcrpesvirus
sdo sua ampla varicdade de hospedciros. ciclo
reprodutivo curto com rapida disseminagdo cm
cultivo celular. levando a uma invarnavel
destruicdo das cclulas hospedeiras durante a
multiplicagdo viral. além da capacidade de
estabelecer infecgdo latente primanamente. mas
nao cxclusivamente. dentro dos ginglios
sensoriais. Todos os herpesvirus catalogados até
hoje sio habeis cm permanecer latentes nos
hospedeiros naturais. em células especificas. que
variam de virus para virus (ICTV. 2000).

Esta subfamilia abrange os principais virus de
interesse para a medicina humana ¢ veterinaria
(HHV 1. HHV 2 ¢ Herpesvirus Bovinos | ¢ 3).
Existem ainda as subfamilias Betaherpesvirinae
(Citomegalovirus ¢ Herpesvirus cquino 7) ¢
(;ammaherpesvirinae  (Epstein-Barr  Virus ¢
Herpesvirus bovino 4) (ICTV. 2000).

2.2. Alphaherpesvirus

As interagdes dos virus com as células envolvem
multiplos processos mediados por virias
glicoproteinas ¢ pelo menos dois receptores
cclulares (Babiuk ct al. 1996: Engels ¢
Ackermann. 1996). As glicoprotcinas do
envelope viral sdo responsaveis pela ligagio.
fusjo. formagdo de poros ¢ invaginacio da
particula  wviral ¢ penetragio. além da
disseminagdo de cclula a célula (Engels ¢
Ackermann. 1996: Wild ct al.. 1998).

O BoHV-1 ¢ BoHV-5 entram na célula pela
[usdo unica do envelope viral com a membrana
plasmatica seguida do movimento para dentro
do citoplasma através da formacgdo dc poros ¢
invaginagdo da membrana plasmatica. Este
processo pode scr subdividido ecm quatro fascs:
ligacdo. fusdo. formagio de poros ¢ penetragio
(WILD et al.. 1998).

2.2.1. Multiplicagdo do virus

Os Herpesvirus Bovinos sdo cpitéliotropicos.
multiplicando-sc inicialmente nas mucosas da
regido nasal. faringe c tonsilas. Apos um
primeiro ciclo de replicagio viral na porta de
entrada. o wvirus pode prosscguir.  via
terminagdes nervosas dos ramos maxilar ¢
mandibular do nervo trigémceo até os ganglios
sensoriais no sistema nervoso central. onde
pode permanccer cm laténcia. provavelmente
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por toda a vida do hospedeiro (Babiuk ct al..
1996: Engels ¢ Ackermann, 1996: Flores ct al..
1998: Osorio. 1998). O BoHV-5. assim como o
virus da pscudorarva (PRV). sdo habeis cm
replicar dentro dos ncurdnios ¢ células da glia ¢
invadir o sistema nervoso central (SNC).
causando cncefalite ¢/ou desordens ncurologicas
(Engels ¢ Ackermann. 1996).

2.2.2. Montagem

A sintesc do DNA viral ¢ a montagem do
capsidco ocorrcm dentro do nucleo. ¢ as
proteinas cstruturais sintetizadas no citoplasma
migram para o nucleo para a formagio do
nucleocapsideo. A produgio da progénic viral
invariavelmente ¢ acompanhada de destruigio
irreversivel da  cclula infectada. ja que as
particulas virais adquirem o cnvelope da
mcmbrana nuclear interna (Ben-Porat ¢ Kaplan.
1973 Roizman. 1992).

2.2.3. Imunologia

A infecgdo primaria estimula uma forte resposta
humoral ¢ a resposta imune mediada por células
no hospedeiro. Anticorpos ncutralizantes sdo
rapidamentc detectados (cerca de 10 dias apos a
infcegdo). principalmente [gM seguida por IgG.
IgA ncutralizantc também pode ser encontrada
nas sccrcgocs. Estes anticorpos neutralizantes
sdo cficazes cm climinar virus livres. mas a
resposta imunc mediada por cclulas ¢ sugerida
como principal (Babiuk ct al.. 1996: Engels ¢
Ackermann. 1996).

O organismo infectado ¢ incapaz de eliminar os
herpesvirus. apesar da fortc resposta imunc
durante a infecgdo inicial. A disseminagio local
através de pontes intercclulares ¢ transporic
intra-axonal reduzem a presenga de grandes
quantidades de virus livres, portanto. a
eficiéncia da resposta imune humoral fica
reduzida. cnquanto o virus sc dissemina pelo
organismo. Os virus podem ainda bloquear o
sisiema dc complemento ¢ cm infecgdes
continuas. reduzem a expressido de moléculas de
MHC dc classc [ através do bloqueio do scu
transportc até a membrana plasmatica da célula
infectada (Babiuk ¢t al.. 1996; Engels ¢
Ackermann. 1996).




2.2.4. Laténcia

Biologicamente. o fato mais importante relativo
a replicagio dos Herpesvirus. residc no
cstabelecimento de laténcia. Na infecgdo latente
o virus nio ¢ detectado. porque apenas o scu
genoma sob a forma circular ¢ encontrado
dentro da célula. ndo havendo expressio de
nenhuma proteina ou polipeptideo viral na
membrana celular e ndo sendo. desta forma.
detectado  pelo  sistema  imunc (Engels e
Ackcrmann, 1996).

2.3. Estrutura do genoma do BoHV-5

A familia alphaherpesvirinae apresenta secis
grupos genomicos (designados de A até F).
Assim como o BoHV-1. o BoHV-3 pertence ao
grupo D ¢ seu genoma sc caracleriza por
apresentar uma regido unica longa (UL) ¢ uma
regido unica curta (US) flanqueada por regides
de repetigdo invertida. Isto resulta na geragio de
duas fitas isoméricas durantc a replicagio do
DNA viral (Engelhardt e Keil. 1996: Roizman.
1992). O BoHV-1 ¢ 5 possuem a cstrutura do
scu genoma semelhante. isto €. a localizagdo dos
genes codificadores para as glicoprotcinas ¢
igual (Whetstone et al.. 1993). As amostras do
BoHV-1 ¢ BoHV-5 possuem uma similaridade
de aproximadamente 85% em seu DNA bascado
na hibridizagdo crurzada do genoma completo
(Abdelmagid ct al.. 1995. Chowdhury. 1995:
Engelhardt ¢ Keil, 1996) (Fig. 1).

wild-type BHV1

i
gk gC

UL
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2.4. Glicoproteinas

Diferengas antigénicas tém sido rcconhecidas
entrc a maioria das glicoprotcinas do BoHV-5 ¢
BoHV-1 (Belknap ct al.. 1994).

Os alphaherpesvirus. incluindo o Herpes Simplex
(HHV-1 ¢ 2). virus da pscudoraiva (PRV) ¢
BoHV-1 ¢ 5. contém wum numero de
glicoproteinas  estruturais e  funcionais
parcialmentc homologas as trés glicoprolcinas
principais do BoHV-1. gB. gC e gD.
anteriormente  nomeadas  gl.  glll ¢ gIV.
respectivamente  (Abdelmagid et al.. 1995
Chowdhury et al.. 1997). A rcgido gcndmica
codificadora destas glicoproleinas - regido unica
curta (US region). tem sido alvo da maioria dos
estudos comparativos cntre herpesvirus bovino 1
¢ 5 (Ashbaugh ct al.. 1997, Chowdhury. 1995:
Engelhardt ¢ Keil. 1996:. Friedh ¢ Metzler.
1987).

Dentre cstas regides. as codificadoras para as
glicoproteinas tem um intercsse especial. ja que
estas descmpenham  importantes papéis nos
herpesvirus. como a interagio virus/célula.
ligagdo c penetragdo. transmissio dc virions
entre as células ¢ tambcm com o sistema imune
do hospedeiro. como ligagdes a componentes do
sisiema complemento ou imunoglobulinas
(Abdclmagid et al.. 1995: Babiuk ct al.. 1996:
Chowdhury ct al.. 1997 Engels ¢ Ackermann.
1996).

us

- ==
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Figura 1. Diagrama esquematico da estrutura genomica do BoHV-1 (Extraido de Kaashoek ct al.. 1995).




Na interagio do virus com a cclula. as
glicoproteinas virais principais (gB. gC ¢ gD)
sdo muito importantes. scndo a gC considerada a
proteina de mator cnvolvimento na fixacdo pela
maioria dos herpesvirus. apesar dc outras
glicoprotcinas ~ também  podcrem  cstar
cnvolvidas na fusdo ¢ penctragdo viral (Babiuk
et al.. 1996). A gC de virios alphaherpesvirus
pode sc ligar ao C3 dentro de uma cspccic-
especifica. desestabilizando a C3 convertase ¢
bloqucando o sistema complemento. A gC
também csta antigenicamente rclacionada com
glicoproteinas expressas na superficic celular de
macrofagos ¢ certos leucocitos  (CD8+
citotoxicos). fato conhccido como mimetismo
celular. bem como a gD. desempenhando
importante papel na relagio com o sistema
imunologico do hospedeiro (Babiuk et al.. 1996:
Engels e Ackermann. 1996).

A scqiiéncia completa da regido Unica Curta
(US region) do BoHV-1 foi publicada com a
posigio das oito Janclas de Leitura (ORF)
presentes. Estas incluem uma ORF dnica para o
BoHV-1. designada ORF 1 (ou USIL.5). ¢ as
outras ORF's que sio homologas ao herpes
simplex - US2. Proteina Quinase (PK). gG. gD.
gl. gE e USY. No fragmento K da regido US do
BoHV-1. que contem todas as regides com
excegdo da USY. os genes ndo sdo necessarios i
replicagio do BoHV-1 ¢m cultura de tecidos.
com cxcegdo da gD (Furth et al..1997).

Kaashock ¢ colaboradores (1995) relatam ainda
quc. de 223 isolados clinicos de BoHV-I1. todos
expressaram as glicoproteinas ndo cssenciais
(gC. gG. gl ¢ gE). sugerindo que os genes
codificadores para cstas proteinas sdo bastante
conscrvados. E importante salicntar que os
relatos sobre as proteinas ditas "ndo - essenciais
para a replicagdo” dos herpesvirus bovinos.
foram feitas para replicagdo in vitro. pois in vivo
clas exercem importantes fungdes fenotipicas.

Dentro da regido US. a jancla cinco codifica a
gD. jancla quatro a gG. jancla scis a gl ¢ a jancla
setc a gE. dentre cstas. a gG possui
propricedades. localizagio ¢ organizagio do gene
codificante semelhante entre as gG's dos EHV-
1. EHV-. PRV. HHV-1 ¢ HHV-2. mas. nos
herpesvirus bovinos | e 5. cla ¢ sccretada como
um glicoproteoglicano - gpgG (Engelhardt ¢
Keil. 1996: Keil et al.. 1996).
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A sintcse. processamento ¢ secregdo da gG ¢
epeG do BoHV-5 ¢ bastante similar. ou idéntica.
a0 processo  correspondentic no  BoHV-I1
(Engeclhardt e Keil. 1996).

2.4.1 Neuroviruléncia ¢ Neuroinvasividade

Os genes codificadores da Timidina Quinase
(TK) ¢ gE cstdo relacionados com a viruléncia.
mas ndo sdo essenciais. assim como a gC. gG e
gl. Ja a gB ¢ gD sdo cssenciais para a replicagdo
viral. As gl ¢ gE provavelmente formam um
complexo funcional para cxerccrem  suas
funcées. mas isto ainda ndo esta bem cexplicado.
A gD. gl ¢ gE sio rclacionadas com a
disseminagdo do virus célula a célula. A fungdo
da gG ainda ndo csta  bem cstabelecida
(Kaashock ct al.. 1995). A gE ¢ proposta como
participante da difusdo de cclula a celula. assim
como a gH ¢ gl também podem participar na
intcragdo do virus com a cclula. E sabido
também. que para algumas amostras de
herpesvirus. a gE ¢ gl sc acumulam cm
complexos. 0s quals agem como receptores Fe
(Engels ¢ Ackermann. 1990).

2.5. Propriedades Gerais

Os herpesvirus sdo cspecialmente sensivels aos
solventes  lipidicos portanto. o BoHV-5 ¢
inativado frentc ao cloroformio ou quando
exposto por 15 scgundos a temperatura de 60°C.
Conscrva-sc cm pH cntre seis ¢ nove, podendo
permanccer no ambiente por até 30 dias. com
temperaturas baixas ¢ umidade relativa do ar de
90% (Gentry ¢ Randall. 1973. Wentink ct al..
1993).

2.6. Patogenia

Apods um primeiro ciclo de replicagio viral que
ocorre no local de entrada. dentro das celulas
epitcliais, inicia-sc a fase aguda da infecgdo. que
¢-caracterizada por sintomas clinicos cvidentes e
excregio abundante de altos titulos de virus
infecciosos com franca cxpansio da infecgdo
para animais susceptiveis. Durante este periodo.
ha uma extensiva replicagio viral nas
membranas mucosas ¢. a partir deste ponto. o
virus ¢ transportado centripctamente  via
retrograda rapidamente pelo transporte axonal
para os ncurdnios nos sitios primarios de
laténcia (ganglios sensoriais). O cstado fisico
cxato destas particulas virais ou  subvirais




durante estc processo dc translocacdo ainda ¢
desconhecido. No estado agudo da infecgdo
ganglionar ha uma infeccdo litica dentro dos
ncurdnios ¢ cclulas acessorias (Babiuk ct al..
1996: Engels ¢ Ackermann. 1996: Flores ct al..
1998: Osorio. 1998).

Ao final desta infecgdo aguda ganglionar. o
virus  persiste  dentro dos  ncurdnios.
provavelmentc por toda a vida do hospedeiro.
sob a forma de uma molécula circular fechada.
onde somentec uma pequena porgdo do gene viral
¢ cxpressa. Nos amimais infcctados. estes virus
latentes podem scr rcativados cm resposta a
difcrentes cstimulos como parigdo. esiressc.
supcrinfecgdo por outros agentes. tratamentos
com dexamctasona. ACTH. dentre outros. em
diferentes [freqiicncias por toda a vida do
hospedciro carrcador. Apos a rcativagio, 0 virus
pode voltar aos sittos de cntrada ¢ ser
reexcretado produzindo lesdcs primarias cm
contato com hospedeiros susceptiveis (Babiuk et
al.. 1996: Engels ¢ Ackermann. 1996: Flores et
al.. 1998: Osorio. 1998).

Tanto o BoHV-1 quanto o BoHV-5 sio virus
neurotropicos. mas. diferem em sua capacidade
dc causar enccfalite (Belknap ct al.. 1994). Para
avaliar csta diferenga. Mever ¢ colaboradores
(1996) 1nocularam BoHV-1 ¢ BoHV-5 em
coclhos (via ntranasal). Além da presenca do
BoHV-5 ter sido confirmada no sistema ncrvoso
central através de isolamento viral. somente os
animais inoculados com cste virus apresentaram
sinais clinicos de meningoencefalite. Em outro
cxperimento. bezerros inoculados com BoHV-3
mostraram cvidéncias de intensa replicagio deste
virus no cércbro. Difcrentemente. os bescrros
inoculados com BoHV-1 nio apresentaram lesdo
cerebral. e. o virus nio pode ser recupcrado do
tecido neural (Chowdhury ct al.. 1997).

A enfermidade ncurologica ¢ caracterizada por
meningoencefalite. de curso geralmente fatal.
afetando principalmentc animais jovens (Lovato.
1998: Roche ct al.. 1998).

A multiplicagio do virus causa distarbios na
arquitetura cclular. com o aparccimento de
inclusdes  intranucleares.  marginalizagio da
cromatina ¢ destruigio dos nucléolos. O virus
adquire o cnvclope quando brota através da
membrana cclular (Fenner et al.. 1993).

2.7. Transmissdo

O BoHV-5 afeta principalmentec os bovinos.
scndo estes a principal fonte de infecgio e
disscminacdo da doenga nos rebanhos. Wentink
¢ colaboradores (1993) afirmam que apenas o
contato inlimo entre¢ mucosas tem importancia
cpidemiologica. ecmbora a disseminagdo através
do ar. outros animais ¢ pelo homem possa ser
possivel. mesmo nio apresentando importancia
cpidemiologica significativa. A dissecminagio
viral ocorrc principalmente por acrossois ¢
sccregdes corporeas (Weiblen. 1996: citado por
Salvador ct al.. 1998). A manutengdo do virus
no rcbanho depende da eficicia dos mecanismos
de transmissdio ¢. principaimente. da presenga de
hospedciros susceptiveis (Salvador et al.. 1998).

2.8. Achados Pos - mostem

A neccropsia.  ndo  sc obscrvam  lesdes
significativas. mas achados como areas de
malicia. que sc caracterizam por arcas dc
depressio com um a dois centimetros dc
didmetro ¢ coloragiio amarclada ou avermelhada
no cortex cercbral: edema cerebral. visualizado
pclo achatamento das circunvolugdes cerebrais e
projecdo do cerebelo através do foramen magno.
foram descritos por Salvador ¢ colaboradores
(1998).

As principais alteragocs histologicas
encontradas no SNC caracteristicas da infecgio
por BoHV-5 sio meningoencefahite difusa. nio
supurativa. associada a neccrose do coriex
cerebral ¢ presenga de corpusculos de inclusio
intranuclear cosinofilicos ou basofilicos cm
astrocitos ¢ neuronios (Bagust ¢ Clark. 1972:
Hill et al.. 1984 citados por Salvador et al.
1998).

2.9. Diagnostico diferencial

Apesar de ja terem sido descritos surtos no Brasil
(Salvador et al.. 1998: Weiblen ct al.. 1989).
aind: ha uma dificuldade dc diagnostico
diferencial entre as principais enfermidades que
afetam o sistema nervoso central de bovinos.
como raiva. botulismo. poliencefalomalacia ¢
encefalite por BHV-5. devido a semelhanga dos
sinais clinicos (Flores ct al.. 1998. Roehe ct al..
1998).




Atualmente. a lesdo causada pelo BoHV-3 ¢
policncefalomaldcia  1ém  sido  diferenciadas
atraves da histopatologia. Ja foram relatados
crros de diagnostico clinico ¢ histologico entre
BoHV-5 e poliencefalomaiacia. devido as lesoes
inflamatorias discretas ¢ necrose ncuronal serem
as principais alteragdo histologicas cncontradas
no SNC cm ambas as enfermidadces. [sto reforga
a necessidade de um exame  microscopico
detalhado de todos os secgmentos do enccfalo ¢ se
possivel de todo o SNC. além dc um bom
levantamento ¢ acompanhamento clinico -
cpidemiologico. aliado ao correto cnvio de
amostras ao laboratorio para o scu diagnostico
diferencial (Salvador ct al.. 1998).

A raiva apresenta encefalite ¢ mielite linfocitaria
focal a difusa com presenga de corpusculos de
Negri. O virus pode ainda ser identificado por
imunofluorescéncia [ inoculagio cm
camundongos. O botulismo ndo apresenta lesoes
histologicas significativas no SNC ¢ a toxina
pode ser identificada no soro. figado c¢ trato
gastrointestinal (Salvador ct al.. 1998).

2.10. Diagndstico BoHV-1 x BoHV-3

Os virus i1solados de casos de encefalite foram
inicialmente identificados como BoHV-1. com
basc em scu cfeito citopatico ecm cultura de
tecido. testes de imunofluorescéncia e testes de
soroncutralizagdo viral (Cugster ct al.. 1974:
Friedi ¢ Metzler. 1987). As amostras
ncurovirulentas  de  herpesvirus  bovino.
previamentc classificadas como BoHV 13
foram recentemente  reclassificadas  como
herpesvirus bovino 5 (BoHV-3) (ICTV. 2000).

O BoHV-5 ¢ 0 BoHV-1 estdo antigenicamenie.
geneticamente ¢ biologicamente relacionados.
Desta forma. a maioria dos tesles laboratoriais
nio sio capazes de distinguir cstes dois virus
(Lovato. 1998. Roehe et al.. 1998). Apcnas
recentemente. métodos sorologicos ¢ virologicos
de identificagdo ¢ diferenciagio de BoHV-5 ¢
BoHV-1. em e¢scala de campo. tem sido
desenvolvidos (Silva et al.. 1999).

Seal ¢ Whetstone (1994) relatam que em cultivos
celulares ndo existem diferengas morfologicas
cntre os isolados de BoHV-1 ¢ BoHV-3. ¢ o
cfeito citopatico (ECP) visualizado nas células
infectadas pelos Herpesvirus em  geral ¢
caracterizado por uma macrocitose. perda da

morfologia celular  ficando c¢stas  bastante
arrcdondadas. scguida da degencragdo celular.
podendo haver também formagdo de sincicios
(Darlington ¢ Granofl. 1973). tornando desta
forma. o isolamento viral inconclusivo no
diagnostico diferencial. sendo nccessario recorrer
a outros mclodos de diagnostico para sua
diferenciagdo. como foi também discutido por
Salvador ct al. (1998).

Como ambos 0s virus sdo necurotropicos.
difcrindo apenas na sua capacidade de invadir ¢
replicar no sistema ncrvoso central. torna-se dc
grande importincia a diferenciagido entre eles.
Anticorpos monoclonais contra as glicoproteinas
virais podem identificar cstes virus. mas
normalmente. os testes sorologicos reconhecem
igualmente 0 BoHV-5 ¢ o BoHV-1 (Ashbaugh ct
al.. 1997).

Mulunch ¢ Licbermann (1992). relatam que
anticorpos que reagem cm IFI contra amostras de
referéncia falham cm  reagir nos festes de
neutralizacdo viral com as amostras isoladas dc
campo. No isolamento viral. apos a visualizagido
do cfeito citopdtico. o agente cnvolvido ¢
confirmado por testes de ncutralizagio viral
frente a um soro anti-BoHV-1 ou 3. ou através de
imunofluorcscéncia / imunoperoxidase com
anticorpos cspecificos. policlonais ou
monoclonais (Salvador ct al.. 1998).

Estes virus também podem ser diferenciados
através do uso de restrigdo cnzimatica ou pela
PCR (Ashbaugh ct al. 1997). Devido as
dificuldadcs cm sc diferenciar cstes virus, a PCR
vem se tommando a escolha para o
desenvolvimento  de um  teste  cficiente.
principalmente. devido 4 sua especificidade,
sensibilidade ¢ rapidez (Bellak ¢ Ballagi-
Pordany. 1993).

2.11. PCR em BoHV-5

A maionia dos estudos para a diferenciagdo entre
0 BoHV-1 ¢ 0 BoHV-5 sc concentra em biologia
molecular.  principalmente  em  cstudos  de
restrigio  cnzimatica  (Chowdhury,  1995:
Engelhardt ¢ Keil. 1996: Osorio ct al.. 1985: Secal
e Whetstone. 1994: Whetstone ct al.. 1993) ¢ na
infecgdo expenimental ¢ pesquisa de  outros
modclos animais para a comprcensio da sua
patogenia (Belknap ct al.. 1994: Chowdhury ct
al.. 1997 Meyer et al.. 1996: Silva ctal.. 1999).




Poucos estudos foram desenvolvidos utilizando a
PCR como sistcma diagnostico para esta virose.
Nos artigos demonstrando a técnica até a
presente data. houve uma necessidade de
utilizagdo de parcs de iniciadores internos (PCR
"nested") para sc conscguir uma amplificacdo de
amostras clinicas. Segundo Rocha (1998). as
reagoes de PCR "nested" utilizando iniciadores
internos a um fragmento facilitam a amplifica¢do
dos Herpesvirus. principalmente em amostras de

campo. Este scgundo produto amplificado rende .

grande quantidade dc DNA. Forghani ¢ Erdman
(1995). afirmam que o uso da PCR "nested" ndo
s0O aumenta a scnsibilidade do teste. como sc
mostra importantc em amostras que contcnham
inibidores.

Para amostras parafinadas. cujo DNA podc cstar
degradado ou  fragmentado. além  da
possibilidade de conter inibidores quimicos. se¢
recomenda tambem o uso da PCR "nested"
(Wright e Manos. 1990).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Células

Foi utilizada a linhagem continua de células
renais de bovino (Madin-Darby Bovine Kidney -
MDBK) cultivada em meio de crescimento
minimo de Eagle. suplementado com soro fetal
bovino (SFB) inativado ¢ livre de virus ¢
anticorpos para o virus da Diarréia Bovina a
Virus ¢ BoHV-1. com uma confluéncia de 80%
para inoculagdo das amostras padrio.

3.2. Virus

Foram utilizadas as amostras EVI - 88 (isolado
brasileiro) e A663 (isolado argentino) de BoHV-
5. ambas recebidas na 7° passagem em células
MDBK. cedidas pelos doutores Paulo Roche
(Centro de Pesquisas Veteninarias "Desidério
Finamor" / FEPAGRO. Porto Alegre RS) ¢ Rudi
Weiblen (Departamento de  Medicina
Veterinaria Preventiva /  Microbiologia da
Universidade Federal de Santa Maria. RS).
respectivamente. A amostra padrio Colorado do
BHV-1 (ATCC - VR 864) também foi utilizada
como referéncia. As amostras foram cultivadas
(Laboratorio dc Virus / Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva / Escola de
Veterindria / UFMG) ¢ o titulo dec cada amostra

de BHV-5 foi calculado pelo método de Reed ¢
Mucnch (1938).

3.3.Especificidade

Para  avaliar a cspecificidade do  teste
descnvolvido. foram utilizadas as scguintes
amostras dc Herpesvirus Humanos: Herpes
simplex 1. Herpes simplex 2. Herpesvirus
humano 6. isolado clinico dc Varicela zooster ¢
Citomegalovirus. cedidos pela Doutora Erna
Geessiecn  Kroon  (Laboraterio de  Virus/
ICB/UFMG). ¢ as seguintcs amostras animais;
Herpesvirus Eqiiino | ¢ Herpesvirus Bovino 1.
amostra Colorado (ATCC - VR 864). cedidas
pelo Departamento de Medicina Veterindria
Preventiva / Escola de Veterinaria / UFMG.

3.4. Sensibilidade

Sobrenadante  de  cultivo  celular  (Células
MDBK). inoculados com a amostra EVI-88.
com o titulo inicial calculado em 10%°
TCID</50ul pelo método de Reed ¢ Muench
(1938). foi diluido de forma seriada decimal
obtendo uma diluigdo final de 107", para
avaliagio da scnsibilidade da PCR. Estc
procedimento foi também realizado com o DNA
destas mesmas amostras diluidas. extraido com a
resina Chelex 100®.

3.5. Amostras clinicas

Foram utilizadas 17 amostras dc materal
parafinado (SNC) provenicnies de animais que
apresentaram  quadros dc  sintomatologia
nervosa; cste material faz  parte do acervo do
Sctor de Patologia da Escola de Veterinana da
Universidade Federal de Minas Gerais e foram
cedidas pelo professor Roberto  Mauricio
Carvalho Guedes. Estas amostras tiveram o
diagnostico inconclusivo ¢ constituem um
cstudo retrospectivo de 20 anos (1978-1998).
Utilizou-sc também trés amostras de material
parafinado provenientes do estado de Sio Paulo.
cedidas pelo professor Luiz Claudio Nogueira
Mendes. do Departamento de Clinica. Cirurgiac
Reproducio Animal da Unesp - Campus de
Aragatuba. Estas amostras sio provenientes de
animais quc morreram com  sintomatologia
nervosa.  Apos examc histopatologico foi
diagnosticada meningoencefalite e encefalite
ndo-supurativa de provavel ctiologia viral.
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3.6. Extracio do DNA viral

3.6.1. Extracio do DNA viral de cultivo
celular

O DNA das amostras vincas crescidas cm
cclulas foi obtido por fervura utilizando-se a
resina Chelex 100® (Bio-Rad. Hercules. CA.
USA) segundo Walsh ¢ colaboradores (1991)
com modificagdes: adicionou-se 200 pl de
Chelex 100 a 3% em agua ultrapura: sete ul de
DTT IM (BioRad.CA USA). dois ul de
proteinase K - 10 mg/ml (Merck. Germany) e 50
pl de sobrenadante de cultivo celular. Apos
inverter o tubo suavemente para homogeneizar
scu contcudo. as amostras foram incubadas a
56°C por 45 minutos. Em scguida as amostras
foram agitadas rapidamente ¢ centrifugadas por
30 scgundos a 13.000 g. Os tubos foram cntdo
aquecidos a 95°C por oito minutos. novamente
agitados rapidamente ¢ subscqiicntemente
centrifugados por trés minutos a 13.000 g ¢
refrigerados até o uso na PCR.

3.6.2. Extracdo do DNA viral de amostras
clinicas

As amostras clinicas em blocos de parafina.
foram cortadas (5um) e montadas em liminas de
microscopia. O DNA foi extraido através de um
protocolo montado com basec em Ben - Ezra ¢
colaboradores (1991) ¢ Greer ¢ colaboradorcs
(1991). com algumas modifica¢dcs: 0 excesso
de parafina da limina foi removido com uma
chama. ¢ em scguida foi retirado o matertal com
uma agulha nova flambada. através de raspagem
para um tubo de 1.5 ml. O resto da parafina foi
removido por incubagdo em 900 pl de Xilol a
temperatura ambiente. sob vigorosa agitagdo por
trinta minutos. A amostra foi centrifugada a
1400 rpm por quinze a vinte minutos. formando
um sedimento. O sobrenadante foi descartado ¢
o sedimento foi lavado duas vezes com Etanol
100% (900 pl) e centrifugando a 13.000 g por
quinze a vinte minutos. Apos. o sobrenadante foi
desprezado com micropipeta. O sedimento
formado foi secado a vicuo por quinze minutos
a temperatura ambicnte. Ressuspendcu-se o
sedimento em 100 pl de tampdo de digestio
(Tris 50mM pH 8.5: EDTA 1 mM: Tween 20 -
0.5%). adicionando-se. somente na hora do uso
protcinase K em uma concentragdo final no total
do tampido utilizado de 0.2 mg / ml. Incubou-s¢
a 37°C por trés dias. adicionando. a cada dia.
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trés pl de proteinase K a 20 mg/ml. Apos este
periodo. centrifugou-se a 1400 rpm por quinze
minutos ¢ o sobrenadante foi transferido para
um tubo novo ¢ aquecido a 95°C por oito
minutos para inauvar a proteinasce K. O material
foi estocado a 4°C at¢ o momento do uso.

3.7. PCR
3.7.1. Iniciadores

O desenho dos pares de iniciadores foi bascado
na scqiéncia da rcgido US4 (codificadora do
glicoprotcoglicano G) do BoHV-5 - GenBank
accsso X99755 (Engelhardt ¢ Keil. 1996). A
sintese foi cfetuada pela Gibco-BRL (USA). O
estudo dos iniciadores no tocante as temperaturas
de utilizagio c¢ condigdes salinas foi feito
utilizando-sc o programa Oligo Primer Analysis
(Rychlik ¢ Rhoads. 1989). A seqiiéncia dos
iniciadores ¢ suas respectivas localizagdes cstdo
descritas na Tabela 1.

3.7.2. Amplificagio

A PCR foi rcalizada dirctamente a partir do
cultivo celular (apos trés ciclos de congelamento
/ descongelamento) ou a partir do DNA extraido
do sobrenadanic dc cultivo cclular ¢ diluido 1/10
com as amostras padrio (EVI 88 - BoHV-5.
A663 - BoHV-5 ¢ Colorado - BoHV-1) ¢ os
iniciadores de 592 pb (Tab. 1). A temperatura de
parcamento foi variada de 60°C até 63°C ¢ a
concentragio de MgCl- entre 0.5 ¢ 2.5 mM.
sendo cscolhida a concentragio de 1.5 mM ¢
temperatura de 61°C. As recagées foram
realizadas ¢cm um volumc total de 20 pl
contendo tampdo da Taq 10X, MgCL 1.5 mM.
1.0ul de cada iniciador 10 pM/ul. glicerol 1%
(v/iv), DMSO 1% (v/v). dNTPs 200 pM. 0.5 U
de Taq DNA polimerase. dgua q.s.p. para 20ul e
1,0 pl da amostra. Uma [ina camada de o6leo
mineral foi adicionada a cada tubo. O programa
utilizado consistin de uma etapa a 98°C por um
minuto, seguida por 35 ciclos de 95°C por um
minuto. 61°C durante um minuto, dc 72°C por
um minuto ¢ uma ctapa final de extensdo de scis
minutos a 72°C.

Para avaliagio das amostras parafinadas
utilizou-sc sempre PCR "nested". Apds a
extragio do DNA das amostras parafinadas
(Bem - Ezna ct al.. 1991: Greer et al.. 1991) ¢




diluigdo 1/10. procedeu-se a PCR utilizando as
combinagdes dc iniciadores. como descrito na
Tabela 2.

3.8. Anilise dos produtos de PCR

3.8.1. Eletroforese em géis de poliacrilamida e
agarose

Nove microlitros de cada reacio de PCR foram
submetidos a cletroforese (100 V por duas
horas) em géis de poliacrilamida 6% . corridos

cm tampio TBE (89 mM Tris-Borato. 2 mM
EDTA. pH 8.2) ¢ corados pela prata segundo
Dias Neto (1996). Alternativamente. o produto
de PCR foi visualizado em géis dc agarosc.
corados com brometo de etideo. Para
determinagdo do tamanho dos produtos de PCR
foram incluidos em cada corrida um marcador
dc tamanho molecular, o plasmideo pEL 45
digendo com a enzima Hind III. com
fragmentos variando entre 265 a 3801 pares de
basc.

Tabela 1 Scqiiéncia dos iniciadores utilizados ¢ tamanho do fragmento amplificado.

Tamanho do fragmento amplificado
(posicdo na seqiiéncia X9Y9755)

Seqii¢ncia do iniciador
SCNSO anti-scnso

Seqiiéncia do iniciador

1297 (s - 179-199: as - 1476-1456)  gcl il 1g ggg cge cce geg

592 (s - 873-892: as - 1465-1446)

222 (5 - 937-956: as - 1158-1133)

ccg geg atl acg agg acg ag

gla ggg gaa acl geg gec aga

12C g cag acg cgg gcg ey

lac gea Clg ceg gat taa ca glc ace acl ace ace 2ec gec aac al

5 = $eNso
as — anti-senso




3.9. Seqgiienciamento do produto de PCR
3.9.1. Purificacdo do produto da PCR

A amostra padrio EVI - 88 foi novamente
amplificada em um volume de 50 pl. A banda
descjada foi visualizada através de ondas curtas
de luz ultravioleta em gel de agarose 1% corado
por brometo de etidio. A banda foi entio retirada
do gel com auxilio de bisturi. colocada cm tubo
de 1.5 ml c purificada com o kit WIZARD®
PCR Preps DNA Purification System (Promega)
conforme protocolo do fabricante.
Alternativamente  utilizou-se a  purificacdo
dirctamente do produto dc PCR.

3.9.2. Seqiienciamento ¢ analise da seqiiéncia

A reacdo de scquenciamento foi feita por
ciclagem térmica em um  seqiienciador
automatico (ALF. Pharmacia. Sweden). no
Instituto Ludwig. Sdo Paulo. SP. A scqiiéncia
obtida foi editada ¢ avaliada para a remogio de
seqiiéncias dos iniciadores. além da possivel
resolugio de algumas ambigiidades ¢
verificagio da cxisténcia de quimeras. A
sequéncia cditada foi entdo analisada para a
determinagdo de similaridades cm relagdo aos
acidos nuclcicos ¢ aminodcidos. utilizando-sc os
programas Blast N ¢ Blast X. na versio
"gapped”. contra os bancos dc dados nr ¢
dbEST. Estes programas se¢ cncontram
disponiveis no enderego cletronico do “National
Institute of Health-NCBI™  (htp:  //www.
ncbi.nlm.nih.gov). O alinhamento foi efetuado
através do programa MultiAlin
(http://www toulouse.inra fr/multalin. htlm). As
amostras utilizadas foram as seguintes: X99755
(BoHV-3), X99754. Z98199 ¢ AJO04801
(BoHV-1). ¢. 223068 (BoHV-1.2). Utilizou-sc
também o programa Treecon® 3.1 para
windows (Van der Peer ¢ Wachter. 1994) com
corregio de Jukes ¢ Cantor ¢ analisc de
"Bootstrap" para a montagem da drvore
filogenetica da  sequéncia  amplificada.
comparando csta com outras scqiéncias
depositadas no GenBank (X99755 (BoHV-3).

X99754. 298199 ¢ AJO04801 (BoHV-1). c.
Z230068 (BoHV-1.2))

4. RESULTADOS
4.1. Otimizacio das ctapas da PCR

A Figura 2 apresenta a amplificagio de um
[ragmento de aproximadamente 592 pb. Utilizou-
se a temperatura de 61°C ¢ concentragdo de
MgCl: de 1.3 mM. Nenhuma amplificagdo foi
visualizada quando utilizou-se como molde o
BoHV-1 (Canalctas 4 ¢ 7).

4.2. Sensibilidade da PCR

As amostras padrio do BoHV-5 crescidas em
cclulas MDBK foram tituladas pelo método de
Reed E Muench. scndo cncontrado titulo de
10°** TCIDs/50ul ¢ 10°** TCIDs/50ul para o
EVI-88 ¢ A663. respectivamente. Para avaliar a
sensibilidade da PCR. foi escolhida a amostra
EVI-88. por ser um isolado brasileiro. A partir do
titulo inicial foram feitas diluigdes seriadas até a
concentragio de 107  TCID«/50ul do
sobrenadante do cultivo celular. De cada uma
destas diluigées foi coxtraido o DNA ¢
submetidos a PCR.

4.2.1. Sensibilidade com o cultivo celular

A Figura 3 apresenta a amplificagio de um
fragmento de 592 pb do sobrenadante de cultivo
cclular.  observando-se  a  amplificacio da
concentragdo inicial 107 TCIDs/50ul até a
décima diluigdo 107 TCID</50pl.

4.2.2 Sensibilidade com 0 DNA extraido

Apos a diluicdo scriada do sobrenadante de
cultivo celular (4.2.1). cada aliquota teve o DNA
extraido por chelex para avaliagio da
sensibilidade. Na Figura 4 observa-se a
amplificagio dec um fragmento de 592 pb da
concentragio 10°"" TCID«/50ul (canaleta 3) até
10" TCID«/50ul (canaleta 9).




3801 pb

2079
1715

1051

678 =
592 pb

265

Figura 2: Gel de poliacrilamida 6%, corado pela prata. apresentando um amplificado de 592 pb. Canaleta
1 - Padrdo de tamanho molecular (pEL Hind IIT). Amostras do sobrenadante de cultivo celular: Canaleta 2
- EVI 88. Canaleta 3 - A663, Canaleta 4 - BoHV-1 Amostras de DNA diluidas 1/10 apos extragdo do
sobrenadante de cultivo celular: Canaleta 5 - EVI 88. Canaleta 6 - A663. Canaleta 7 - BoHV-1. Canaleta
8 - Controle negativo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

<4— 92pb

Figura 3 Gel de poliacrilamida 6%. corado pela prata, apresentando a sensibilidade da PCR com a
diluicio do sobrenadante de cultivo celular da amostra EVI 88 do BoHV-5. Canaleta 1 - Controle
negativo, Canaleta 2 - Padrdo de tamanho molecular (pEL Hind III). Canaletas 3 a 13: dilmigdes decimais
seriadas do sobrenadante de cultivo celular da amostra EVI 88 do BoHV-5. de 10%7 até 1077
TCIDs/50ul

1 2 3 4 56 7 8 9 10 11

3801 pb

2079
1715

1051

678 592 pb

265

Figura 4 Gel de poliacrilamida 6%, corado pela prata. apresentando a sensibilidade da PCR com as
amostras de DNA extraido. Canaleta 1 - Padrio de tamanho molecular (pEL Hind IIT). Canaletas 2 a 11 -
DNA extiraido com chelex a partir das dilui¢des seriadas do sobrenadante de cultivo celular (EVI 88 -
BoHV-5)
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4.3. Especificidade da PCR

Amostras de Herpesvirus animais e humanos
foram utilizadas para o teste de especificidade
Excetuando as amostras de BoHV-5, nenhuma
outra amostra de Herpesvirus submetida a este
teste de PCR foi amplificada (Fig. 5).

4.4. Amostras clinicas
4.4.1 PCR

Das 20 amostras parafinadas testadas sete
(35%) foram positivas. De 17 amostras
provenientes do estudo retrospectivo de 20 anos
com resultados inconclusivos sobre a causa da
sintomaiologia nervosa, cinco foram positivos
pela PCR (29%). Das trés amostras obtidas de
casos clinicos ocorridos em Sdo Paulo. duas
(67%) foram positivas. Do total de sete amostras
positivas em PCR. duas amplificaram com as
trés combinacdes de iniciadores. trés com duas

3801 pb

2079
1715

1051
678

265

combinagdes ¢ duas somente com uma
combinacdo A Figura 6 apresenta o resultado
obtido com os iniciadores de 222 pb.

4.4.2. Historico das amostras de campo

A Tabela 3 apresenta os dados referentes as
amostras parafinadas positivas em PCR. No
estudo retrospectivo com amosiras provenientes
do acervo da Escola de Veterindria
(Depantamento de Patologia). amostras 20179,
20241, 21356, 21909 e 21511. observou-se que
em quatro das cinco amostras positivas (80%). os
animais possuiam de cinco a dezoito meses, 0
mesmo s¢ repetindo nas duas amostras
provenientes dos surtos ocorridos no estado de
Sdo Paule. A sintomatologia relatada foi
semelhante, incluinde incoordenacdo motora.
dificuldade de degluticdo andar cambaleante,
andar em circulos, movimentos de pedalagem ¢
salivacdo.

592 pb

Figura 5: Gel de poliacrilamida 6%, corado pela prata, apresentando a especificidade da PCR. Canaleta 1-
Padrio de tamanho molecular (pEL Hind III), Canaleta 2 - Controle negativo. Canaleta 3 -
Citomegalovirus. Canaleta 4 - Herpesvirus Humano 6, Canaleta 5 - Varicela zooster. Canaleta 6 - Herpes
simplex 1, Canaleta 7 - Herpes simplex 2, Canaleta 8 - Herpesvirus Eqiiino, Canaleta 9 - BoHV-1
sobrenadante de cultivo celular, Canaleta 10 - BoHV-1 DNA extraido e diluido 1/10, Canaleta 11 - EVI
88 DNA extraido e diluido 1/10 e Canaleta 12 - EVI 88 sobrenadante de cultivo celular
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Tabela 2 Combinagoes dos iniciadores utilizados e resultados da PCR

mbinacio de iniciadores Ext 1297/Int 592  Ext 1297/Int 222  Ext 592/Int. 222

20179 - MG + H
21909 - MG +

20241 - ES =
21511 - MG -
21356 - MG -
N33/96 -SP E
N 148 /93 - SP E
1: + (Positivo) na PCR 7

2: - (Negativo) na PCR

+ + + +

222 pb

Figura 6 Gel de poliacrilamida 6%, corado pela prata. apresentando o resultado da PCR "nested" com
material parafinado. Canaleta 1 - Padrio de tamanho molecular (pEL Hind I1I). Canaleta 2 - Controle
negativo. Canaleta 3 -~ Amostra padrdo BoHV-5 - EVI 88 Canaletas 4 a 10 - Amostras parafinadas
amplificadas utilizando os iniciadores Exierno 1297 e Interno 222 pb.
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4.5. Seqiienciamento. alinhamento ¢ inferéncia
filogenética

A amostra EVI-88 foi amplificada ¢ o fragmento
de 592 pb (seqtiéncia parcial da regido US4) foi
seqienciado apos purificagdo (3.9.2). Apos a
cdigdo, a seqiiéncia foi submetido ao GenBank
(461 pb). tendo recebido o niamero de acesso
AF250038 (Fig. 7).

Na Figura 8. observou-sc entrc as duas amostra
de BoHV-5. 11 trocas distribuidas ao longo do
fragmento genomico. Comparando-sc a amostra
EVI 88 com as amostras de Herpesvirus Bovino
I, observa-sc 114 trocas ao longo do fragmento
genomico. lmportanie notar a ocorréncia de
delegoes: Uma delegiio (posicdo 566) ¢ duas
outras delecoes de trés bases (posigdo 23. 24 ¢
25: ¢ 37. 38 e 39) ¢ duas insergdes de scis bases
(posicio 247 a 252) ¢ nove bases (posigdo 276 a

34

284). que claramente mostram a diferenga entre
as amostras de BoHV-3 ¢ BoHV-I. neste
fragmento genomico analisado.

A arvore filogenética foi construida com as
amostras de BoHV-5 (EVI-88 / AF250038 ¢
X99755) ¢ algumas amostras dc BoHV-1
depositadas no GenBank (X99754 /BoHV-1:
7223068 /BoHV-12. AJO04801 / BoHV-1 ¢
Z98199 / BoHV-1). Pode ser observado na
Figura 9 a formagdio de um "Cluster" cntre as
amostras EVI-88 ¢ X99755 (BoHV-3). com um
bootstrap de 100. As amostras de BHV-I1
formam um outro "Cluster" com um bootstrap
também de 100. sendo cste brago scparado em
um "Cluster" contendo as trés amostras de
BoHV-1 (Bootstrap Y0) ¢ um outro brago ondc
foi alocada a amostra de BoHV-1.2 (amostras
que sc replicam no sistcma genital).




AF250038. Bovine herpesvirus....[gi:7595951]
LOCUS AF250038 5361 bp IDDNA VRL 19-APR-2000
DEFINITION Bovine herpesvirus 5 glycoproteoglycan G (US4) gene. partial cds.
ACCESSION AF250038
VERSION  AF250038.1 GI:7595951
KEYWORDS
SOURCE  Bowine herpesvirus 5.
ORGANISM Bovine herpesvirus 3
Viruses: dsDNA viruses. no RNA stage: [ erpesviridae:
Alphaherpesvirinae.
REFERENCE 1 (bases | to 361)
AUTHORS Barbosa.E.F.. Rocha,M.A., Roche.P. M. and Botelho,R.G.A.
TITLE  Bovine herpes virus 5 partial sequence of US4 gene from Brazilian
1solate i:VI-88
JOURNAL Unpublished
REFERENCE 2 (bases | to 561)
AUTHORS Barbosa,E.F., Rocha,M.A., Roche,P.M. and Botelho,R.G.A.
TITLE  Direct Submission
JOURNAL  Submilted (28-MAR-2000) Microbiologia / ICI3, Universidade Federal
de Minas Gerais. Avenida Antonio Carlos 6627. Caixa Postal 486,
Belo Horizonte, MG 31270-901, Brazil
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..561
forganism="Bovine herpesvirus 3"
/isolate="EVI-88"
/db_xref="taxon;35244"
Jeountrv="Brazil"
/mote="PCR product; i1solated in 1995 from a bovine with
encephalitis.”

gene <1..543
/gene="1J84"

CDS <1..543
/gene="US4"
/codon_start=1

/product="glycoproteoglycan G"
/protein_1d="AAF64513.1"
/db_xret="GI:7595952"

/translation="DGSASGDRQEKDPDLTECRINRL FDESDMFRNASGPDSLLIGAV
AKGILTMPLGLPVGRSYEALRNASLECNARMRETGEMLAAVVVVTPPPPQKSARSERR
SDSRATDSDFGLFGLPTDPATRRAILIGLAIALLVLLFSLVIVIICACQLARKATAER

RARAAQFGKDNPAYEPIVRV"
BASE COUNT 88a 201c 174g 981
ORIGIN
| gacgggagcg clagegggea ccgacaggaa aaagacceeg alcttacgga glgecggatt
61 aacaggelcl tegacgagag cgacalglic cggaacgeca gegggecega clegetgeta
121 ateggegecg tegecaaggg catcttgace atgecccttg geetgeepgt tggecgetet
181 tacgaggeee tgeggaacge clegelggag tgeaacgeee geatgegega gaccggepag
241 atgtiggegg cggtpgtagt pgteacgeea ceaccgeece agaagleecge cegelecgag
301 cgecgeteeg aticecggge aaccgacteg gattitggge tettiggett geccactgat
361 cccgecacge ggegegecat ccteategge clcgegaleg cttigetagt getgelgtic
42] tegetggtia tglgateatl Clgegetlpe Cagelegece geaaggecac cgecgancgg
481 cgpgeecgeg cogeecagtt tggeaaagat aaccetgegt acgageecat tgtcecgegte
541 taggacceee cggegegecc g
/!

Figura 7: Sequéncia submetida ao GenBank. com scus respectivos codigos ¢ nimero de acesso.
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5. DISCUSSAOQ

Neste trabalho foram desenvolvidos testes de
PCR para a detecgdo do Herpesvirus Bovino 3.
tanto cm amostras isoladas cm cuitivo celular.
quanto  ¢cm  DNA  extraido de  amostras
parafinadas do SNC. provenientes de casos
clinicos. Os iniciadores utilizados foram
descnhados com basc na regido US4 do genoma
do BoHV-5. utilizando a amostra depositada no
GenBank - acesso X99755 (Engclhardt ¢ Keil.
1996). A escolha desta regido se deveu ao fato de
ser extremamentc conscrvada nos herpesvirus
(Engelhardt ¢ Keil. 1996: Furth et al.. 1997-
Kaashock et al.. 1995: Keil et al.. 1996), cmbora
apresenie  regides  diferenciadas  para  os
herpesvirus bovinos | ¢ 5. o que possibilitou o
desenvolvimento de uma PCR capaz de detectar
cspecificamente 0 BoHV-3.

A nccessidade de desenvolvimento de testes de
PCR para o diagnostico dos herpesvirus bovinos
¢ reforcada devido a dificuldade em  se
diferenciar as viroses induzidas por BoHV-1 ¢
BoHV-5 por métodos tradicionais. como o
cultivo ou sorologia (Engelhardt ¢ Keil. 1996:
Furth et al.. 1997: Kaashock et al.. 1995: Keil ¢t
al.. 1996).

A PCR foi inicialmente padronizada utilizando-
s¢ os iniciadores de 592 pb (Tab. 1). ¢ como
molde o sobrenadante do cultivo das amostras
padrio EVI 88 (BoHV-3). A6G63 (BoHV-3) ¢
Colorado (BoHV-1). Apos o ajusie de MgCl-.
lemperatura ¢ outros componentes. o teste toi
capa. dec amplificar cspecificamente as duas
amostras de BoHV-5. utilizando uma so etapa de
PCR. ndo necessitando. ncsta fase. o uso de
reagdo "nested”. A sensibilidade foi avaliada com
a amostra EVI 88 (BoHV-3). ¢ o limitc dc
deteegdo foi de 107" TCID</50ul. ou 0.0006
TCIDs/50ul. Apds a cxtragio do DNA dos
mesmos sobrenadantes ja diluidos. utilizando a
resina Chelex®. a sensibilidade foi de 107"
TCIDs/350ul. ou 0.06 TCIDsy/50pl.
demonstrando que durante a extracio do DNA
com estec metodo, que utiliza fervura. pode haver
uma perda de material. cmbora seja ainda uma
scnsibilidade bastante alta.

A utilizagdo de geis de poliacrilamida scguido da

coloragio pela prata. para a visualizacdo dos
amplicons. também favoreccu a alta da
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sensibilidade do teste desenvolvido. como ja foi
descrito por outros autores (Caballero ¢t al..
1997: Rocha ct al.. 1998 ¢ 1999 Sanguinetti ct
al.. 1994).

Devido a grande sinilanidade cntre as principais
ghcoproteinas  dos membros da  famulia
herpesviridae. testou-se a PCR  desenvolvida
frente a sete outros membros da familia (Herpes
simplex 1 ¢ 2. Herpesvirus humano 6. Varicela
zooster. Citomegalovirus. Herpesvirus equino ¢
Herpesvirus  bovino 1). ndo amplificando
nenhum destes. com cxcegdo das amostras de
BoHV-3. Para confirmagio desta especificidade.
tamb¢m foi realizado o sequenciamento do
fragmento amplificado. o qual foi depositado no
GenBank obtendo o acesso AF250038. Como
pode ser venficado através do alinhamento.
trocas. inscrcdes ¢ delegoes foram observadas
cntre a amostra utilizada como padrdo para o
desenvolvimento do teste (EVI 88) ¢ as amostras
de BoHV-1 ¢ BoHV-1.2 escolhidas. confirmando
mais uma vez a cspecificidade do fragmento
amplificado. A partir deste scqiienciamento
também foi montada a drvore filogenética com
cstas amostras. sendo que a amostra EVI 88
(AF250038) formou um "Cluster” apenas com a
outra amostra de BoHV-5 (X99755) alocada.
com um bootstrap de 100%.

Padronizadas as amplificacées tanto dirctamente
do sobrenadante de cultivo celular. quanto apos a
extracdo do DNA das amostras padrdo cultivadas
(A663 ¢ EVI 88). foi iniciado o trabalho com as
amostras de campo. Nesta ctapa padronizou-sc¢
uma cxtragdo de DNA para matenal parafinado
(Ben-Ezra et al.. 1991: Greer ct al.. 1991) com
um bom rcndimento. Foram utilizados dois pares
adicionais de 1niciadores intcrnos (Tab. 1). pois
nenhuma amostra clinica foi amplificada sem a
utilizagdo da PCR "nested” nos testes iniciais . E
discutido na literatura o aumento da sensibilidade
da PCR. para amostras clinicas. através do uso da
rcagdo "nested" (Forghami ¢ Erdman. 1995
Wright ¢ Manos. 1990). Rocha et al. (1998.
1999). utilizaram o sistema "nested" para
amplificacdo de BoHV-1 em amostras clinicas de
sémen c feto abortado. Elv ¢ colaboradores
(1996). desenvolveram um sistema de PCR
"nested”. bascado no gene da TK. para
diagnostico diferencial entre BoHV-5 ¢ BoHV-1,
utilizando material parafinado. Este cnsaio
amplificou igualmente um fragmento de 302 pb
tanto do BoHV-3 quanto o BoHV-I.




necessitando do uso de restrigio cnzimatica para
sua difcrenciagdo. o que dificulta ¢ encarcce este
tesic para diagnostico de campo. Trabalhando
com animais experimentalmente inoculados.
Ashbaugh e colaboradores (1997).
desenvolveram um sistema de PCR "nested".
bascado na regido que codifica a glicoproteina C.
que ¢ um gene bastante conscrvado nos
Herpesvirus Bovinos, mas ¢ homologo entre
varios membros da familia [lerpesviridae
(Abdclmagid et al.. 1995; Chowdhury et al.,
1997; Kaashoek et al.. 1995). Este teste também
amplificou tanto o BoHV-5 quanto o BoHV-1,
diferenciando-os no resultado pelo tamanho (pb)
do material amplificado.

Utilizando a PCR aqui descrita. 17 amostras
parafinadas de SNC pertencentes ao acervo da
Escola de Veterindna. cinco foram positivas
(29%). ¢ de trés amostras provenicntes de surlos
de encefalite no estado de Sio Paulo. duas foram
positivas (67%), com uma positividade total de
35%: e foi amplificado apenas o BoHV - 3, nio
necessitando de nenhum outro teste para a
confirmagdo ou diferenciagio com o BoHV - 1.

Como visto na Tabela 2, algumas amostras
amplificaram com as trés combinagdes de
iniciadores, outras s6 c¢m duas combinagées ¢
outra ainda somentc com uma combinacio.
Segundo Wright ¢ Manos (1990). pode ocorrer
fragmentacdo ¢ degradagdo do DNA no material
parafinado bem como a existéncia de inibidores.
dificultando a amplificagdo neste tipo de
matcrial. Ben-Ezra ¢ colaboradores (1991),
discutem ainda a qualidade do preparo das
laminas, principalmente a ectapa de fixagdo no
tocantc ao tempo e fixador utilizados. como
essenciais para o sucesso da amplificagdo,
devido ao aumento ou diminuigdo da ligagdo
DNA / Proteina. Autores relatam a amplificagdo
de produtos de até 800 pb em liminas novas ¢
fragmentos de até 450 a 650 pb em amostras
cstocadas por mais tempo (Wright ¢ Manos.
1990). Trabalhou-se aqui com material
parafinado de 1978 a 1998, ¢ foram amplificados
materiais de amostras estocadas ha 12 anos (Tab.
3). Importante observar que cm duas das
combinagdes utilizadas os iniciadores externos
amplificaram um fragmento de 1297 pb (Tab. 2).
Portanto, talvez seja muito mais importante o uso
de diferentes pares de iniciadores para o trabalho
em amostras parafinadas. que somente a

obscrvacdo do tempo de cstoque e tamanho do
fragmento.

Segundo os dados obtidos nas fichas dos
animais. desde. pelo menos. o ano de 1988,
ocorrem surtos de BoHV-5 na regido Sudeste do
Brasil (MG. ES ¢ SP). Em relagdo a faixa etdria.
scis de sete animais (86%) estavam entre a faixa
ctiria de 5 a 18 meses. Em trabalho semelhante,
encontrou-s¢ dois de sete animais positivos para
BoHV-5 em amostras parafinadas com cinco a
doze meses. ¢ 0s cinco restantes. possuiam a
1dade de dois a quatro anos (Ely et al., 1996).

No Brasil. assim como ¢m outros locais do
mundo, trabalhos relatam a ocorréncia deste
virus em animais de 2 a 60 meses (Belknap et al..
1994: Roehe et al.. 1998).

Uma das amostras (21356). que pertencia a um
rebanho com idade entre oito a dez meses, ¢ que
apresentaram sintomas de BoHV-1. ressaltando a
importincia do diagnostico diferencial entre
estas duas viroses. ja que, segundo cstes dados.
elas podem ocorrer a0 MesSmMo tempo No mesmo
rebanho ¢ no mesmo animal.

A PCR desenvolvida durante cste trabalho
mostrou-s¢  sensivel ¢ especifica para o
Herpesvirus Bovino 5. tanto em amostras
isoladas cm cultivo cclular. quanto em amostras
parafinadas de SNC. podendo servir como
instrumento cficicnte no auxilio ao diagnostico
do Herpesvirus Bovino 5.

6. CONCLUSOES

1. O sistema de PCR desenvolvido ¢ eficiente
em amplificar amostras de herpesvirus
bovino 5 dirctamente de cultivo celular € a
partir de DNA cxtraido do sobrenadante
destes cultivos.

2. A sensibilidade apresentada pelo teste foi de
107** TCID«/50 ul para cultivo celular
infectado ¢ 10" TCID<y/50 pl para DNA
extraido de sobrenadante de cultivo celular
infectado.

3. A especificidade do teste foi avaliada pela
utilizagio de amostras de Herpesvirus
humanos e animais. incluindo BoHV-1. nido
tendo sido amplificadas nenhuma destas nas
condigdes utilizadas.
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O teste for eficiente em diferenciar o
BoHV-5 do BoHV-1. sendo. portanto. um
instrumcnto  importantc no  diagnostico
diferencial destas viroses.

5. O testc mostrou-se  cficicntc  na
amplificacdo do BoHV-5 dec amostras de
campo cm maienial parafinado. com o
auxilio dc inmiciadores internos (PCR -
"nested"). nas condi¢des utilizadas.

6. O uso de varios iniciadores pode ser
indicado para cstudos rctrospectivos por
PCR em amostras parafinadas.

7. Através da andlisc do histérico clinico.
podemos afirmar que o BoHV - 5 circula.
nos rcbanhos bovinos da regiio Sudeste.
pclo menos desde 1988,

8. O  scquenciamento permite. apos
amplifica¢io da regido US4 (codificadora
da glicoproteina G), diferenciar o BoHV - 5
do BoHV - I.
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