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RESUMO

Um estudo das encefalites herpéticas em bovinofeitoi durante um periodo de novembro de 2004 a
fevereiro de 2006, no estado de Minas Gerais. Faraatisadas 413 amostras de sistema nervoso central
(SNC) de bovinos que morreram com sinais neurob&gienviadas ao Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA) para deteccdo do virus da raiva, com resoltaggativo. Essas amostras foram cedidas pelo
Laboratério de Saude Animal (LSA) do IMA para degex através de ensaios de PCR dos seguintes
herpesvirus: herpesvirus bovino 1 (BHV-1), hergesvibovino 4 (BHV-4), herpesvirus bovino 5 (BHV-
5), herpesvirus suino 1 (SHV-1), herpesvirus o@r{@HV-2) e herpesvirus alcelaphine 1 (AHV-1). Os
dados referentes a origem, identificacdo do anirebhnho, diagnésticos macro e microscdpicos do SNC
e sinais clinicos observados por veterinarios autfs ou do servico oficial durante a coleta do radte

a campo, foram catalogados, revisados e postendemavaliados. Das 413 amostras de SNC, foi
verificada uma alta ocorréncia de BHV-5, com 188,%%) amostras positivas, e somente uma amostra
(0,2%) para o BHV-1. O SHV-1 foi detectado em 22¢) amostras, enquanto os OHV-2 e BHV-4 em
17 (4,1%) e 14 (3,4%) amostras, respectivamentaH®-1 ndo foi detectado em nenhuma amostra de
SNC analisada. As lesdes histopatoldgicas encatrads SNC, onde foram detectados os herpesvirus,
foram classificadas como meningoencefalite ndo rgau A evolucdo do quadro neuroldgico
apresentada pelos bovinos infectados por alguntigos de herpesvirus pesquisados variou de 1 a 22
dias e a idade dos animais, entre 2 meses a 18/Aanasnostras de SNC dos bovinos pesquisados foram
provenientes de 173 municipios, sendo que 106 ¥®lapresentaram amostras positivas para algum dos
herpesvirus. Todas as 10 regides administrativaMides Gerais foram afetadas pelos herpesvirus,
demonstrando assim, uma disseminacédo por todadaede Minas Gerais. Portanto, ficou evidenciada a
necessidade de incluir a pesquisa dos herpesypitinsjpalmente do BHV-5, no diagnéstico diferencial
com outras doencas que acometem o SNC de bovimmstras estas que sdo geralmente submetidas
apenas a pesquisa do virus da raiva em Minas Gerais

Palavras chaveBovinos, encefalite, BHV-5, BHV-1, BHV-4, OHV-2, AH1, SHV-1, Minas Gerais.
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ABSTRACT

A study about bovine herpetic encephalitis wasgraréd in a period during November 2004 to February
2006 in the state of Minas Gerais, Brazil. Fourdred and thirteen (413) samples of the centralmesv
system (CNS) of bovines which died presenting negioal signs were analyzed and sent to the Institu
Mineiro de Agropecuaria (IMA) for rabies virus detien and tested negative. These samples were given
by IMA’s Animal Health Laboratoryl(aboratério de Saude Animal — LSfr the detection, through
PCR assays, of the following herpesviruses: boliegesvirus 1 (BHV-1), bovine herpesvirus 4 (BHV-
4), bovine herpesvirus 5 (BHV-5), swine herpesvilugSHV-1), ovine herpesvirus 2 (OHV-2) and
alcelaphine herpesvirus 1 (AHV-1). The data refgyrto the origin, the animal identification, herd,
macroscopic and microscopic diagnosis of the CNS8 alinical signs observed by independent
veterinarians and official organs during the maledollection in the field was filed, revised and
subsequently evaluated. There was a high occurreh&HV-5 in the 413 samples of CNS, with 188
(45.5%) positive samples, and only one (0.2%) sampkitive for the BHV-1. The SHV-1 was detected
in 5 (1.2%) samples whilst the OVH-2 and BHV-4 weletected in 17 (4.1%) and 14 (3.4%) samples
respectively. The AHV-1 was not detected in anythef CNS samples analyzed. The histopathological
lesions found in the CNS where the herpesvirusee wetected were classified as non-suppurative
meningoencephalitis. The course of the neurologls®dase presented by bovines infected with any kin
of herpesvirus varied between 1 to 22 days andgfeeof the animals ranged between 2 months and 18
years old. The CNS samples derived from 173 mualitips and 106 (61.2%) presented positive samples
for one of the herpesviruses. All ten (10) admiaiste regions of Minas Gerais were affected by the
herpesviruses showing that the viruses are dissgednthroughout the whole state of Minas Gerais.
Therefore, it is obvious the necessity to include herpesviruses tests, particularly the BHV-5thi
differential diagnostic, to rule out other diseasdsch affect the bovines CNS. In Minas Gerais, the
collected samples are normally tested for the sabireis only.

Key words: Bovines, encephalitis, BHV-5, BHV-1, BHV-4, OHV-8HV-1, Minas Gerais.
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1. INTRODUCAO

Os disturbios do sistema nervoso central (SNC)
em bovinos abrangem um grupo vasto de agentes
causadores como virus, bactérias e também
alteracbes  degenerativas  produzidas  por
intoxicacbes por plantas e micotoxinas. A

importancia dessas enfermidades cresceu desde o

aparecimento, em 1985, da encefalopatia
espongiforme bovina (BSE), cuja importancia
politica, social e de saude publica tornou-se mais
evidente apdés o aparecimento de uma nova
variante da doenga em humanos, a Creutzfeldt-
Jacob disease (CJD). Com isso, autoridades
sanitarias internacionais comecaram a exigir dos
paises exportadores de carne, como o Brasil,

evidéncias de que seus rebanhos sejam livres de
BSE. Todavia, mesmo na auséncia de casos de

BSE, os paises devem estar capacitados a
identificar outras doencas que afetam o SNC de
bovinos.

De acordo com a Pesquisa da Pecuaria
Municipal- PPM 2003, que traca um perfil da
producéo brasileira de animais e de produtos de
origem animal, o Brasil € possuidor do principal
rebanho comercial bovino do mundo, atingindo,
em 2003, um efetivo de 195,551 milhGes de
animais, 0 que representou um crescimento de
5,51% em relacdo ao ano anterior. Apesar dos
estados do Mato Grosso do Sul e Mato Grosso
serem 0s principais produtores, concentrando,
respectivamente, 12,78 % e 12,59% do rebanho
brasileiro, Minas Gerais é o0 estado com maior
producéo de leite, mantendo 28,40% da producédo
do pais.

O rebanho mineiro de bovinos, em 2002, foi
estimado pelo IBGE em 20 milhdes de cabecas.
Anualmente, chegam ao Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA), aproximadamente 700
amostras de sistema nervoso central de bovinos
que apresentaram sinal clinico de encefalite, no
estado de Minas Gerais. Cerca de 60% destas
amostras sdo positivas para o virus da raiva,
sendo que o restante ndo possui um diagnéstico
diferencial.

Além do virus da raiva, alguns dos virus que
causam encefalite ndo supurada, geralmente fatal
em bovinos sdo os herpesvirus: herpesvirus
bovino 1 (BHV-1), herpesvirus bovino 5 (BHV-
5), herpesvirus ovino 2 (OHV-2), um dos agentes

da febre catarral maligna e o herpesvirus suino 1
(SHV-1), virus da doenca de Aujeszky ou
Pseudoraiva.

Existe uma caréncia de dados sobre a
distribuicdo da infecgdo encefalica por estes
herpesvirus nos bovinos, em Minas Gerais. O
presente trabalho propfe identificar através de
ensaios de PCR especificos e exame
histopatoldgico, os herpesvirus presentes no SNC
dos bovinos que morreram com sinais nervosos
enviados para o0 Instituto Mineiro de
Agropecuaria (IMA), com resultado negativo
para a raiva, durante o periodo de novembro de
2004 a fevereiro de 2006. Através de um
formulario preenchido pelos veterinarios e
proprietarios dos bovinos analisados, juntamente
com informagdes adicionais pelo contato com os
mesmos, foram feitos uma andlise e correlacdo
entre a distribuicdo por regido, sexo, idade, raca
e evolucdo clinica da doenca neuroldgica de
bovinos positivos e negativos para o0s
herpesvirus. Acredita-se que esses
conhecimentos poderiam fornecer subsidios para
elaborar futuros programas de controle, avaliar
possiveis falhas no uso e eficiéncia das vacinas,
bem como o acompanhamento de reservatérios
naturais.

2. BIBLIOGRAFIA CONSULTADA
2.1. Caracteristicas dos Herpesvirus

A familia Herpesviridae agrupa uma grande
guantidade de espécies virais, que infectam a
mais variada gama de hospedeiros, incluindo
animais e plantas (Davison, 2002). E
extremamente heterogénea, ndo diferenciavel
pela microscopia eletrénica, infectando varios
tipos de tecidos, como nervoso, glandular,
linféides e drgdos parenquimatosos. A principal
caracteristica dessa familia é a sua capacidade de
estabelecer infeccdes latentes em seus
hospedeiros e apresentar reativacdo periddica
(Rock, 1994). A capacidade de estabelecer
laténcia € uma das caracteristicas responsavel
pela perpetuacdo e transmissdo dos herpesvirus
na natureza (Hossain et al., 1995).

Esta familia foi dividida em trés subfamilias
Alphaherpesvirinag  Betaherpesvirinae e
Gamaherpesvirinasendo que esta classificacédo
se baseia nas propriedades biolégicas destes
virus, como tipo de ciclo reprodutivo e tempo de
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multiplicacdo em cultivo celular, além do tipo de
célula onde é estabelecida a laténcia no
hospedeiro (Roizman et al., 1992).

Os membros da subfamilidlphaherpesvirinae
sdo citoliticos, de replicagdo rapida e tem a
capacidade para invadir, replicar e estabelecer
laténcia em células do sistema nervoso do
hospedeiro (Enquist et al., 1994; 1998). Sao
integrantes desta familia os herpesvirus bovino 1
(BHV-1), herpesvirus bovino 5 (BHV-5) e o
herpesvirus suino 1 (SHV-1), virus da doenca de
Aujeszky (VDA). Os membros da subfamilia
Betaherpesvirinae sdo citomegalicos, de
replicacdo lenta e tornam-se latentes nas
glandulas secretérias e nos rins, como o
citomegalovirus murino (MHV-5). Os membros

da subfamlIla(_Bam?hgrpeSV|rquq?ossuem um Figura 1. Representacdo dos elementos estruturais do
tempo de replicagdo intermediaria entre as duas jrions dos herpesvirus. Todos os herpesvirus posdu
outras subfamilias, sendo linfotropicos € elementos estruturais; DNA de fita dupla, capsideo,
estabelecendo laténcia neste tecido (Roizman et tegumento e envelope. Adaptado de Marko Reschke,
al., 1992). Tem como representante o herpesvirus 1997 - www. spectrosciences.com.
ovino 2 (OHV-2) causador da febre catarral
maligna associada a ovinos (FCM-OA) e o
herpesvirus bovino 4 (BHV-4) (Anderson et al., O DNA dos herpesvirus difere na composicdo de
2007). suas bases e no seu tamanho, que varia
aproximadamente de 124 a 235 kb. O tamanho
Os herpesvirus sdo virus grandes, de do genoma viral é caracteristico para cada
aproximadamente 120 a 300 nm, apresentando espécie viral e ndo é um reflexo do polimorfismo
cerne formado por DNA linear de dupla fita, na composi¢do de suas bases. A grande variagao
capsideo icosadeltaédrico, envelope, no qual no contetudo de G+C na composi¢éo de bases, de
ficam projetadas as glicoproteinas virais e o 32 a 75 % e a presenca de sequéncias repetidas
tegumento, de natureza lipoprotéica, que separa o internas e externas constituem caracteristicas
capsideo do envelope (Wildy, 1986) (Fig. 1). marcantes dos herpesvirus e classifica-os em seis
grupos designados de A a F (Roizman et al
O genoma dos herpesvirus contém no minimo 11 1992).
genes com potencial de codificar as
glicoproteinas do envelope viral, que sdo Os herpesvirus sdo agentes etiologicos de varias
extremamente importantes na relagdo virus- doengas que causam significantes perdas
hospedeiro e estdo envolvidas no econdmicas em bovinos no Brasil e no mundo.
reconhecimento, adsorcdo, penetracdo dos virus Estdo associados a doenga respiratoria,
em células susceptiveis e na disseminagdo célula- reprodutiva, cutédnea, a queda na producédo de
célula. leite e encefalite, sendo portanto, objetos de
planos de controle e erradicacdo em todo mundo
Estas glicoproteinas (g) recebem o nome de (Ackermann etal., 1990).
letras do alfabeto, foram caracterizadas e
designadas por homologia com as proteinas do 2.2. Herpesvirus encefalicos em Bovinos
herpesvirus simplex tipo 1 (HSV-1) sendo elas:
gB (Whitbeck et al., 1988; Rés & Belak, 2002); As formas de meningoencefalites néo
gC (Fitzpatrick et al., 1988); gD (Tikoo et al., supurativas causadas por virus em bovinos, no
1990); gE (Chowdhury et al., 2000); gG (Keil et Brasil, além da raiva, s&o as infec¢bes herpéticas
al., 1996); gH (Meyer «il., 1999); gl (Delhon et pelos herpesvirus bovino 5 (BHV-5), herpesvirus
al., 2003); gK (Khadr et al., 1996); gL (Khattar  bovino 1 (BHV-1), herpesvirus suino 1 (SHV-1)
et al., 1996); gM (Wu et al., 1998). e herpesvirus ovino 2 (OHV-2) (Callan & Van
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Metre, 2004; Costa & Resende, 2007). O telencefalico, mesencéfalo, ponte, cerebelo,
herpesvirus bovino 4 (BHV-4), apesar de ndao ser medula e bulbo olfatério (Rissi et,£006).
considerado um virus neurotropico, tem sido
isolado do SNC e liqguor de bovinos que Todos os herpesvirus sdo capazes de estabelecer
morreram com sinais neurolégicos (Yamamoto infeccdo latente, a qual se caracteriza pela
et al., 2000; Fridgut & Stram, 2006). auséncia de virus infeccioso e de antigenos virais
(Engels & Ackermann, 1996). Varios sdo os
O acompanhamento e a discriminacdo de fatores associados com a reativacdo da laténcia,
enfermidades que afetam o sistema nervoso como o0 estresse, 0 transporte do animal, o
central com sinais clinicos semelhantes e, tratamento com glicocorticéides e o parto. Novas
portanto, confundiveis com a raiva, sdo particulas viricas sdo sintetizadas no sitio de
fundamentais para o conhecimento da ocorréncia laténcia e re-excretadas, podendo ocasionar a
dessas doencas. Na maioria das vezes, asrecorréncia da doenca (Babiuk et al., 1996).
encefalites séo diagnosticadas por uma avaliacdo
clinica, mas a semelhanga no sinal neuroldogico O BHV-1 é o causador da rinotraqueite
dificulta a interpretacgéo clinica e freqientemente infecciosa bovina (IBR) e tem sido alvo de
induz a diagnoésticos equivocados. Um fator que estudos em varias partes do mundo, por causa do
contribui para o desconhecimento da ocorréncia impacto extremamente negativo da infeccdo por
de encefalites herpéticas em bovinos é a esse virus sobre a pecuaria bovina (Costa et al.,
dificuldade de realizacdo de um diagnéstico 2005). A infeccdo pelo BHV-1 caracteriza-se
diferencial entre as enfermidades que afetam o pelas diversas formas clinicas que apresenta,
sistema nervoso central destes animais, além da incluindo doenca respiratéria, vulvovaginite,
falta de informacdo sobre essas doencas e a suabalanopostite, diminuicdo nos indices de
importancia (Claus et aR002). fecundacéo, queda brusca na producao de leite e
encefalite. O BHV-1 foi classificado em trés
2.2.1. Herpesvirus Bovino 1 (BHV-1) e subtipos: subtipo 1 (BHV-1.1), relacionado a
Herpesvirus Bovino 5 ( BHV-5) infecgbes no trato respiratorio, subtipo 1.2a
(BHV-1.2a) e subtipo 1.2b (BHV-1.2b),
O BHV-1 e o BHV-5 sdo os principais relacionados a infeccdes no trato reprodutivo
herpesvirus bovinos identificados no Brasil (Roizman et al., 1992).
(Teixeira et al., 1998), sendo descritos no Rio
Grande do Sul (Riet-Correa et al., 1996), Mato O BHV-5, inicialmente classificado como BHV-
Grosso do Sul e Sdo Paulo (Salvador et al., 1.3, estarelacionado com infec¢des neuroldgicas.
1998), Parana (Médici et al., 2000), Rio de Nos dias de hoje o BHV-5 é reconhecido como
Janeiro e Minas Gerais (Oliveira et al., 2003). causador de epidemias de encefalite em bovinos
(Abdelmagid et al.,, 1995). A enfermidade
Os BHV-1 e BHV-5 estdo classificados na neuroldogica €  caracterizada por uma
subfamilia Alphaherpesvirinag género meningoencefalite, de curso geralmente fatal,
Varicellovirus (Brown, 1989), séo afetando  principalmente  animais  jovens
epitéliotrépicos e multiplicam-se inicialmente  submetidos a situacBes de estresse (Lovato,
nas mucosas da regido nasal, faringe e tonsilas. 1998; Roehe et al., 1998), embora possa também
Apés um primeiro ciclo de replicacdo viral na afetar animais adultos (Rissi et, 2007).
porta de entrada, inicia-se a fase aguda da
infeccdo, que é caracterizada por sinais clinicos Os sinais clinicos mais frequentes da forma
evidentes e excrecdo abundante de virus nervosa por BHV-5 sao caracterizados por
infecciosos com ampla expansdo da infeccdo anorexia, corrimento nasal e ocular e sinais
para animais suscetiveis. A partir desse ponto, 0 nervosos como incoordenacdo, depresséo
virus é transportado, via terminacdes nervosas profunda, nistagmo, opstétono, tremores
dos ramos maxilar e mandibular do nervo musculares, andar em circulos, andar
trigémeo, até os ganglios sensoriais no SNC, cambaleante, convulsdes e quedas. A depressao
onde pode permanecer em laténcia, profunda pode ser um sinal clinico evidente nos
provavelmente por toda a vida do hospedeiro primeiros 2 a 3 dias da doenca (Claus et al
(Babiuk et al 1996). Em bovinos, os locais de  2002). A evolucdo do quadro clinico nos bovinos
laténcia incluem o ganglio trigémio, coOrtex afetados pela meningoencefalite por BHV-5
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varia de 1 a 15 dias, usualmente ocorrendo morte aparentemente esporadica do BHV-1 de induzir
dos animais e se inicia ap6s um periodo de encefalites. (Roels et al., 2000).
incubacgdo de 7 a 10 dias (Rissi et 2006).

Entretanto, ha casos de bovinos que
Em bovinos maiores de 6 meses, observam-se desenvolveram sinais de comprometimento
lesbes somente no SNC. Macroscopicamente, 0o neurologico provocados pelo BHV-1 a campo,
cortex cerebral pode apresentar éareas de cujos achados histopatologicos ndo revelaram

coloracéo amarela ou acinzentada. lesdes indicativas de encefalite (Roels et al.
Ocasionalmente, essas areas apresentam-se2000). Nesses casos, sao observadas uma
deprimidas, podendo observar-se, também, vasculite e trombose no pulméo e cérebro, sendo

cavitacdo da substancia cinzenta. As lesdes ndo que o Ultimo apresenta focos de necrose
sdo simétricas, tém ampla variagdo entre 0s neuronal, sem lesdes neuronais que pudessem ser
bovinos e sdo claramente mais intensas nas atribuidas a um efeito citopéatico diretamente
porgdes rostrais do encéfalo (Rissi et2006). causado pelo virus. Isso sugere que, em casos de
auséncia de encefalite, 0os sinais neuroldgicos
As lesBes histolégicas da forma nervosa provocados pelo BHV-1 estejam associados
caracterizam-se por meningoencefalite ndo somente a danos no fluxo sangiineo encefalico
supurativa necrosante, que varia quanto a (Spilki et al., 2002).
localizacdo e intensidade em cada caso e em
secdes do encéfalo de um mesmo caso (Rissi et A infeccdo pelos BHV-1 e BHV-5 s6 pode ser
al,, 2007). A intensidade das lesdes é mais confirmada pelo diagnéstico laboratorial, visto

acentuada, em ordem crescente, na regido
cortical dos lobos frontais do telencéfalo, capsula
interna e nucleos da base, tdlamo, cortex parietal,
mesencéfalo, ponte, cortex occipital, bulbo,
cerebelo e hipocampo. Os achados séo infiltrado
inflamatdrio perivascular linfoplasmocitario ou
misto nos espacos de Virchow-Robin ou ao redor
de vasos meningeos e necrose neuronal
caracterizada por encolhimento e eosinofilia do
citoplasma e ndcleo picnético. Inclusbes
intranucleares eosinofilicas em astrocitos e
neurdnios podem ser encontrados, sendo mais
freqlientes em areas de inflamacdo e malacia
(Claus et al 2002; Elias et aj2004).

Em bezerros de até 3 meses de idade, acometidos(Candido

pela forma sistémica, além das lesdes do SNC,

gue nado existem sinais clinicos caracteristicos da
doenca (Kramps et al., 1996; Rissi et 2007).
Deste modo, é importante a coleta e conservagao
do material a ser enviado para o laboratorio,
principalmente o SNC. O melhor método de
diagnéstico é o isolamento do virus em cultivo
de células de origem bovina, sobre as quais o
virus causa um efeito citopatico caracteristico
apos alguns dias de cultivo. O virus isolado deve
ser identificado pela técnica de
imunofluorescéncia ou neutralizacdo viral.
Atualmente, outros métodos de deteccdo viral,
rapidos e especificos, como a técnica de
imunoperoxidase e a PCR comecaram a fazer
parte da rotina dos laboratérios de diagndstico
et a 2000). O diagnostico
histopatoldgico, principalmente nos abortos e na

z

observam-se ulceracbes no sistema digestivo, forma nervosa, é importante para a constatacéo
principalmente abomaso e rumen, e ainda, das lesGes caracteristicas e a observacdo de
hepatomegalia, pericardite e pneumonia. O corpusculos de inclusdo (Rissi et, 006). No
infiltrado de células mononucleares € marcante material para histopatologia, o virus pode ser
nas areas afetadas, em todas as formas da doencadentificado por imunohistoquimica. Quando
(Alice, 1978). suspeita-se de meningoencefalite, deve ser
enviado o encéfalo, metade em formalina
tamponada (10-25%) e metade resfriado (Claus
et al, 2002).

Apesar das infec¢cdes neurolégicas em bovinos
estarem relacionadas com o BHV-5, ha
ocorréncia de casos de encefalite, em bovino
adulto, cujo agente etioldgico € o BHV-1 (Roels
et al., 2000). Mesmo que os achados clinicos e
patolégicos das encefalites induzidas pelo BHV-
1 sejam parecidos com os associados ao BHV-5,
ainda permanecem desconhecidos 0s
mecanismos que levam a essa tendéncia

A diferenciacdo sorologica entre o BHV-1 e o
BHV-5 €& de dificil realizagdo devido a
ocorréncia de extensas reacdes cruzadas que nao
permitem o estabelecimento da proporcdo de
animais supostamente infectados com o BHV-1,
gue na verdade foram infectados com o BHV-5.
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Desta forma, é desconhecida a prevaléncia do
BHV-5 no mundo (Claus et al., 2002).
Levantamentos soroldgicos indicam que o BHV-
1 est4d disseminado nos rebanhos de todo o
Brasil, embora grande parte dos bovinos
soropositivos para o BHV-1 possam estar
infectados pelo BHV-5 (Salvador et,al998).

2.2.2. Febre Catarral Maligna Associada a
Ovinos (FCM-AQO)

A febre catarral maligna (FCM) é uma doenca
linfoproliferativa geralmente fatal, que ocorre de
forma esporadica ou endémica em bovinos e
outros ruminantes domésticos ou silvestres como
bufalos, bisbes e cervos e ocasionalmente em
suinos (Smith, 2002). Estes animais sao
considerados animais clinicamente susceptiveis a
FCM (Garmatz et al., 2004).

Os *“virus do grupo da FCM”" pertencem ao
género Rhadinovirus, subfamilia
Gammaherpesvirinaee sdo definidos pela
presenca do epitopo antigénico 15-A e pelo alto
grau de similaridade em regiées conservadas do
gene da DNA polimerase. A forma africana é
induzida por 7 tipos de gammaherpesvirus
diferentes (Li et a] 2003). A forma africana
classica ou FCM associada a gnus (FCM-AG) foi
a primeira forma africana notificada, é
transmitida por gnusQonnochaetes taurinue

C. gnu subfamilia Alcelaphing e esta
relacionada ao alcelaphine herpesvirus 1 (AHV-
1). Nenhum caso da forma africana da FCM foi
relatado no Brasil. A forma denominada FCM
associada a ovinos (FCM-AO) é causada pelo
herpesvirus ovino-2 (OHV-2) e transmitida por
ovinos e provavelmente caprinos (OIE, 2000;
Brenner et al., 2002), considerados hospedeiros
reservatérios do OHV-2.

No Brasil, a FCM-AO foi descrita pela primeira

A infeccdo pelo OHV-2, como em todos os

gammaherpesvirus, difere entre os hospedeiros
reservatérios e 0s animais clinicamente

susceptiveis. Os hospedeiros reservatérios
geralmente séo infectados subclinicamente com
0 OHV-2 e portanto, ndo desenvolvem a doenca
tornando-se a principal fonte de disseminacédo e
transmissdo do virus para 0s animais

clinicamente susceptiveis (Baxter et al., 1993).
Por outro lado, o0s animais clinicamente

susceptiveis sé@o infectados de forma hiperaguda,
aguda ou crénica, desenvolvendo a doenca FCM
(Ackermann, 2006).

A FCM pode se apresentar clinicamente nas
formas digestiva, “cabeca-e-olho”, nervosa ou
dérmica com evolugdo hiperaguda, aguda ou
cronica (Smith, 2002). A taxa de morbidade da
FCM em bovinos é baixa, de 2 a 20% e a taxa de
mortalidade é muito alta, de 83 a 100% (Rech et
al., 2005). O periodo de incubacdo da FCM ¢é de
3 a 10 semanas, mas pode se estender por mais
de 10 meses. O numero de bovinos doentes em
um mesmo periodo e propriedade € usualmente
baixo (O'Toole et al 1997).

Na forma “cabeca-e-olho”, os sinais clinicos
iniciam-se por febre, corrimento nasal e ocular
seroso e edema da palpebra e conjuntiva. O
corrimento nasal evolui rapidamente para
corrimento muco-purulento espesso e ocorre
opacidade da cérnea. Sialorréia, necrose das
papilas bucais, lesBes erosivo-ulcerativas na
cavidades oral, linfadenopatia, conjuntivite,
diarréia e disturbios nervosos s&o observados
(Macédo et al 2007). Na forma nervosa, 0s
sinais neuroldgicos frequentemente relatados
incluem apatia, incoordenacgdo, hipermetria,
tremores musculares, agressividade, cegueira,
guedas, opstotono, movimentos de pedalagem e
convulsdes. (Rech et al., 2005).

vez na Paraiba em 1924 e depois diagnosticada Os achados de necrépsia incluem lesdes erosivo-
em outros estados do Nordeste, como Rio ulcerativas nas superficies mucosas dos tratos
Grande do Norte, Bahia, Sergipe, Piaui e alimentar, respiratério, urinario e genital e lesde
Pernambuco (Macédo et al, 2007). oculares (Rech et al., 2005). As principais
Posteriormente, outras regides do pais foram alteracdes histolégicas, em geral, consistem de
afetadas como o Sudeste, Sul, Centro-Oeste e trés categorias de lesdes: vasculites, necrose dos
Rio Grande do Sul (Sampaio et al., 1972; epitélios de revestimento e acimulo de células
Marques et al., 1986; Garmatz et al., 2004; Rech inflamatérias = mononucleares  (linfoblastos,
et al., 2005). O herpesvirus caprino 2 (CHV-2), linfécitos, plasmécitos e histiocitos), em varios
transmitido por caprinos (Li et.aP005) nunca tecidos, principalmente no SNC, rins e parede
foi relatado no Brasil. vascular (Sanches et.,a000; Anderson et al
2007).
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A patogenia da FCM ndo estd completamente
esclarecida. A vasculite caracteristica tem sido
interpretada como uma evidéncia de que as
lesbes resultem de um distdrbio imunolégico
induzido pelo virus e ndo da acgéo citolitica direta
do virus. Uma vez que os gamaherpesvirus
favorecem a laténcia, ao contrario dos
alfaherpesvirus, fazendo-a nos linfécitos T e
Orgaos linfoides, enquanto somente um subsitio
de células suportam a replicacéo litica. Com isso,

sugere-se que 0s eventos principais na patogenia nas¢cam

com Garmatz et al. (2004), alguns bovinos
afetados durante a ocorréncia de FCM no Rio
Grande do Sul, ndo tiveram contato com ovinos.
Como é geralmente aceito que 0s ovinos sejam
portadores do virus da FCM e que o transmitam
para bovinos, a observacdo desse dado
epidemiolégico é importante (O'Toole et al.,
1997). No entanto, ha casos da infeccdo
transplacentaria de FCM em bovinos (Plowright,
1990)e bisbes (Schultheiss et,d1998), fazendo
com que a manutencdo do virus em animais que
infectados seja outra possibilidade.

da FCM sejam a perda da atividade dos linfocitos Casos de bovinos infectados cronicamente com o
supressores, facilitando a proliferacdo linféide OHV-2 e de animais recuperados da doenca
observada na doenca e a atividade descontroladaclinica e que poderiam se tornar portadores, bem

de células Natural Killer (NT), responsavel pela
destruicdo tecidual (Garmatz et al., 2004;
Ackermann, 2006). Entretanto, estudosvitro

demonstraram que um misto de células
infectadas latentemente e produtivamente sé&o

como animais silvestres como veados (O'Toole
et al., 1997; Driemeier et al., 2002; Schulthetss e
al., 1998).

2.2.3. Herpesvirus Suino 1 (SHV-1) ou Virus

observadas em algumas culturas de células T de da Doenca de Aujeszky (VDA)

bovinos, indicando que o ciclo litico em células
T de animais clinicamente susceptiveis seja um
evento frequiente. Foi demonstrado que sitios de
replicacdo do OHV-2 ocorrem em diversos
orgdos dos animais clinicamente susceptiveis
como traquéia, pulmdes, linfonodos
mesentéricos, baco e intestino. Isso sugere que,
talvez, em animais clinicamente susceptiveis, a
replicacdo ocorra nos leucocitos que infiltram
nos tecidos e nao nas células parénquimais
(Cunha et al., 2007).

O diagnéstico de FCM é baseado,
principalmente, nos sinais clinicos, achados de
necropsia e confirmado pela histopatologia. A

O Herpesvirus suino-1 (SHV-1) também
conhecido como virus da doenca de Aujeszky
(VDA) ou Pseudoraiva € altamente contagioso.
A doenca de Aujeszky (DA) tem distribuicdo
mundial, sendo que no Brasil tornou-se relevante
nos ultimos anos, com o registro de varios surtos
nos estados de Sdo Paulo, Parana e Santa
Catarina, que sdo exportadores de material
genético (Souza et al., 2002).

Apesar de pertencer a famillderpesviridade
subfamilia Alphaherpesvirinag género
Varicellovirus (Murphy et al., 1999), nos quais
cada integrante fica restrito a poucas ou mesmo a

técnica de PCR para deteccdo da presenca douma Unica espécie hospedeira, o SHV-1 constitui

DNA viral no SNC de bovinos e a transmisséo
experimental da doenga em coelhos também
podem ser empregadas. O isolamento do OHV-2
ndo foi ainda relatado (Rech et al., 2005).

O diagnéstico diferencial de FCM em bovinos
inclui outras doencas a virus, como febre aftosa
(FA), estomatite vesicular (EV), diarréia bovina
viral-doenca das mucosas (BVD-MD), lingua
azul (LA), peste bovina (PB) e intoxicacdo por
arsénio (Smith, 2002), pelo cogumdkamaria
flavo brunnescengSantoset al., 1975) ou por
Amaranthus spTorres et al., 1997).

Presume-se que a transmissdo da FCM-OA para
bovinos ocorra pelo contato com ovinos,
principalmente em época de paricdo. De acordo

uma notavel excecdo devido ao seu amplo
circulo de hospedeiros que inclui muitos
mamiferos, como 0s bovinos, ovinos, caprinos,
caninos, felinos e equinos. Estes animais séo
considerados hospedeiros terminais, morrendo
antes mesmo da soroconversao. Por fugirem a
esta regra, 0s suinos constituem o reservatério
natural do virus, que pode permanecer em estado
de laténcia ou ser eliminado sem que o animal
apresente sinais clinicos (Gustafson, 1986).

O VDA compartilha caracteristicas comuns a
outros membros da famillderpesviridae como

estabelecer infeccdo latente ou invadir o SNC
apos a infeccao primaria, através da migragéo do
virus para os ganglios nervosos, via terminacdes
nervosas periféricas. Em suinos, os locais de
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laténcia incluem o ganglio trigémio, bulbo
olfatério e cortex telencefélico (Yoon et.,al
2006). O estabelecimento de laténcia torna o
animal uma fonte de disseminacéo viral durante
toda a vida. O virus pode reativar da laténcia e
ser excretado quando o animal sofre algum
estresse (Silva et al., 2005).

As populagcdes selvagens de suiformes
digastricos constituem um importante
reservatério natural do VDA (Schmitt et al.,

presenca de suinos na regido e/ou propriedade e
animais apresentando a peste de cogar ou
paralisia dos membros posteriores, que s&o
evidéncias epidemiolégicas da ocorréncia da
doenca de Aujeszky. A observacdo de relatos de
mortalidade repentina de cdes e gatos €
importante. Porém, um diagnéstico definitivo
somente pode ser obtido através de exames
laboratoriais (Sandrin, 2000).

Os o6rgdos de escolha para a realizacdo do

1991) transmitindo-o facilmente aos suinos diagnéstico viroldgico sdo o cérebro e cerebelo.
domésticos e aos caes, que podem ser infectadosO VDA pode ser diagnosticado
em ataques. A presenca endémica do virus nessaslaboratorialmente através da inoculacdo de uma
populagBes selvagens pode representar um suspensdo de 10% de cérebro de bovino ou suino
impecilio a erradicagdo do VDA entre os suinos mortos com suspeita da infecgcdo em coelhos e
domésticos (Van-Der-Leek et al., 1993). camundongos, que sdo altamente sensiveis a
infeccdo pelo VDA. Em 12-72 horas, aparecerado
Bovinos sdo mais resistentes ao contagio que 0s os sinais de prurido no ponto de inoculagcéo, com
suinos, sendo infectados através da inalacdo de morte entre 24-36 horas. O isolamento viral em
aerossois, mordidas e lambidas de suinos que cultivos celulares de rim de suinos “SK6” e
excretam o virus e alimentacdo a base de carcacaposterior confirmacdo da identidade viral por
de suinos (Beran, 1993). imunoperoxidase ou PCR tem sido feitos

7

Nos bovinos, a infeccdo pelo SHV-1 ¢é
invariavelmente fatal, podendo ocorrer mortes
subitas, sem nenhum sinal da infeccao

(Flatschart & Resende, 2001). Pode aparecer

intenso prurido local, com violentas lambidas,

(Candido et al., 1999). O envio de fragmentos de
medula e/ou cérebro de animais mortos com
suspeita da infeccdo (medula ou cérebro) em
liquido conservados de Vallée ou glicerina a
50% e a sua rapidez sdo muito importantes para
0 sucesso do isolamento viral, por ser o VDA

mordidas e esfregadas do animal, mas ndo é pouco resistente as condicbes ambientais
freqiiente. O prurido pode se localizar em (Herrmann et al., 1984).

diversas partes do corpo, mas principalmente na

cabeca, flancos ou patas, que sdo os locais mais O diagndstico sorolégico, como a

facilmente atingidos pelo virus. Durante essa soroneutralizacdo (SN) e o kit ELISA diferencial
fase, ha intensa excitacdo, convulsdes e segue-separa gE, tem sido amplamente utilizado em
um estagio de paralisia, com salivacdo, programas de erradicacdo por todo o mundo,
dificuldade respiratoria, ataxia. O aumento da inclusive no Brasil (Groff et al.,, 2005). Isso
temperatura corporal (40-X1) e a paralisia final ocorre por que 0s suinos adultos aparentemente
sdo seguidos pela morte do animal, apos 6 a 48 sadios, portadores em potencial, possuem niveis
horas (Murphy, et al., 1999). elevados de anticorpos (Sandrin, 2000). Em
bovinos, considerados hospedeiros terminais, o
Nos animais afetados, a similaridade de alguns diagnéstico sorolégico ndo é utilizado, pois
dos aspectos clinicos provocou, inicialmente, morrem antes mesmo da soroconversao
certa confusé@o sobre a relacdo da raiva com essa (Flatschart Resende, 2001).
doenca, que ainda é conhecida nos EUA como
pseudoraiva. A VDA foi diferenciada da raiva O VDA é um dos mais significativos patégenos
por varios critérios como sua facilidade de virais na producdo de carne suina tendo
transmissdo por inoculagdo subcutanea, periodo importancia no ponto de vista econémico quando
de incubacao, sinais clinicos e evolugdo clinica suas conseqliiéncias naturais ou 0s custos
em coelhos e camundongos (Flatschart & decorrentes de uma erradicacéo necessaria levam
Resende, 2001). a um balanco econdmico desfavoravel a
producdo. Na suinocultura dos paises da
O diagnéstico de campo, em bovinos, pode se Comunidade Européia, a doenca de Aujeszky &,
basear no histérico e nos sinais clinicos, como a no momento, a infeccdo mais importante,
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havendo grandes esfor¢cos para erradica-la (Silva
et al., 2005). No Brasil, o controle da doenca em

granja de suinos é realizado através de inquéritos
soroloégicos (Carvalho et al., 1994) e eliminacao

de animais soropositivos, sendo a vacinacéo
autorizada em certas circunstancias (Morés &

Zanella, 2003).

2.2.4. Herpesvirus Bovino 4 (BHV-4)

De todos os herpesvirus de bovinos, o BHV-4 é o
mais intrigante por ser isolado de bovinos

aparentemente sadios bem como de uma ampla

variedade de condi¢des clinicas como abortos,
lesbes de pele, metrite, mastite, mamilite

ulcerativa, tumores de bexiga e rimen, casos de
febre catarral maligna e infeccdes ocular,

respiratoria, genital, entérica e neuroldgica

(Asano et al., 2003; Dewals et al., 2006).

Devido a estreita extensdo de hospedeiros, ao
ciclo reprodutivo lento com baixo titulo viral e
efeito citopatico lento, propriedades comuns aos
citomegalovirus (CMV), o BHV-4 foi
primeiramente  agrupado na  subfamilia
Betaherpesvirus. Entretanto, por ser isolado em
cultivo celular de vérias espécies e tecidos como
células renais de cabras, ovelhas, cées, coelhos
galinhas e cultura de células bovinas como rins,

testiculos e fossas nasais; além de sua predilecao

por 6rgdos linféides e baseado na sua estrutura
gendmica, o0 BHV-4 foi incluido no grupo dos
herpesvirus linfotropicos da familia dos
gammaherpesvirus, subfamiliaRhadinovirus
(Goyal & Naeem, 1992).

A analise por restricdo enzimatica (RE) do DNA
viral € uma excelente ferramenta para detectar

subgrupos dos herpesvirus e para reconhecer

variantes entre diferentes amostras. Varios
estudos relataram que os perfis de restricdo do
DNA dos BHV-4 diferem completamente dos
outros herpesvirus (Goyal & Naeem, 1992). O
BHV-4 foi dividido em 2 grupos por andlise de
restricdo enzimatica utilizando as enzimas
EcaRl, BanHl e Hindlll. Um dos grupos é o
Movar33/63-like (Movar-like) e o outro é o
DN599-like. A maioria das amostras de BHV-4
pertencentes ao grupo Movar33/63-like foi
isolada na Europa, enquanto os isolados

pertencentes ao grupo DN599-like, na América
do Norte (Monge et al2006).

Parece que a infeccdo pelo BHV-4 tem

aumentado e que uma forte associagdo existe
entre altos titulos de anticorpos para o BHV-4 e
infeccbes do trato reprodutivo em bovinos

(Goyal & Naeem, 1992). Embora uma possivel

funcdo em infeccBes do trato respiratério e

genital seja relatada e por ser isolado em
condicdes clinicas diversas, inoculacdes
experimentais da maioria dos BHV-4 em bovinos

e em animais de laborat6rio ndo reproduzem a
doenga clinica. Nenhum sinal clinico nem

histologico de doenga tem sido observado apés
uma reativacao viral através de tratamento com
dexametasona em bovinos com infeccéo
persistente em células mononucleares. Isso
sugere que a reativacdo do BHV-4 pode estar
relacionada a fatores ou condi¢cdes adicionais
para tornar-se patogénico (Goyal & Naeem.

1992). Portanto, a patogenia desse virus, ainda
nao foi definida (Izumi et al., 2006).

E possivel que o virus entre no organismo do
hospedeiro pela via oronasal, multiplicando-se
nas células mononucleares e disseminando por
todo o corpo através dessas células, podendo ser
isolado de varios tecidos (Goyal & Naeem.
1992). O virus pode se multiplicar, também, na
conjuntiva, mucosa do trato respiratério superior
e mucosa genital, resultando em excrecdes
ocular, nasal e vaginal ou metrite em vacas pés-
parturientes (Goyal & Naeem, 1992).

O BHV-4 ja foi isolado de linfonodos, baco,
tonsilas, rins, leucécitos do sangue periférico,
macrofagos, células endoteliais, leite e tecidos
nervosos, como medula espinhal, ganglio
trigémio e cérebro (Bona et al., 2005; Donofrio
et al., 2005). Isso indica que este virus tem
predilecdo por diferentes 6rgdos do corpo sendo
capaz de estabelecer uma infeccdo persistente
(Yamamoto et al., 2000). A associacdo do BHV-
4 com oOrgdos linféides e uma prolongada
viremia associada com células mononucleares,
com permanente transporte através das vias
linfatica e hematégena por longos periodos de
tempo, podem explicar a raz&éo pela qual o BHV-
4 é detectado em diversos tecidos e sindromes
clinicas (Goyal & Naeem, 1992).

19



Orgéos linféides e células mononucleares do
sangue possivelmente podem ser sitios de
laténcia do BHV-4 em bovinos (Yamamoto et

al., 2000). Alguns estudos sugerem que

macrofagos do bago podem ser sitios de laténcia,
mas também de replicagdo do BHV-4 (Goyal &

Naeem, 1992). Embora o BHV-4 ndo seja

considerado um virus neurotrépico, foi detectado
no SNC em casos de infec¢do persistente (Izumi
et al., 2006). Além disso, foi detectado também
no SNC e no liquor de animais que apresentaram
sinais neurologicos como ataxia, com lesGes
histopatolégicas tipicas de encefalite (Yamamoto
et al., 2000; Fridgut & Stram, 2006). Contudo,

ndo esta muito clara a interagdo direta entre o
BHV-4 e neurbnios. Entretanto, sugere-se que o
sistema nervoso seja incluido como um sitio de

laténcia, embora sua funcdo em infeccdes agudas

e latentes seja questionavel (Izumi et al., 2006).

Os gammabherpesvirus, assim como o BHV-4,
podem ser agentes causadores de
vasculares em mamiferos. Estud@s vitro
mostraram que as células endoteliais de bovinos
sdo susceptiveis a infecgdo pelo BHV-4. Em
transmissdo experimental com coelhos, nas
infeccdes agudas, nenhuma leséo histologica foi
encontrada, mas sinais de replicacéo viral foram
detectados por PCR, isolamento viral e
imunofluorescéncia. As lesdes foram
encontradas somente em infec¢des crbénicas pelo
BHV-4, caracterizadas por uma vasculite local
aguda ou crénica, sinais de endocardite cronica
com acumulo de células mononucleares
(histiécitos e linfocitos) e trombo (Egyed &
Baska, 2003).

A prevaléncia de infec¢des pelo BHV-4 varia em
diferentes paises. O uso dos testes de
imunofluorescéncia indireta (IFAT) e

soroneutralizacdo viral (NV) simplificaram os

estudos sobre a prevaléncia de infeccBes pelo
BHV-4 em bovinos de diversos paises (Goyal &
Naeem, 1992). Nos EUA, desde 1971, casos de
BHV-4 tém sido relatados, sendo que a
soroprevaléncia do BHV-4 é de 70 a 86% em
bovinos com problemas reprodutivos e/ou

respiratérios. Na Suécia, 4,2% dos bovinos
foram soropositivos. Na Alemanha, 18,4% foram
soropositivos para o BHV-4, mas em alguns
centros de inseminagdo artificial até 70% dos
touros foram soropositivos. Na Bélgica, 38% dos

lesdes

bezerros analisados foram soropositivos. A
presenca do virus ou anticorpo na populacédo
bovina do Kénia, Tanzania, Africa, Espanha,
Japao e Israel tem sido relatada e estd associada
com algum sinal clinico como metrite pos-partos,
encefalite, conjuntivite e doencas do trato
respiratério (Goyal & Naeem, 1992; Fridgut &
Stram, 2006; Izumi et al., 2006; Monge et al.,
2006). No Brasil, estudos de pesquisa de
antigenos do BHV-4 estdo sendo feitos no
Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR) e
nos Recursos Humanos do Agronegdcio
(ReHAgro) que tem divulgado informacdes em
cadernos técnicos, a respeito do BHV-4 como
um dos possiveis virus que podem influenciar na
mastite bovina.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostras de SNC de bovinos usadas no
presente estudo

Durante o periodo de novembro de 2004 a
fevereiro de 2006, 413 amostras de SNC (cérebro
e cerebelo) de bovinos, refrigeradas, foram
cedidas pelo Laboratério de Salde Animal
(LSA) do Instituto Mineiro de Agropecuaria
(IMA) ao Laboratorio de Virologia Comparada
(LVC-ICB/UFMG) para deteccao através de
ensaios de PCR dos herpesvirus: BHV-1, BHV-4
e BHV-5, SHV-1, OHV-2, AHV-1 e CHV-2. As
amostras eram sabidamente negativas para raiva
(previamente submetidas no LSA as técnicas de
imunofluorescéncia indireta e inoculacdo em
camundongos). Os dados referentes a origem,
identificacdo do animal, rebanho, e sinais
clinicos obtidos por veterinarios autbnomos ou
do servico oficial durante a coleta do material a
campo, foram catalogados e posteriormente
avaliados pelo LVC-ICB/UFMG (Anexo 1).
Informacdes adicionais dos animais analisados
foram obtidas diretamente com os veterinarios
responsaveis e com os proprietarios.

Como o virus da doenca de Aujeszky pode ser
diferenciado do virus da raiva e de outros
herpesvirus encefalicos que acometem bovinos
através da inoculagdo em camundongos, que séo
altamente sensiveis a infeccdo pelo SHV-1
(Flatschart & Resende, 2001), a amostragem para
o SHV-1 foi feita de maneira diferenciada.
Somente foram pesquisadas para o VDA,
amostras de SNC de bovinos onde ocorreu morte
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precoce (12-24 horas) dos camundongos apés
inoculacéo intracerebral.

3.2. Exame Histopatologico

As amostras de SNC, que apresentavam
fragmentos conservados em formol a 10%, foram
submetidas a avaliacéo histopatolégica no LSA /
IMA, cujo laboratério de Patologia é credenciado
e auditado pelo Ministério da Agricultura
Pecuéria e Abastecimento (MAPA), para atender
as exigéncias do Programa Nacional de Controle
da Raiva dos Herbivoros e Outras Encefalopatias
(EET's). Posteriormente, os resultados foram
cedidos ao LVC-ICB/UFMG para analise.

3.3. Processamento das Amostras Clinicas

3.3.1. Extracdo do DNA total dos fragmentos
de SNC

As amostras de fragmentos de SNC foram
suspensas em solucdo salina 20% (p/v),
trituradas e clarificadas a 2.000 x g, 84 por

30 minutos. O sobrenadante foi usado para
precipitacdo viral com polietilenoglicol (PEG),
de acordo com o protocolo descrito por
Rosenthal et al (1993) com algumas
modificacdes. Uma solucdo de 2,2% (p/v) de
NaCl foi adicionada ao sobrenadante e
homogeneizada sob a agitacdo 8C4 Apds a
dissolucdo completa foi adicionado 6% de PEG
8.000 (p/v) e novamente homogeneizado sob
agitacdo a 4C por um periodo minimo de 4
horas.

O complexo virus-PEG foi sedimentado por
centrifugacéo a 2.000 x g durante 2 horas’g 4

e dissolvido em 1:50 a 1:100 do volume original
em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS)
1% para a extracdo do DNA total através da
técnica da silica descrita por Boom et al. (1990)
com algumas modificacdes. De acordo com o
volume final, foram adicionados 3 volumes de
Nal 6M, aquecendo o tubo a 5& por 15
minutos. Apds esse procedimento, uma
quantidade de silica necesséaria para ligar-se a
todo o DNA presente foi acrescentada a solugao
(Para cada Jug de DNA foram necessariogi5

de silica) e homogeneizada no vértex por alguns
segundos. Esta solucdo foi incubada por 10
minutos a temperatura ambiente em um agitador
do tipo “end-over-end”. Para sedimentar a
matrix, a solucdo foi centrifugada por 30

segundos a 5.600 x g, descartando o
sobrenadante com o auxilio de uma pipeta. Apos
tal procedimento, o sedimento foi ressuspendido
gentiimente com Nal 6M em uma quantidade
equivalente a 25 vezes o volume da silica,
vortexando rapidamente. Apés centrifugacao por
30 segundos a 5.600 x g, o sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado 2 vezes com
tampao de lavagem (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 50
mM NaCl; 0,5 mM de EDTA; Etanol 60%). Na
Ultima centrifugacao, todo o tampéao de lavagem
foi descartado e centrifugado novamente para
retirar possiveis restos de tampao de lavagem.
Foi adicionado, ao sedimento, acetona P.A. no
mesmo volume da solucdo de lavagem,
homogeneizando no vortex rapidamente. A
solucdo foi centrifugada a 5.600 x g por 30
segundos e incubada a %D por 10 minutos com

a tampa aberta. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento eluido em 56 de agua ultrapura
estéril e incubado a 5 por 5 minutos. Para
compactar o sedimento, a solucdo foi
centrifugada rapidamente a 5.600 x g e 0
sobrenadante contendo o DNA, transferido para
um tubo de 20QiL.

As amostras de DNA total extraidas foram
analisadas e quantificadas por leitura em
espectrofotbmetro Gene Quant RNA/DNA
Calculator (Pharmacia). Foi considerado que 1
ODys0nm €quivale a 50 pg/mL de DNA. Apoés a
andlise dos resultados obtidos, as amostras que
apresentaram concentracdo muito baixa ou razéo
entre a DQso ym/DOsg0nm menor que 1,7 foram
submetidas a nova extracdo para garantir a
pureza e Vviabilidade do DNA extraido
(Sambrook et al., 1989). Em cada reacdo de
PCR foram utilizados 200 nm de DNA.

3.3.2. Condi¢cbes da Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR)

Para detectar a presenca dos herpesvirus
estudados, o DNA total extraido das amostras do
SNC de bovinos foi empregado como molde em
ensaios de PCR utlizando diferentes
oligonucleotideos  iniciadores  (Ol) que
amplificam diferentes regides do genoma dos
virus mencionados anteriormente. Foram
utilizados ensaios de PCR descritos na literatura.
A nomenclatura utilizada para designar os Ol foi
alterada de acordo com regras estabelecidas no
Laboratério de Virologia Comparada. As
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sequéncias de nucleotideos dos Ol utilizados,
nomenclatura adotada, sua localizacdo no
genoma dos virus BHV-1, BHV-4 e BHV-5,
SHV-1, OHV-2, AHV-1 e CHV-2 estéo listados
na tabela 1.

Cada amostra de DNA total extraido foi utilizada
como molde em uma reacdo de amplificacéo,
com volume final de 2pL contendo: 200 ng de
DNA total, 50 mM de MgGl 200uM de dNTPs
Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), tamp&o da
Para verificar a viabilidade dos DNAs, um enzima Taq DNA Polimerase 10X (50 mM KCI,
controle interno foi usado com OlIs que 20mM MgCh, 10 mM TrisHCI - pH.8,3 /
codificam para o gene do fator de crescimento Promega — EUA), 1®mol de cada Ol senso
semelhante a insulina 1 (IGF-1), altamente positivo e senso negativo (Tab. 1), 5uU/de
conservado em mamiferos (Mikawa et al., 1995) Tag DNA polimerase (Promega, EUA) e agua
(Tab.1). Este ensaio de PCR foi feito para cada yyra-pura estéril g.s.p. As reagdes de PCR foram
amostra de SNC testada onde foi verificada a {gjtas em termociclador Eppendorf
amplificacdo de um fragmento de 225 pb. As Mastercycle? (Eppendorf AG, Hamburg -
amostras com resultado negativo tiveram o DNA Germany). As condicdes dos ciclos dos ensaios
extraido novamente até que a amplificagdo fosse 4o pCR foram feitas de acordo com as
observada. referéncias descritas na tabela 1.

Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor, 6rgdo da FEPAGRO Salde (Souza et
al., 2002). Para o BHV-1, foram utilizadas as
amostras BH53 e BH80 previamente isoladas
pelo Dr. Mauricio Resende e caracterizadas pela
Dra. Maria Emilia Oliveira no LVC-UFMG
(Oliveira et al., 2003).

A metodologia utilizada referente aos ensaios de
PCR utilizados para detectar os BHV-1 e BHV-5
foi modificada, com o objetivo de minimizar
resultados falso-negativos. De acordo com
andlises prévias, foi verificado que para amostras
brasileiras de BHV-1 e BHV-5 isoladas ao longo
de 30 anos no Laboratério de Virologia
Comparada, o PCR descrito por VAN
ENGELENBURG et al. (1993) é bem mais
sensivel do que outros ensaios de PCRs
previamente descritos (Moore et al., 2000,
Nadin-Davis et al., 1996, Ros & Belak, 1999). O
PCR descrito por Van Engelenburg et al. (1993)
amplifica parte de um gene que codifica uma
regido altamente conservada da glicoproteina B
(gB) dos BHV-1 e BHV-5, mas ndo os
diferencia. Com isso, foram utilizados os outros
3 ensaios de PCR que diferenciam os 2
herpesvirus. Vale ressaltar que esses ensaios de
PCR adicionais foram utilizados somente para a

ggi;igc'aggsa.ggs dBeHVI-chFeQ B:a\é's'aﬁafgcgge especificos para o SHV-1 foi utilizada a amostra
! pim ' brasileira LAO031, previamente isolada e

gtgli?::/eann;i(;s googégogHa\\/s_sllrg ;l;'c\ist_)swamente, ate caracterizada no LVC-UFMG pelo Dr. Mauricio
& ' Resende (Flatschart & Resende, 2001).

Nos ensaios de PCR especificos para o OHV-2,
0os controles positivos utilizados foram as
amostras F1, 1423, MG24 e MGA90ca, obtidas
de leucécitos do sangue periférico (PBL) de
ovelhas e cabras do estado de Minas Gerais,
previamente seqienciadas e disponibilizadas no
GenBank com os seguintes ndmeros de acesso
DQ882652, DQ908954, DQ191408 e
EU244696, respectivamente. Estas amostras
foram obtidas e caracterizadas no LVC-UFMG
pelo Dr. Mauricio Resende.

Como controle positivo nos ensaios de PCR

Em cada ensaio de PCR foi utilizado um controle Como n&o tinhamos disponibilidade de um
positivo especifico para cada tipo de herpesvirus. controle positivo para o BHV-4, a primeira

Além do controle positivo foi utilizado também  amostra amplificada foi seqglienciada,
um controle negativo dos reagentes sem a comprovando a sua identidade com seqiiéncias
inclusdo da amostra de DNA. de BHV-4 disponiveis no GenBank e utilizada

como controle positivo nas reacfes posteriores.
Os controles positivos utilizados nos ensaios de Essa amostra foi denominada MGArom
PCR especificos para o BHV-5 foram as recebendo o numero de acesso no GenBank:
amostras EVI-88 e EVI-190, gentimente EU244697.
fornecidas pelo Dr. Paulo Michel Roehe do
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(15% de Ficol 400, 0,03% de azul de

Para verificar a especificidade de cada ensaio de bromofenol, 0,03% de xileno cianol FF, 0,4% de

PCR utilizado neste trabalho, todos os controles
positivos dos herpesvirus pesquisados foram
previamente utilizados como molde em todas as
reacbes de PCR. Nenhuma amplificacdo de
gualquer tipo de herpesvirus ndo especifico nos
ensaios de PCR foi visualizada, ndo ocorrendo,
portanto, a amplificacdo cruzada entre o0s
diferentes tipos de herpesvirus.

A andlise dos produtos de PCR foi feita por
eletroforese em gel de agarose 1,5% (livre de
DNase - Invitrogen) em tampdo Tris Borato
EDTA (TBE) 0,5 X (89 mM Tris-borato pH 8.3,
25 mM EDTA) a temperatura ambiente sob
voltagem constante (100 V) por
aproximadamente 1 hora. Em cada canaleta foi
aplicado 10 uL de cada produto de PCR
homogeneizado com 2L de tampao de amostra

orange G, 10mM de Tris-HCI pH 7,5). Para
determinar o tamanho do produto amplificado foi
incluido em cada gel de agarose um marcador de
tamanho molecular DNA Ladder 100 pb
(Invitrogen) (Sambrook et al., 1989).

ApOs o fracionamento, os géis de agarose foram
corados com brometo de etideo (1,0 mg/mL)
durante 20 minutos e observados em
transluminador ultravioleta (254 nm, Pharmacia
LKB Macro Vue™, EUA). A identificacdo e
quantificacdo do tamanho do produto
amplificado foram feitos através da comparacao
visual entre o amplicon e a banda do marcador
de tamanho molecular Ladder 100 pb
(Invitrogen).

Tabela 1. Informagdes sobre os oligonucleotideisiiiores (Ol) utilizados nos ensaios de PCR.

Virus ol gene SEQUENCIA (5’ - 3)) Sentido :rfglzjﬁtgado Referéncias

LVC 275 Timidina kinase 5’-tggtacggacgccttaagtgg-3’ senso BHV-5: 273 bp MOORE et al., 2000
BHV-1e5 LVC 276 (PCR) 5'-gttgatctcgcggaggceagta-3’ antisenso BHV-1: 298 bp

LVC 3 gC 5’-ctgctgttcgtagcccacaacg-3 senso VAN ENGELENBURG, 1993
BHV-1e5 LVC4 (PCR) 5'-tgtgacttggtgcccatgtcge-3’ antisensa

LVC 219 gB 5’-aagtgcacaccgtgttatttgcg-3’ Senso BHV-5: 352 pb NADIN-DAVIS et al., 1996
BHV-1e5 LVvC 220 (PCR) 5'-ttgcattacttttggggtcaaatgtg-3’ antisenso BHV-1: 308 pb

LvC 310 5’ -gccgagagmcecgccrgmecgaga-3’ senso ROS & BELAK, 1999
BHV-1e5 LVC 311 gC 5’-ggccacgccgceagtgcacgtacag-3’ antisensaBHV-5: 418 bp

LVC 312 (Semi-nested PCR) 5'-gcctcgegetcgcagagcatccac-3’ antisensoBHV-1: 478 bp

LVC 85 5’-gttgggcgtcctgtatggtagce-3’ senso

LVC 86 Timidina kinase 5’-atgtatgcccaaaacttataatatgaccag-3’ argizen EGYED et al. 1996
BHV-4 LVvC 87 (Nested PCR) 5'-ttgatagtgcgttgttgggatgtgg-3’ senso 260 pb

LVC 88 5’-cactgcccggtgggaaatagca-3’ antisenso

LVC 202 5’-agtctgggtatatgaatccagatggctctc-3’ senso BAXTER
OHV-2 LVC 203 Proteina do tegumento 5’-aagataagcaccagttatgcatctgataaa-3’ andise 238 pb etal., 1993

LVC 204 (Semi-nested PCR)  5'-ttctggggtagtggcgagcgaaggcttc-3’ antigens

LVC 205 5'-tcgtcagtaaacagcctgcetggtge-3’ senso KATZ et al., 1991

LVC 206 Proteina do capsideo 5'-gggaagagacttgtctgtacc-3’ antisenso 487 pb
AHV-1 LVC 207 (Nested PCR) 5'-gttgctctaagaacacatccgtgee-3' senso

LVC 208 5’-gaatggctttgaggggctgtagat-3’ antisenso 172 pb

LVC 303 5’-cayaayctrtgctactccac-3’ Senso LI et 2001
CHV-2 LVC 304 DNA polimerase 5’-tggcctcgggeatgetge-3’ Senso 142 pb

LVC 305 (Semi-nested PCR)  5'-ccgtaatagaggggtest antisenso

P1AA gG 5’-tccacagctcaacaatgaagtggg-3’ senso SCHERBA et al., 1992
SHV-1 P1AB (PCR) 5’-tccgaggagcgggacgatacgt-3’ antisenso 262 pb

3.3.3. Purificacdo dos produtos amplificados
pela PCR para o sequenciamento

Alguns produtos de PCR foram escolhidos
aleatoriamente para o0 seqienciamento. A
purificacdo dos produtos de PCR foi feita
segundo o protocolo descrito por Rosendial

(1993) com algumas modificacdes. Aos produtos
amplificados nos ensaios de PCR foi
acrescentado um volume equivalente de solugéo
de polietileno glicol (PEG-8000) 20%, essa

solugdo apo6s ser homogeneizada por 30
segundos foi incubada a 37°C por 15 minutos, e
posteriormente foi centrifugada a 14.008,yor

15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi

removido e o sedimento obtido lavado 2 vezes

com etanol 80%, seco a 37°C e suspenso em
volume equivalente ao volume inicial da reacao

de PCR, com agua ultra-pura estéril.

Para determinar a eficiéncia da purificacdal, 1
de cada produto purificado foi homogeneizado
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com 2L de tampdo de amostra e em seguida,
analisado por separacdo eletroforética como
especificado no iten 3.3.2. (Sambrook et al.,
1989). Para determinar a quantidade de DNA
obtido pela purificacdo foi incluido em cada gel

um marcador de tamanho molecular DNA
Ladder 100 pb (Invitrogen). A quantificacao foi

feita através da comparagao visual entre os
fragmentos amplificados e as bandas do
marcador molecular. Nesse marcador, cada
banda apresenta uma quantidade de DNA (ng)
pré-determinada pelo fabricante. Apds ser
quantificado o DNA purificado, de cada amostra,
foi estocado em freezer a - 20 °C até sua
utilizacdo para o sequienciamento.

3.4. Isolamento dos BHV-1 e 5 e SHV-1
3.4.1. Cultivo celular e Producao Viral

Algumas amostras de SNC de bovinos positivas
para os BHV-1, BHV-5 e SHV-1, através dos
ensaios de PCR foram escolhidas aleatoriamente
para serem isoladas em cultivo celular. Para as
amostras de SNC de bovinos positivas para os
BHV-1 e BHV-5 foram utilizadas células Madin
Darby bovine kidney (MDBK; ATCC CCL-22),
uma linhagem continua de rim bovino e para as
amostras de SNC positivas para o SHV-1, células
SK6, uma linhagem continua de rim suino. Estas
amostras foram subcultivadas em varias
passagens no Laboratério de Virologia
Comparada (LVC) e estocadas em nitrogénio
liquido. As células foram descongeladas em
banho-maria a 3T e multiplicadas em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Media —
LIFE TECHNOLOGIES, Inc.) suplementado
com 10% (v/v) de soro fetal bovino.

Os fragmentos obtidos de SNC foram
homogeneizados com salina 10% (p/v),
suplementados com antibiético e antifingico
(getamicina 10Qug/mL e fungizona 3,Qug/mL)

e clarificados a 2.500 x g, 8@ por 20 minutos.
Volumes de 200uL de cada sobrenadante,
diluidos em 80QuL de meio DMEM (sem soro
fetal bovino) foram incubados por uma hora a
37°C, em estufa imida, com atmosfera de 5% de
CO, (Schmidt, 1979) em monocamadas de
MDBK ou SK6, em placas de 24 cavidades.
Leituras diarias foram realizadas, com auxilio de
um microscépio éptico invertido com contraste
de fase, para visualizacdo de efeito citopatico
(CPE). Apoés a observacdo de 90% do CPE, o
sobrenadante da cultura, contendo o virus, foi
coletado e clarificado por centrifugacéo a 1000 x
g por 20 minutos (Liang et al., 1991). As
amostras que apresentaram ECP foram
purificadas em placa, tituladas segundo o
protocolo descrito por Dulbecco & Vogt (1954)

e Reed & Munch (1938) e submetidas a ensaios
de PCR para identificacéo viral.

3.4.2. Titulagcdo dos isolados de BHV-1, BHV-
5 e SHV-1

Os isolados virais foram titulados submetendo-
se a diluicdes decimais seriadas até a diluicédo de
10 e inoculando-se quatro pocos de uma placa
de 96 pocos contendo monocamada de cultivo
de células MDBK com cada diluicdo. As placas
foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de
CO, até o0 momento da leitura ao microscépio,
apos 72 horas. Os titulos foram calculados pelo
método de Reed & Munch (1938) e as amostras
que apresentaram titulos a partir dé fbBam
utilizadas nos procedimentos posteriores.

3.4.3. Identificacao viral através da PCR

O meio de cultura obtido das garrafas com
cultivos  celulares foi  clarificado  por
centrifugacdo a 900 x g por 10 minutos com
objetivo de se obter virus extracelular, conforme
descrito por Celedén et.a{1994). Os virus
associados as células foram obtidos por 3 ciclos
de congelamento-descongelamento das células
remanescentes, seguido de centrifugacdo a
10000 x g por 30 min para remoc¢éo dos debris
celulares. O sedimento viral foi obtido por
tratamento com polietilenoglicol. A solug&o foi
incubada por 12 a 14 horas 4@, centrifugada

a 10000 x g for 30 min e dissolvida em 3 mL de
PBS (0,01M) pH 7,2 (Sambrook et,d989). A
extracdo do DNA, sua quantificacdo e a PCR
foram realizados conforme descritos no item
3.3.2.

3.5. Seqiienciamento

Os sequenciamentos dos fragmentos de DNA
escolhidos aleatoriamente foram feitos no
Laboratério de Evolugdo e Diversidade

Molecular no Instituto de Ciéncias Bioldgicas

(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), utilizando o seqlienciador automatico
Megabace™ 1000 (Amersham Bioscience) e os
reagentes do Kit DyEnamic™ ET Dye

Terminator (Amersham Bioscience) de acordo
com instruc8es do fabricante.

Os fragmentos de DNA amplificados foram
sequienciados pelo método da terminacdo em
cadeia por dideoxinucleotideos (Sanger et al.,
1997) em ambas as dire¢Bes da dupla fita, no
minimo trés vezes, empregando-se 0S
oligonucleotideos, senso e anti-senso, especificos
que foram utilizados nos ensaios de PCR,
anteriormente descritos. Quando nao foi possivel
a sobreposicdo de sequéncias estendidas em
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direcbes opostas ou quando estas nao
apresentaram alta variabilidade de bases, o
sequenciamento unidirecional foi repetido.

3.6. Analise computacional das seqiiéncias

dados aqueles que demonstraram valores de corte
(score) maior que 200, valor de E menor que
0,005 ou um valor de E menor que 10
independentemente do valor de corte.

A traducdo das sequéncias nucleotidicas foi feita

Os eletroferogramas gerados para cada uma dasnas seis fases de leitura, utilizando o programa

seqliéncias de nucleotideos, senso positivo e
senso negativo de cada amostra foram
submetidos ao BLASTnN, através do programa
Chroma§  versdo  2.23  (1998-2002-
Technelsysium Pty LTD-
http://www.technelysium.com.au/chromas.fHtml
para confirmacdo do seqlenciamento. Para

Translate [fttp://ca.expasy.org/tools/dna.hyml

o] algoritimo BLASTx
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/bla¥ffoi utilizado

para a busca de similaridade entre as sequiéncias
de aminoéacidos inferidas e as sequéncias
previamente disponiveis no GenBank.

analisar a qualidade das bases de nucleotideos 3.7. Andlises Estatisticas

dos eletroferogramas foram utilizados
programa PHRED
(http://adenina.biomol.unb.br/phph/index.hyml
0 qual aceita como critério de validacdo de
qualidade somente as leituras que tenham
pontuacdo de no minimo 20 (Ewing & Green,

1998).

o

As sequéncias de nucleotideos obtidas dos
fragmentos de DNA foram editadas para a
remocéao dos oligonucleotideos iniciadores, além
da possivel resolucdo de ambigilidades. A
sequéncia consenso final de cada amostra foi
obtida a partir das sequiéncias senso e do reverso
complementar das seqUéncias anti-senso,
alinhadas pelo método do CLUSTAL/W, com o
programa BioEdit (© 1997-2005 versédo 5.09 -
http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html

Em seguida, as seqiéncias de nucleotideos
consenso obtidas foram comparadas com outras
sequéncias de  herpesvirus  previamente
disponiveis no banco de dados do "National
Center for Biotechnology Information” (NCBI -
Bethesda-USA -http://www.ncbi.nlm.nih.goy/

Os algoritmos BLASTn
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST)/ do
pacote BLAST 2.0 (Basic Alignment Search
Tool) desenvolvido pelo NCBI foram utilizados
para a busca de similaridade entre os
nucleotideos (Altschukt al, 1997). Sé foram
considerados genes com similaridade
significativa com as seqiiéncias do banco de

As amostras selecionadas para o estudo nédo
foram escolhidas aleatoriamente, mas
representam um subsitio de amostras associadas
com encefalites que foram relatadas em Minas
Gerais em um periodo de 16 meses.
Considerando o processo de amostragem, estes
dados podem sugerir uma estimativa da
ocorréncia de encefalites por herpesvirus em
Minas Gerais. Para compara¢fes entre variaveis
qualitativas foi utilizado o teste exato de Fisher
(Triola 1998). Com o intuito de averiguar a
existéncia de diferenca de locacao entre os tipos
de amostragens quantitativas, foi utilizado o teste
de Mann-Whitney (Lehmann et al. 1975). O P
valor < 0.05 foi considerado significativo e
calculado através de Simulacdes de Monte Carlo,
no software SPSS 15.0.

3.8. Esquemas da metodologia empregada
para o0 diagnéstico de cada um dos
herpesvirus pesquisados.

Toda a metodologia utilizada para o estudo dos

herpesvirus foi relatada. Entretanto, pequenas
modificagBes foram feitas em alguns dos itens

referentes a metodologia geral, de acordo com a
necessidade do diagndstico de cada herpesvirus.
Os métodos de diagnosticos empregados para
cada tipo de herpesvirus foram relatados em

forma de esquema.
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3.8.1. Esquema da metodologia empregada para os BH\e BHV-5

413 amostras de SNC de bovinos que morrerazom sinais nervosos

4 |

CONGELADAS ...t FORL 10% :

1 J

Extracéo do DNA total Exame Histopatoldgico

g

PCR para deteccéo dos BHV-1 e BHV-5 (Esse PCR néaiettencia os 2 herpesvirus)

J

Amostras POSITIVAS para BHV-1 e BHV-5

J

PCRs para DIFERENCIACAO eme BHV-1 e BHV-5:

PCR 1: LVC 219 e LVC 220 (gB) ou
PCR 2: LVC 275 e LVC 276 (k) ou
PCR 3: LVC 310, LVC 311 e LVC 312 (gC).

J

Amostras POSITIVAS

J

J

Isolamento de algas

Analise Estatistica dos dzsl

amostras em células
MDBK
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3.8.2. Esquema da metodologia empregada para os atgs da Febre Catarral Maligna: OHV-2,
AHV-1, CHV-2

413 amostras de SNC de bovinos que morrerazom sinais nervosos

4 4

CONGELADAS ORMOL 10% :

1 I

Extracdo do DNA total | Exame Histopatolégico

4

Ensaios de PCRs especificos para o OHV-2, AHMe CHV-2

J

Amostras POSITIVAS

I 4

Seqlienciamento Andlise mpura de dados complementares:
de algumas amostras -Presenca dénes na regiao ou propriedade
-Presenca de sinais clinicos caracteristicos B&EM
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3.8.3. Esquema da metodologia empregada para o SHVVDA)

Suspensédo de SNC

{

Inoculacdo em camundongos

4

Morte dos camundongos 1 a 2 dias pés inoculacéo

I I

Extracdo do DNA total FORMOL 10% :

J

Ensaios de PCR especificos para o SHV-

=

Exame Histopatoldgico

J

Amostras P

OSITIVAS

J

J

Sequienciamento de
algumas amostras

Analise e puoa de dados complementares:
-Presenca dén®s na regido ou propriedade
-Presenca de Prurido intenso

-Morte de outros animais como cées, gatos
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3.8.4. Esquema da metodologia empregada para o BHV-

413 amostras de SNC de bovinos que morreram com aiB nervosos

4
U

CONGELADAS

Extracdo do DNA Exame Histopatoldgico

4

FORMOL 10% :

4

Ensaios de PCR especificos para o BHV-4

U

Amostras POSITIVAS

J

Sequlienciamento de
algumas amostras

J

Andlise e busca delda complementares:
-Presenca de outtosvinos com sinais clinicos nas
pnigpdades afetadas como metrites e mastites.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estudo da presenca dos BHV-1 e BHV-5
nas amostras de SNC dos bovinos pesquisados

4.1.1. Ensaios de PCR

Dentre as 413 amostras de SNC de bovinos que
morreram com sinais nervosos, 188 (45,5%)

foram positivas para os BHV-5 e somente uma
amostra foi positiva para o BHV-1. Todas as

amostras positivas para os BHV-1 e BHV-5

amplificaram um fragmento especifico de 176 pb

(gC) que, neste caso, ndo os diferencia. A
diferenciacdo foi feita através do tamanho dos
fragmentos amplificados de amostras de BHV-1

e BHV-5, nos 3 ensaios de PCR adicionais,

guando necessario de acordo com o iten 3.3.2.
Caso a diferenciacdo fosse feita com somente um
destes PCRs adicionais, 0s outros 2 ndo eram
utilizados.

4.1.2. Epidemiologia

De acordo com as informacdes catalogadas nos
relatérios enviados juntamente com os materiais
coletados e informacdes adicionais obtidas
diretamente com 0s proprietarios e veterinarios

As amostras de SNC dos bovinos pesquisados
foram provenientes de 173 municipios de Minas
Gerais, sendo que 106 municipios (61,2%)
apresentaram amostras positivas para os BHE.
Destes, a maioria, 62 (58.5%) apresentou
somente um caso positivo por municipio. Como
a amostragem poderia ser de demanda, quando
hd o acometimento e morte de mais de um
animal na propriedade e somente o material
proveniente de um animal é enviado para
andlises laboratoriais, os dados referentes a
guantidade de animais doentes e mortos nas
propriedades com animais positivos para os BHE
foram obtidos com os proprietarios e veterinarios
responsaveis. A prevaléncia estimada dos BHE
na populacdo de bovinos pesquisada foi de
45,8% (Intervalo de Confianca a 95% = [40,9%-
50,6%]).

A maioria dos casos de BHE ocorreu de forma
espacada acometendo municipios de todas as
regibes administrativas de Minas Gerais, com
maior ocorréncia nas regides Central e Sul. A
taxa de positividade dos BHE entre as regides
analisadas variou de 34,4 a 71,4%, sendo a maior
taxa encontrada na regido Norte. Entretanto, o
maior nimero de amostras recebidas para a
pesquisa dos BHE originou-se da regido Central.

responsaveis, foram feitas andlises estatisticas de Os municipios que registraram 0s maiores

alguns dados epidemiologicos associados aos
bovinos que morreram com sinais nervosos,
diagnosticados positivos e negativos para 0s
BHV-1 e BHV-5. Para facilitar as analises, os

animais positivos para os BHV-1 e BHV-5 foram

agrupados em um (nico grupo, denominado
herpesvirus bovinos encefalicos (BHE).

ndmeros de casos de BHE foram Carmo do Rio
Claro (regido Sul), Pitangui e Serra Azul de
Minas (regido Central) com 6 casos por
municipio e Uberaba (Triangulo) com 11 casos
positivos em 17 submiss@es. A figura 2 mostra a
distribuicdo geogréafica dos casos de BHE por
regido analisada neste estudo
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Figura 2. Distribuicdo geogréfica por regido dososade BHE no estado de Minas Gerais. O numerada=.io
nimero de casos de BHE e o denominador, o nimeamdstras recebidas.

Os casos de BHE ocorreram durante todos os

nimero de animais afetados variou de 2 a 9

meses do ano sem nenhum agrupamento sazonal.casos. Bovinos de diversas racas e ambos os

Os meses com maior nimero de casos de BHV-5
foram marco, janeiro, novembro, maio e

dezembro com 20, 19, 17 e 16 e 16 casos,
respectivamente.

De acordo com os dados fornecidos pelos
veterinarios e proprietarios, a maioria dos casos
de BHE apresentou uma forma isolada, com o
acometimento de um Unico animal por

propriedade, sendo que em 12 propriedades, o

sexos foram afetados, sem predisposicao para a
infeccdo pelos BHE (Tab. 2).

A idade dos animais afetados variou de 2 meses
a 18 anos, com uma concentragdo dos casos entre
animais com idade menor que 1 a 6 anos
(87,8%). Ndo houve uma  diferenca
estatisticamente significativa entre as idades dos
bovinos infectados ou nédo pelos BHE (P valor
=0,531) (Tab. 2).

Tabela 2 Correlacdo entre a distribuicdo por sexo, idadeca s bovinos que apresentaram sinais nervosos

pesquisados e positivos para os BHE.

Descricao No. de

animais No. de animais positivos para P valor

pesquisados BHE
Sexo 0.673"
F 279 130
M 134 59
Idade (anos) 0.531
<=1 106 57
2a4 186 75
5a7 75 38
8al8 46 19
Aptiddo 0.156"
Leite 290 138
Corte 92 45
Ambos 9 4

FT — Teste Exato de Fisher; MW — Teste de Mann-iélyit
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Os bovinos BHE-positivos apresentaram um

quadro clinico que variou de 1 a 22 dias desde o
inicio dos sinais clinicos, com evolucdo da

maioria dos casos (92,1%) ocorrendo entre 1 a 6
dias. Estatisticamente, ndo houve associacao
entre a evolugdo do quadro clinico dos bovinos
infectados ou néo pelos BHE (P valor =0,409 —

Mann-Whitney).

Os sinais clinicos apresentados pelos bovinos
foram descritos em ordem decrescente de
freqiiéncia e estdo apresentados na Tabela 3.

Houve uma associacdo  estatisticamente
significativa (P<0.05) entre a presenca dos BHE
e 0Ss seguintes sinais clinicos: depressao,
incapacidade de se levantar, fraqgueza muscular,
tremores musculares, paralisia dos membros
posteriores, nistagmo e convulsdes (Tab. 3).

A maioria dos bovinos BHE-positivos exibiu
sinais nervosos, entretanto, em 4 animais,
também foram observados sinais respiratorios
como respiracdo ofegante, tosse, corrimento
nasal, dispnéia e edema pulmonar.

Tabela 3O0corréncia dos sinais clinicos apresentados pelaads pesquisados, em ordem de freqiiéncia.

Sinais clinicos No. de bovinos No. de bovinos P Value
pesquisados BHE-positivos
Incoordencéo 262 125 0.307
Decubito 198 94 0.55%
Depressao 132 83 < 0.00T
Incapacidade de se levantar 155 82 0.025
Fraqueza muscular 101 78 <0.001
Opist6tono 94 51 0.077
Sialorréia 120 56 0.828
Movimentos de pedalagem 94 50 0.125
Paralisia total 91 43 0.817
Tremores 62 40 0.00T
Anorexia 66 36 0.13%
Paralisia dos membros posteriores 40 33 < (loo1
Nistagmo 50 30 0.035
Convulsdes 31 24 < 0.00T
Instabilidade dos membros posteriores 39 23 6092
Cegueira 28 14 0.697
Ranger de dentes 16 11 0.074"
Andar em circulos 9 4 1.00
FT — Teste Exato de Fisher - (P<0.05)
4.1.3. Achados macro e microscépicos no SNC  meningoencefalite linfohistiocitaria, aguda,

A avaliagdo macroscopica do encéfalo dos
bovinos positivos para o BHV-5, em sua maioria,
ndo revelou alteracBes significativas. Em casos
menos frequentes havia hiperemia difusa (mais
evidente nas porcdes craniais), edema,
hemorragias multifocais e areas de malacia na
superficie de corte.

A avaliacdo histopatolégica do encéfalo, em
todos o0s casos, revelou um quadro de

multifocal a difusa e discreta a intensa (Fig
3A,B). Em 70,2% dos casos, foi observada uma
polioencefalomalacia (necrose cerebrocortical),
multifocal, principalmente no cortex frontal.
Hemorragias multifocais foram freqlientemente
visualizadas. Somente em trés casos foram
visualizados corpusculos de inclusao
intranucleares em neurbnios e astrécitos (Fig.
3C,D).
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Figura 3. Encéfalo de um bovino com meningoendefglelo BHV-5. A: Manguito perivascular linfohistitario,
intenso (a esquerda) e malacia moderada com sub&titdo neurdpilo por células “Gitter” na meningoefalite por
BHV-5. Cérebro, HE, objetiva 40. B: Malacia acentuadan substituicdo do neurépilo por células “Gitted
meningoencefalite por BHV-5. Cérebro, HE, objetiva @0 Corpusculo de inclusdo intranuclear, eosinafiliem
astrécito (seta) na meningoencefalite por BHV-5. eBéy, HE, objetiva 40D: Corpusculos de inclusdo
intranucleares, eosinofilicos, em neurénios (setaspeningoencefalite por BHV-5. Cérebro, HE, obget0.

4.1.4. Multiplicagdo viral em células MDBK

Fragmentos do SNC de 11 bovinos positivos
para o BHV-5 escolhidos aleatoriamente foram
inoculados em monocamadas de células MDBK
para o isolamento viral. Em todos os cultivos

constatou-se o efeito citopatico (ECP)
caracteristico dos herpesvirus apos
aproximadamente a 42 sub-passagem (Fig. 4). A
confirmacao do isolamento viral foi feito através
de ensaios de PCR.
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Figura 4. Efeito citopatico (ECP) causado peloadolde BHV-5 MGA1252 em células MDBK. As células fora
infectadas em garrafas A25 e fotografadas aposiBHpassagem. As células foram fotografadas em su6pio
invertido Olympus IM103541 (Jap&o), camera digialympusD-540 ZOOM, 3.2 Megapixel (Japad): Células
MDBK controle — ndo infectadas com o BHV4,C,D: Observacdo do ECP provocado pelo isolado de BHV-5,
MGA1252. Pode-se perceber um arredondamento cehgarpamento de células arredondadas em formeadhd

de uva”, prolongamento das células infectadas eolaacao da camada celular. Na foto D observamosécao de
sincicios, em um pequeno grupo de células (a edqguier foto).

4.1.5. Discussao

(Carrillo et al., 1983; Salvador et all998;
Sanches et al2000). Este aparente aumento da

A selecdo da amostragem dos bovinos analisados ocorréncia de casos de BHV-5 poderia estar

neste trabalho ndo ocorreu aleatoriamente, mas
representou uma populacdo de bovinos que
morreu com algum tipo de sinal nervoso, durante
um periodo de 16 meses, em varias regides de
Minas Gerais. Durante o periodo avaliado, os
casos de BHV-5 foram observados em todos os
meses, sem um agrupamento sazonal.
Considerando o processo de amostragem, 0S
resultados obtidos proporcionam uma estimativa
sensata da ocorréncia de encefalites pelo BHV-5
em Minas Gerais.

Os dados obtidos neste trabalho revelaram que o
BHV-5 esta distribuido por todo o Estado de
Minas Gerais apresentando um consideravel
acréscimo de sua ocorréncia. Além disso,
também foi observado que a encefalite ndo-
supurativa causada pelo BHV-5 em bovinos
pareceu ser mais alta em Minas Gerais (45,5%-
188/413) do que em outras regides do Brasil e de
outros paises como Argentina e Australia

associado com a amostragem estudada. Neste
caso, além da grande quantidade de amostras
analisadas, foram avaliados varios casos isolados
oriundos de diversas regides do estado, nao
sendo pesquisados somente surtos isolados. De
acordo com Goehring et al. (2005), surtos de

encefalites herpéticas sédo diagnosticados com
maior facilidade, mas acredita-se que sdo mais
raros do que os casos isolados.

Em sua maioria, os relatos de encefalites pelo
BHV-5 sdo restritos a um numero pequeno de
casos ou surtos (Colodel et &002; Salvador et
al., 1998). Em Minas Gerais e em outros paises
como a Austrdlia, os casos descritos foram
provenientes de pequenas amostragens oriundas
de uma mesma regido geogréfica ou relato de um
Unico caso (Hill et al.1984; Gomes et al., 2002;
Aquino Neto, 2005). Nos Estados do Mato
Grosso do Sul e Rio Grande do Sul, a
amostragem foi maior, sendo descritos de 7 a 15
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surtos, com morte pelo BHV-5 de até 50 bovinos
(Salvador et al., 1998; Rissi et al., 2006).

Um outro fator que poderia ter auxiliado no

aumento do numero de casos de BHV-5

encontrado neste estudo, seria a amplificacéo de
diferentes regifes do genoma viral, utilizando-se
4 ensaios de PCR distintos, aumentando a
sensibilidade do diagnoéstico. Estudos prévios
feitos no LVC demonstraram que ensaios de
PCR que amplificam regides muito conservadas
dos BHV-1 e BHV-5 sdo mais sensiveis, apesar

no Brasil, Canada, Uruguai, Argentina sendo que
em outros paises como Australia, América do
Norte e alguns paises da Europa sua presenca até
agora nao foi descrita (Rissi et al., 2006).

Apesar dos achados histopatolégicos
caracteristicos de meningoencefalite pelo BHV-5
estarem de acordo com outros relatos da doenca,
detalhes sobre a caracterizacdo do tipo e
intensidade da distribuicao das lesdes encéfalicas
de cada bovino analisado foram prejudicados.
Parte do material remetido pelos veterinarios de

de nao diferencia-los. A diferenciacédo, portanto, campo no formol, para o0s exames
é feita através de ensaios de PCR adicionais que histopatoldgicos, nao foi coletado de maneira
amplificam regi6es menos conservadas do adequada. Para este estudo detalhado, os
genoma de ambos os herpesvirus, diferenciando- encéfalos teriam que ser coletados inteiros e
os através do tamanho do produto amplificado ou fixados em formol a 10% (Elias et al., 2004).

da auséncia da amplificacdo de um deles. As

vezes, para a diferenciacdo, € necessaria a A ocorréncia de casos isolados de BHV-5,
utiizacdo de mais de 3 ensaios de PCR juntamente com a falta de laboratérios
adicionais, por serem menos sensiveis. Portanto, envolvidos na realizagdo de um diagndstico
apesar deste procedimento ser mais laborioso, neurolégico em bovinos, pode ter contribuido
diminui a probabilidade de resultados falso- para que casos da doenca sejam sub-
negativos. Dentre os ensaios de PCR testados, odiagnosticados, em Minas Gerais. Apesar dos

mais sensivel foi o descrito por Van Engelenburg
(1993), que amplifica parte de uma regido
conservada da gC.

Todos o0s animais estudados apresentaram
achados histopatologicos caracteristicos de
infeccdo pelo BHV-5, evidenciados por uma

meningoencefalite linfohistiocitaria aguda e

alteragbes circulatérias como  hiperemia,

hemorragia e edema. Achados como necrose
cerebrocortical ocorreu na maioria dos casos
(132/188 — 70,2%) e corpusculos de inclusédo
intranuclear em astrocitos e neurbnios foram
encontrados com menos freqiéncia, em somente
3 casos. A presenca de corpusculos de inclusao
intranuclear em astrocitos e neurdnios s&o
dificeis de encontrar, apesar de ser considerado
um achado definitivo para o diagnéstico

histopatolégico de meningoencefalite pelo BHV-

5 (Claus et al.,, 2002; Rissi et al., 2007).

Entretanto, alguns autores relatam que é mais
freqiiente em materiais bem conservados (Rissi
et al., 2006). Como na maioria dos casos o
encéfalo ndo estava bem conservado, a

primeiros casos de BHV-5 terem sido
diagnosticados em 2000, desde 1989, pesquisas
sorolégicas envolvendo o BHV-1 tém revelado
gue sua prevaléncia no Estado de Minas Gerais é
alta, com aproximadamente 58,2% dos bovinos
soropositivos e 93,4% dos municipios
acometidos (Anunciagdo et al.,1989; Rocha et
al., 2001; Gomes et al., 2002). Entretanto, devido
a ocorréncia de reagfes cruzadas entre o BHV-1
e o0 BHV-5 em testes soroldgicos, é provavel que
0s animais supostamente infectados com o BHV-
1 poderiam estar infectados com o BHV-5 (Claus
et al., 2002).

Animais mais velhos foram acometidos pelo

BHV-5, com 87,8% dos casos variando entre 1 a
6 anos de idade, enquanto outros trabalhos
sugerem que animais mais novos Sa8o 0S
preferencialmente infectados (Rissi et al., 2006;
2007). Entretanto, uma das caracteristicas
observadas em um trabalho onde foram

detectados 3 casos de BHV-5 em Minas Gerais
durante o ano de 2000, foi o acometimento de
animais mais velhos, entre 3 a 6 anos de idade

consideracéo da presenca ou nao de corpusculos(Gomes et al., 2002). As razdes para isso nao
de inclusdo intranuclear para confirmacdo ou estdo esclarecidas, mas podem estar relacionadas
eliminacao do diagnéstico de meningoencefalite com fatores ambientais, mudancas no manejo ou
pelo BHV-5 ndo foi confiavel. Em relacdo a pelo fato de amostras de SNC de animais novos,
necrose cerebrocortical (malécia), apesar de ser que morrem com sinais nervosos, nao serem
descrito com freqiiéncia no Brasil, ndo pudemos submetidos, com freqiiéncia, para andlise ao
confirma-la em todos os casos, apesar de ter sido IMA. Isso pode ocorrer devido a ampla
freqiente. Ha controvérsias quanto a sua variedade de agentes causadores de encefalites
presenca e a confirmagdo de casos de em animais jovens (1 a 7 meses de idade),
meningoencefalite pelo BHV-5 em diferentes fazendo com que o diagnéstico de raiva, que é
paises. Esse achado tem sido descrito na maioria feito pelo IMA, seja ignorado, tornando-se um
dos encéfalos dos bovinos afetados pelo BHV-5 gasto a mais pelo proprietario.
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Neste trabalho, o BHV-1 foi detectado no SNC Dentre as 413 amostras de SNC de bovinos que
de um bovino que apresentou um quadro de apresentaram sinais nervosos ao morrer, 17
meningoencefalite similar aos relatados nos (4.1%) foram positivas para o OHV-2. Todas as
bovinos infectados com o BHV-5. No entanto, amostras positivas para o0 OHV-2 amplificaram
encefalites em bovinos causadas pelo BHV-1 sdo um fragmento especifico de 238 pb. N&do houve
raras. Embora 5 amostras de BHV-1 tenham sido detec¢do dos outros virus do grupo da FCM
isoladas do SNC de bovinos que apresentaram pesquisados (AHV-1 e CHV-2).

doenca neurolégica, no Rio Grande do Sul, um

quadro de encefalite ndo foi observado em 3 Em 8 das 17 amostras de SNC positivas para o
destes casos (Silva, 2007). Contudo, o OHV-2, o BHV-5 também foi detectado através
envolvimento do BHV-1 em doencas de ensaios de PCR citados anteriormente, no
neurolégicas de bovinos pode ser mais freqliente item 4.1.1. Portanto, das 188 amostras positivas
do que os casos previamente relatados, ja que para o BHV-5, 8 apresentaram co-infeccdo com
existem pesquisas onde o diagndstico de o OHV-2.

meningoencefalite pelo BHV-5 é feito somente

com as observacdes histopatoldgicas do encéfalo, 4.2.2. Seqlienciamento

sem a realizacdo de um teste capaz de diferencia-
los (Elias et al., 2004). Das 17 amostras positivas, 5 foram seqiienciadas
a partir do produto obtido por PCR purificado.
A maioria dos sinais nervosos associados com As seqUéncias editadas foram depositadas no
casos de encefalite pelo BHV-5 descritos na GenBank {ww.ncbi.nim.nih.gov/Genbank e
literatura como incoordenagdo, decubito, receberam os seguintes ndmeros de acesso:
tremores, opstétono, e depressdo foram DQ875142 (683), DQ875143 (1192), DQ875144
encontrados nos bovinos pesquisados (Claus et (1236), DQ875145 (1322), DQ875146 (1436).
al., 2002, Rissi et al., 2006; 2007). Contudo, Essas sequéncias de nucleotideos foram, entéo,
alguns sinais clinicos incomuns em casos de comparadas com sequéncias de nucleotideos do
BHV-5, como fraqueza muscular e paralisia dos genoma do OHV-2 que codificam parte da
membros  posteriores foram  observados, proteina do tegumento disponiveis no GenBank
apresentando uma associacdo estatisticamentepara avaliacdo da identidade, através do
significativa. E importante notar que ja foram algoritmo Basic Local Alignment Search Tool —
relatados dois casos de paralisia dos membros BLASTN. O resultado da comparacéo
posteriores causados pelo BHV-5 em bovinos demonstrou que, para esta regido gendmica, as
infectados naturalmente pelo BHV-5 no Estado seqiiéncias de nucleotideos apresentaram um
de Minas Gerais, confirmando o achado (Gomes grau de similaridade entre 83-92%. Além disso,
et al., 2002; Aquino Neto, 2005). Sinais clinicos as sequéncias de OHV-2 obtidas neste trabalho
como ranger de dentes e paralisia da lingua, codificam para uma proteina do tegumento nao
comuns em casos de BHV-5, foram raramente funcional devido a muta¢cbes. Este dado também
citados pelos veterinarios de campo. Isso pode foi observado em seqiiéncias de nucleotideos
ter ocorrido pela maior dificudade de homdlogas das amostras indianas Ind-3342
observagdo detalhada dos sinais clinicos, (DQ229934), Ind-4625 (DQ229935), Ind-4476
principalmente em propriedades com grandes (DQ229936), Ind-4497 (DQ229937), Ind-2532
extensdes de terra, como sugerido por Salvador (DQ229939) disponiveis no GenBank.

et al. (1998).

O diagnéstico de BHV-5 em 45,5% dos casos de 4.2.3. Achados histopatol6gicos no SNC
encefalite em bovinos, previamente

diagnosticados negativos para o virus da raiva, A avaliacdo histopatolégica do encéfalo de 4
em Minas Gerais, comprova a necessidade de se bovinos positivos para o OHV-2 revelou
realizar exames laboratoriais para o diagnéstico alteracdes inflamatdrias e vasculares discretas

diferencial de enfermidades que acometem o
SNC de bovinos e alertar as autoridades
sanitarias para a importancia do BHV-5, nao
somente no estado, mas no Brasil.

4.2. Estudo da presenca dos OHV-2, AHV-1 e
CHV-2, agentes da febre catarral maligna, nas
amostras de SNC dos bovinos pesquisados

4.2.1. Ensaios de PCR

(Fig. 5 C,D). Como a suspeita inicial dos
veterinarios de campo foi direcionada para o
virus rabico, somente o SNC dos bovinos que
morreram com sinais nervosos foi coletado.
Entretanto, aete mirabilecarotidea foi coletada
de um Unico animal. Um infiltrado
linfohistiocitario, também discreto associado a
alguns neutréfilos e fibrina na tlnica adventicia
dos vasos darete mirabile carotidea foram
encontrados, sugestivo de FCM (Fig. 5 A,B).
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Em outros 8 casos, a avaliacdo histopatoldgica

do encéfalo revelou um quadro de
meningoencefalite linfohistiocitaria difusa com
necrose cerebrocortical e hemorragias

multifocais. Apesar da presenca de alteracdes
inflamatodrias, ndo foram observados uma
vasculite e degeneracdo fibrindide.

Em outros 4 casos, as alteragbes no encéfalo

multifocais, hemorragia de meninges, gliose e
neuronofagia, neurbnios e Células de Purkinge
retraidos e escurecidos, sem evidéncias de reacéo

vascular de cunho inflamatério.

No caso restante, a presenca de estruturas
similares a hematozoarios nos pequenos vasos,

juntamente com hiperemia cerebral, hemorragias

intravascular e
um diagnéstico

hemolise
levaram a

de meninges,
hemossiderose

foram consideradas inespecificas. Os achados se histopatologico de Babesiose cerebral.
hiperemia

restringiram a e hemorragias

Figura 5. Exame histopatologico dete mirabilecarotidea e cerebelo de bovinos com diagndstisgiym para o
OHV-2. A,B: Exame histopatoldgico date mirabile carotidea. Apesar da presenca de uma vasculiteetdis o
diagnostico de FCM foi confirmado. A: Infiltrado iafmatério linfohistiocitario, intenso na tdnica adticia
(vasculite) e espaco perivascularrate mirabilecarotidea, HE, objetiva 48. Vasculite linfohistiocitaria, discreta.
narete mirabilecarotidea, HE, objetiva 4Q,D: Exame histopatol6gico do cerebelo de um bovinomageu com
sinais nervosos e PCR positivo para OHV-2 no SKC.Meningite com infiltrado de células mononucleares
principalmente na tanica adventicia e depdsito deeral fibrinoso. HE, Objetiva 4@: Meningite com infiltrado
inflamatdrio de mononucleares e deposicédo de mahfidsiinoso. HE, Objetiva 40.

4.2.4. Historico Clinico

Os sinais clinicos apresentados pelos bovinos
OHV-2-positivos que foram relatados pelos

veterindrios e proprietarios, em ordem

decrescente de frequiéncia, foram: incoordenacéo
(100%), rigidez de pescoco (58.8%),

movimentos de pedalagem (52.9%), decubito
(52.9%), incapacidade de se levantar (47.1%),
apatia (35.3%), opistétono (35.3%), paralisia dos
membros posteriores (29.4%), tremores (23.5%)
e sialorréia (23.5%) (Tab. 4). Em 2 casos, 0s
animais apresentaram paralisia flacida dos

membros posteriores, protusdo de
paralisia de cauda.

lingua e

A evolucao do quadro neurolégico dos bovinos
afetados pelo OHV-2 variou de 1 a 8 dias, sendo
gue em 52,9% dos casos apresentou-se de forma
hiperaguda, entre 1 e 2 dias (Tab. 4). Devido ao
curso hiperagudo nesses casos, as primeiras
suspeitas dos veterinarios foram as clostridioses,
incluindo botulismo ou algum tipo de
intoxicacdo. A observacdo clinica de paralisia
flacida dos membros posteriores, protusdo de
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lingua e paralisia de cauda, em dois desses casos,veterinarios responsaveis de cada propriedade
intensificou as suspeitas. acometida pelo OHV-2.

Bovinos de ambos os sexos foram acometidos Em 6 propriedades havia contato de ovelhas com
pelo OHV-2, com 94% dos casos, fémeas. A o rebanho de bovinos. Em uma dessas
idade dos bovinos afetados variou de 12 meses a propriedades, um surto de doenca neurolégica
8 anos, sendo 70,6% dos casos, entre 2 a 5 anosenvolvendo 30 animais foi observado e estes
(Tab. 4). animais compartilhavam o pasto com um
pequeno rebanho de 20 a 40 ovelhas. Em outra
Na maioria das propriedades acometidas pelo propriedade, esporadicamente, havia contato
OHV-2 (13/17 - 76,5%), a doenca neurologica direto de ovelhas com o rebanho de bovinos.
apresentou-se de forma esporadica, afetando Nessa fazenda 10 animais apresentaram sinais
somente um bovino por rebanho, sendo que em 2 nervosos, sendo que 5, morreram.
propriedades, 4 e 5 bovinos foram afetados.
Entretanto, uma forma endémica da doenca foi Das 11 propriedades onde os bovinos ndo tinham
observada em 2 propriedades, afetando 10 e 30 contato direto com ovelhas, a presenca de
animais por rebanho (Tab. 4). ovelhas na regido foi relatada em 7 propriedades.
Entretanto, em 3 propriedades, apesar da falta de
Apesar do numero pequeno de amostras contato de ovelhas na fazenda e regido, havia
positivas, as taxas de letalidade observadas transito de bovinos entre propriedades, onde
foram de 50-100%. Alguns casos de OHV-2 animais de outras propriedades compartilhavam
apresentaram carater sazonal, com 64,7 % o mesmo pasto esporadicamente ou havia
ocorrendo na primavera, sendo 11 casos em compra de bovinos de outra regido sem
novembro e um caso em outubro (Tab. 4). informacBes antecedentes sobre contato com
ovelhas (Tab. 4).
4.2.5. Histérico de contato com ovinos

De acordo com a presenca do OHV-2 nestas As 17 propriedades onde ocorreram os casos de
propriedades, tornou-se necessaria a investigacdo OHV-2 estdo localizadas em 7 das 10 regides

sobre o envolvimento de ovelhas com os bovinos
afetados, uma vez que as ovelhas séo
reservatérios e fontes de transmissao do OHV-2
para os bovinos. Estas informag8es adicionais
foram obtidas diretamente com os proprietarios e

administrativas de Minas Gerais, portanto, estdo
dispersas por todo o estado. Somente na parte
leste de Minas Gerais ndo houve relato de casos
de OHV-2 (Fig. 6).
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Tabela . Caracteristicas apresents pelos bovinos positivos po OHV-2.

NUmero dos bovinos positivos para OHV-2

No. De registro dos bovinos 16 15 1 14 17 2 11 13 9 10 8 12 4 5 3 7 6
Més da morte Fev Abr Jul Jul Jul Jul Out Nov Nov Nov Nov Nov Nov Nov Nov Nov Nov
Idade 4anos 5anos 8anos 5anos 2anos  2anos  4an@sios 7 4anos 12 4anos 4anos 2anos 2anos 6anos 2anos 5anos
meses
Sexo F F F F F F F F F F F F F M F F F
Tipo de Produg&o
Corte - + + - + + - - - + - + + - - -
Leite + - - + - - + + + + + - - + + +
Curso clinico da doenca (dias) 4 4 2 1 4 2 4 8 2 2 1 6 2 1 2 2 1
Sinais Nervosos
Ataxia + + + + + + + + + + + + + + + + +
Rigidez de Pescogo - - + - - + - - + + + - + + + + o+
Movimento de Pedalagem + + - - - + - - + + - - + + o+ - +
Decubito - - + + - - + - + + - - + + + - +
Incapacidade de se levantar - - - + - - + + + - - -+ + + + -
Apatia + + - + - - - - + + - - - - - - +
Opistotono + - - - - + - + - - - - + + + - -
Paralisia dos membros - - - - - + + - - - - + - + + - -
posteriores mas alerta
Tremores - + - - - - - + - + - + - - - - -
Sialorréia + - - - + - - - - + - + - - - - -
PCR
OHV-2 + + + + + + + + + + + + + + + + +
BHV-5 - - - - + - + + - - + + - + - + +
BHV-1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
CHV-2 - - - - - - - - - - - - - - - - -
AHV-1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
SHV-1 - - - - - - - - - - - - - - - - -
Contato com ovinos na - + - + - - - + - + - + - + - - -
propriedade
Criag&o de ovinos na regido + + - + - + + + + + + + + + + - -
Transito de animais entre - + + - + - - + - - - - - + - + +
propriedades
No. de animais com sinais 4 1 1 1 1 5 1 1 1 30 1 1 2 10 1 1 1
nervosos no rebanho
No. de animais que morreram 4 1 1 1 1 5 1 1 1 30 1 1 2 5 1 1 1

com sinais nervosos no
rebanho
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Figura 6.Distribuicdo geogréfica por regido dos casos de @Hescritos entre paréntesis.
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4.2.6. Discusséo

Neste trabalho a presenca do OHV-2 foi

detectada por PCR no DNA extraido de 17

amostras de fragmentos de SNC de bovinos que
morreram com sinais neurolégicos, sendo que 5
dessas amostras foram sequenciadas,
comprovando a identidade deste virus. As 17
propriedades onde ocorreram os casos de OHV-2
estdo localizadas em 7 das 10 regides
administrativas de Minas Gerais, portanto,

mostrando que o virus esta disseminado por todo
0 estado.

Os relatos de FCM em Minas Gerais sao

podem alcancar até 99% em regides geograficas
especificas dos Estados Unidos da América,
sendo que esta alta prevaléncia é observada em
ovelhas de muitos paises.

Os casos de FCM associados ao OHV-2 em
bovinos ocorrem  preferencialmente, na
primavera e verdo (Rech et al., 2005). Essa
tendéncia foi também verificada na maioria dos
casos de FCM aqui descritos. Acredita-se que
este carater sazonal da FCM em bovinos esteja
relacionado com a época de paricdo das ovelhas,
onde ha uma maior disseminacgéo viral (Li et al.,
1998).

escassos, sendo que o primeiro relato de surto de De acordo com o0s proprietarios e veterinarios

FCM em bovinos ocorreu no municipio de
Curvelo em abril de 1997. Nessa ocasido, 5
bovinos de um rebanho de 80 animais adoeceram
apresentando sinais clinicos de incoordenacéo
motora, tremores musculares, lacrimejamento
bilateral, opacidade de cdrnea, corrimento nasal
muco-purulento, hematdria, inapeténcia e
convulsdes. A leséo histopatoldgica
predominante foi uma vasculite linfocitaria e o
rebanho de bovinos compartilhava o pasto com
30 ovinos, estando varias ovelhas em final de
gestacdo ou recém paridas (Ferreira et al., 1997).
Entretanto, bovinos apresentando quadro clinico
caracteristico de FCM sdo observados desde
1996, no estado, com pelo menos 1 caso/ano,
mas sem uma comprovacao
anatomohistopatoldgica (Comunicagdo pessoal,
Prof. Anténio Ultimo de Carvalho e Prof. Elias
Jorge Facury Filho da Escola de Veterinaria,
UFMG).

Em 2006, um surto de FCM em bdufalos da raca
Murrah foi relatado no municipio de Esmeraldas,
resultando na morte de 5 bifalos de um rebanho
de 145 animais que compartilhava o pasto com
50 ovelhas. Nesta ocasido, além do historico,
achados clinicos e anatomohistopatolégicos de
FCM, o DNA do OHV-2 foi detectado tanto nos
bdfalos que morreram, quanto nas ovelhas (Costa
et al., 2008).

A presenca do OHV-2 em ovelhas e cabras no
Estado de Minas Gerais também tem sido

responsaveis, os bovinos infectados com o OHV-
2, neste trabalho, ndo apresentaram sinais
clinicos compativeis com a FCM, como os ja
relatados em bovinos no estado de Minas Gerais,
somente sinais nervosos. Apesar da doenca
neurolégica observada nos bovinos ser
compativel com a forma nervosa da FCM, é
pouco especifica, o que dificulta em uma
suspeita clinica inicial de FCM e no diagnéstico
diferencial com base somente no exame clinico.
Entretanto, distarbios nervosos sdo comuns na
FCM dos bovinos, sendo que a forma nervosa
dessa doenca deve ser sempre considerada como
uma possibilidade no diagndstico diferencial das
doencas do SNC de bovinos (Rech et al., 2005).

Presume-se que a transmissdo da FCM-AO para
bovinos ocorra pelo contato com ovinos. Nas
ocorréncias de FCM relatadas neste estudo, este
contato foi observado em apenas 6 propriedades.
Vale ressaltar que nas propriedades onde foi
observada uma quantidade maior de animais
doentes, havia contato dos bovinos com ovelhas.
Entretanto, em 7 propriedades, ndo havia contato
direto entre as espécies, mas havia criacao de
ovelhas na regido. Estudos tém demonstrado que
ndo ha necessidade de contato direto entre
ovelhas e bovinos para que ocorra a infeccao de
bovinos atravées dos ovinos. Casos de
disseminacdo do OHV-2 entre as duas espécies
tém sido relatados a distancias maiores que 70
metros (Powers et al., 2005).

pesquisada através de ensaios de PCR, em Nos casos onde ndo havia criacdo de ovinos,
leucécitos do sangue periférico (PBL) (dados ndo tanto na propriedade quanto na regido, o transito
publicados). Em 10 rebanhos ja analisados pelo de bovinos foi sempre relatado. Nestes casos, 0s
prof. Mauricio Resende no LVC-ICB/UFMG, bovinos eram introduzidos no rebanho sem um
todas as ovelhas com mais de 1 ano de idade histérico do local de origem ou através do

foram positivas para o OHV-2, possivelmente consércio de pastagens. No entanto, ndo foram
disseminando ativamente o virus e transmitindo- observadas utilizacdes de praticas de manejo
0 para os bovinos (Comunicacdo pessoal, Prof. como isolamento dos animais e testes adicionais
Mauricio Resende). Powers et al (2005) para aintroducdo de novos animais nos rebanhos
relataram que infec¢des subclinicas em ovelhas analisados. Deste modo, a introducdo e a

41



disseminacdo de doencas infecciosas no rebanho encontradas primeiramente na bexiga, cecum,
foram facilitadas. Além disso, a existéncia de coélon, laringe, faringe e pulmdes, (O'Toole et al.,
uma cadeia epidemiolégica de transmissdo do 2006), sendo que o SNC é um dos ultimos
OHV-2 entre bovinos, mantida por animais sistemas a apresentar lesées.

infectados latentemente, subclinicamente,

cronicamente ou que se recuperaram nao poderia Em alguns encéfalos OHV-2 positivos, uma
ser ignorada nestes casos. Ja4 que animais degeneragdo do SNC foi observada com
clinicamente susceptiveis a FCM tém se tornado neurbnios e células de Purkinge retraidos,
mais resistentes ao OHV-2 (O'Toole et al., 1997; necrose neuronal, gliose e neuronofagia,
Powers et al., 2005). Vale salientar que bovinos juntamente com lesBes vasculares sem cunho
infectados pelo OHV-2 permanecem inflamatorio. Este infarto do tecido nervoso
persistentemente infectados, podendo disseminar parece ter sido conseqiiéncia de uma isquemia e
0 virus através da ativacdo da infeccdo latente andxia tecidual, o que provavelmente levou
(O'Toole et al., 1997; Macedo et al., 2007). Por também a necrose de neurbnios em algumas
outro lado, como surtos de FCM em veados ja areas do cérebro (Spilki et al., 2002). Além disso,
foram relatados no Brasil (Driemeier et al., 2002) por ser a FCM uma doenca sistémica, a presenca
e considerando a proximidade desses animais nasde lesGes graves em importantes 6rgdos como
propriedades pesquisadas, a possibilidade de pulmdes, figado, rins e baco podem levar o
infeccdo dos bovinos através dos veados ndo animal a apresentar uma sintomatologia nervosa,
pode ser descartada. Uma vez que também sdomesmo sem a presenca de lesdes de cunho

acometidos pela FCM, desenvolvem a doenca e
poderiam ser possiveis carreadores do OHV-2.

As principais alteracBes histopatolégicas em
casos de FCM de bovinos, como a vasculite
caracterizada por infiltrado linfohistiocitario na
tinica adventicia e espaco perivascular com
deposicdo de material fibrin6ide, nao foram
observados em todos os encéfalos OHV-2

inflamatorio no SNC (Schultheiss et al., 1998).

Com relagdo aos 8 casos de infeccéo
concomitante do OHV-2 com o BHV-5 podemos
sugerir que a presenca do OHV-2, seja na forma
subclinica, clinica, pré-clinica, branda ou latente
tenha auxiliado o BHV-5 na inducao de uma
meningoencefalite de curso agudo, uma vez que
0 OHV-2 também é capaz de induzi-la. Além

positivos. Quando relatadas, essas alteracdes disso, a associacdo do BHV-5 com outros
foram consideradas discretas. Nesses casos, agentes infecciosos pode reativar infeccdes
apesar da vasculite ser discreta e da auséncia delatentes pelo BHV-5 em bovinos, exacerbando os
uma necrose de epitélios com infiltrado sinais clinicos da infeccao neurologica (Rissi et
inflamatdrio da lamina propria, também comum al., 2007).

em casos de FCM em bovinos, um diagnéstico
histopatolégico de FCM pode ser considerado
(Comunicacdo pessoal, Taismara de Oliveira,
veterinaria patologista do IMA).

Como os animais susceptiveis clinicamente a
FCM tém se tornado mais resistentes ao OHV-2,
um aumento no ndamero de bovinos que
apresentam a forma crdnica, subclinica, branda,
Como ocorrido em alguns casos neste trabalho, que se recuperaram da doenca ou que
as vezes somente uma encefalite € encontrada nosobreviveram por longos periodos tem sido
SNC, embora as lesdes vasculares caracteristicasrelatado (O'Toole et al., 1997). Atualmente, a
de FCM em bovinos, sejam freqlientemente técnica de PCR vem sendo utilizada como
observadas no SNC e rins (Rech et al., 2005). método de diagnostico para investigar a
Isso acontece porque, na maioria das vezes, paraepidemiologia da doenca, particularmente, a
se encontrar as lesdes caracteristicas de FCM éfuncdo da infeccdo latente ou inaparente na
necessario examinar muitos cortes de um mesmo transmissdo do OHV-2 entre espécies de

O6rgédo ou até mesmo varios orgdos (Rech et al.,
2005). Diante disso, apesar da FCM ser
considerada como uma possibilidade no
diagnostico diferencial de doencas do SNC é
essencial que fragmentos de diferentes 6érgaos
como pulmdes, rins, baco e figado também sejam
coletados (O'Toole et al., 2002).

Vale salientar que a auséncia de uma vasculite
linféide no SNC pode, também, estar associada
ao fato dos animais estarem nos estagios pré-
clinico e/ou clinico-precoce da FCM, onde as

lesBes patolégicas e histolégicas da doenca séo

ruminantes, tanto nos surtos naturais de FCM
como em populagdes de ruminantes clinicamente
saudaveis (Baxter et al., 1993; O'Toole et al.,
1997).

No presente trabalho, o teste de PCR especifico
para o OHV-2 foi essencial para o diagndéstico
devido a auséncia dos sinais clinicos
caracteristicos da doenca, comumente relatados
em bovinos, e da falta de material suficiente para
se fazer uma triagem das lesdes histopatoldgicas
compativeis com a FCM.
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De acordo com os resultados obtidos, torna-se
necessario a inclusdo do OHV-2 no diagnéstico A lesdo macroscépica observada nos encéfalos
de doencas neurol6gicas no estado, uma vez que dos bovinos SHV-1 positivos foi uma congestdo
0 OHV-2 ndo estd somente presente, mas acentuada no cérebro. A avaliacao
disseminado por todo o estado. histopatoldgica do encéfalo dos bovinos
positivos para o SHV-1 revelou uma hemorragia
de meninges e manguitos perivasculares de
4.3. Estudo da presenca do SHV-1, virus da mononucleares. Os cérebro e cerebelo
doenca de Aujeszky, nas amostras de SNC dos apresentaram hiperemia de meninges e de
bovinos pesquisados neurdpilo e manguitos perivasculares de
mononucleares, caracteristicos de
4.3.1. Ensaio de PCR meningoencefalite ndo supurada.
4.3.5. Histdrico Clinico
O DNA do SHV-1 foi detectado em 5 das 6
amostras de SNC dos bovinos provenientes das Os Unicos sinais clinicos observados pelos
inoculages em camundongos e no SNC dos veterinarios responsaveis e proprietarios dos
camundongos inoculados pelas respectivas bovinos que morreram com a doenca de
amostras. Todas as amostras positivas para o Aujeszky foram incoordenagdo, tremores,
SHV-1 amplificaram um fragmento especifico de paralisia dos membros posteriores, movimentos
263 pb (gG). Antes da morte, todos os de pedalagem, flacidez e insensibilidade de
camundongos inoculados com amostras de SNC cauda, agitagdo, sialorréia e declbito. A
dos bovinos infectados pelo SHV-1 apresentaram evolugéo do quadro clinico dos bovinos afetados
incoordenacdo, fraqueza, pélos arrepiados e variou de 2 a 5 dias, sendo que em nenhum caso
paralisia. foi observada a presenca de prurido local intenso,
nem mutilagdes.
4.3.2. Multiplicacéo viral em células SK6

Os casos de Aujeszky ocorreram sem nenhum
agrupamento sazonal e apresentaram-se de forma
isolada, com o0 acometimento de um Unico
bovino por propriedade. As propriedades
afetadas est@o localizadas nas regifes do Alto
Paranaiba, Noroeste e Norte de Minas Gerais.

Fragmentos do SNC de 3 bovinos com resultados
positvos para o SHV-1, escolhidos
aleatoriamente, foram homogeneizados em
solucdo salina 10% (p/v) e inoculados em
monocamadas de células SK6 para o isolamento
viral, de acordo com protocolo descrito no item
3.4. Em todos os cultivos constatou-se o efeito
citopéatico (ECP) caracteristico dos herpesvirus 4.3.6. Histdrico de contato com suinos

ap0s aproximadamente a 32 sub-passagem. A

confirmacdo do isolamento viral foi feito através Com a confirmagdo da presenga do virus da

de ensaios de PCR. doenca de Aujeszky (VDA) em bovinos no
estado de Minas Gerais, tornou-se necessaria
4.3.3. Seqlienciamento uma investigacdo sobre o envolvimento de

suinos, domésticos ou selvagens, com os bovinos
As 2 amostras de SNC positivas que ndo foram afetados, uma vez que estes animais constituem o
isoladas no cultivo celular, foram sequienciadas a reservatério natural do virus.
partir do produto obtido por PCR (amostras 122 e
1097). As seqléncias editadas foram depositadasUm relatério de investigacdo epidemioldgica
no GenBank ww.ncbi.nlm.nih.gov/Genbanke para a doenga de Aujeszky foi feito juntamente
receberam os seguintes ndmeros de acessocom o IMA para a observagdo de algumas
DQ866808 (122) e DQ855963 (1097). Para a caracteristicas ligadas a doenca nas propriedades
pesquisa de homologia, essas sequéncias deafetadas. Tais informagbes eram referentes a
nucleotideos foram, entdo, comparadas com presenga ou ndo de suinos na regido e/ou
sequéncias de nucleotideos de parte do genomapropriedade, tipo de criagdo de suinos, presenca
do SHV-1 que codifica para a glicoproteina G de problemas reprodutivos nos suinos e a
(gG) disponiveis no GenBank através do observagéo de sinais nervosos em outros tipos de
algoritmo BLASTN. De acordo com as animais na propriedade. Um exemplo deste
similaridades apresentadas, as 2 sequéncias foranrelatério estd no Anexo 2. Estas caracteristicas
confirmadas como SHV-1. estdo ligadas diretamente ao SHV-1 ja que causa

abortos em suinos e nascimento de fetos
4.3.4. Achados histopatolégicos no SNC dos mumificados ou leitbes mortos e possui um
bovinos amplo circulo de hospedeiros que inclui varios
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mamiferos como ruminantes, equinos, caninos e
felinos, nos quais a infeccdo neurologica é
geralmente terminal (Gustafson, 1986).

presente no estado, através da deteccdo em
bovinos e suinos da raca Piau (Da Silva &

Gibvine, 1961; Candido et al., 2000). Vale

ressaltar que os bovinos sdo considerados
De acordo com as informacdes obtidas pelos indicadores da presenca do VDA, por serem mais
veterinarios e proprietarios, havia criacdo de sensiveis a infeccdo do que o0s suinos,
suinos, do tipo autbnoma ou de fundo de quintal, apresentando sinais clinicos mais evidentes. O
em todas as regides ao redor dos casos de estado do Rio Grande do Sul € um exemplo, pois
Aujeszky em bovinos relatados, sendo que 48 anos antes da doenca de Aujeszky ter sido
somente em uma propriedade havia criacdo de notificada em granjas de suinos, a notificagdo

suinos para consumo proprio. Ndo foi notado
sinal neuroldgico em nenhum outro tipo de

original ocorreu em bovinos (Groff et al., 2005).

animal nas propriedades pesquisadas, além dos Relatos da presenca do VDA em suinos da raca

bovinos.

Um inquérito sorolégico foi feito pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) nos municipios onde ocorreram 0s
casos de Aujeszky durante o ano de 2006. Os
casos de Aujeszky nos bovinos ocorreram nos
municipios de Patos de Minas, Lagoa Formosa,

Piau, geralmente utilizados em criacdes de fundo
de quintal, sugere uma fonte de infec¢do para os
bovinos. Em Minas Gerais, ha véarias pequenas
propriedades que criam suinos domésticos para o
consumo proprio, sem condicbes sanitarias
adequadas e com certa promiscuidade animal.
Com isso, a transmissdo do SHV-1 aos outros
animais pode ser favorecida, através do contato

Unai e Pirapora, sendo que 2 casos ocorreram em direto com os suinos ou pela alimentacdo a base

Patos de Minas. Levando em consideracdo cada de

foco de Aujeszky nos bovinos, foram coletadas

amostras de sangue de todos os suinos do tipo SHV-1

autdbnoma ou de fundo de quintal, dentro de um
raio de 5 Km, totalizando 400 amostras. As
amostras foram submetidas a prova de
soroneutralizacdo, com resultado negativo em
todas as amostras coletadas (IMA).

4.3.7. Discussao

Neste trabalho foram detectados 5 casos de
Aujeszky em bovinos que morreram com sinais
nervosos no estado de Minas Gerais. A doenca
de Aujeszky (DA) foi descrita no estado,
primeiramente em 1922, sendo isolado o virus do
cérebro de um bezerro de aproximadamente 20
dias de idade. Posteriormente, o virus foi isolado
do SNC de bovinos, nos municipios de Varginha,
Vicosa, Sacramento e Almenara, durante os anos
de 1931, 1940, 1950 e 1961, respectivamente
(Da Silva & Gidvine, 1961). Durante o periodo
de 1973 a 1976, casos de Aujeszky em bovinos
foram observados constantemente no estado.
Apb6s esse periodo 0s casos tornaram-se
esporadicos (Comunicacdo pessoal, Prof.
Antonio Ultimo de Carvalho e Prof. Paulo
Marcos Ferreira, Escola de Veterinaria, UFMG).
No ano de 1988, o virus da doenca de Aujeszky
foi isolado da tonsila de um leitdo da raca Piau
oriundo de um rebanho da fazenda de
Igarapé/MG da Escola de Veterinaria da UFMG,
onde nao foram observados sinais clinicos da
doenca (Céndido et al., 2000b). Estas

restos de suinos (Gustafson, 1986).
Entretanto, a fonte de infeccdo dos bovinos
positivos, no presente trabalho,

permanece uma incégnita, uma vez que O0S
resultados da soroneutralizacdo das amostras de
sangue coletadas dos suinos, oriundos de uma
circunferéncia de 5 Km dos focos de Aujeszky,
foram negativos.

As propriedades afetadas pelo VDA estédo

localizadas em regides de Minas Gerais que

fazem divisas com os estados da Bahia e Goias.
Vale ressaltar que em 1997, foram registrados
casos de Aujeszky em matrizes de suinos de
sistema de producédo no estado de Goias (Souza
et al., 2002).

As lesBes histopatologicas observadas no
encéfalo dos bovinos infectados pelo VDA foram
inconclusivas. Foi observada uma hemorragia de
meninges e discreta meningoencefalite néo
supurativa espalhada por todo o encéfalo, sem
predisposicéo por localizagdo no encéfalo, como
ocorre nos BHV-5. Esses achados sé&o
compativeis com casos de Aujeszky, onde um
diagnostico sugestivo ndo pode ser feito com
base no exame histopatologico (Barros et al.,
2007).

Algumas caracteristicas da doenca de Aujeszky
sdo peculiares, auxiliando no diagndstico, tais
como a presenca de um prurido intenso
localizado em varias partes do corpo do animal
infectado e a alta sensibilidade de camundongos
(Flatschart & Resende, 2001). Neste trabalho, a

observacGes sdo relevantes, pois apesar daspresenca do prurido intenso ndo foi observada

granjas de suinocultura industrial em Minas
Gerais estarem livres da doenca, o VDA esta

em nenhum dos casos da DA nos bovinos. Com
isso, a suspeita de infeccéo pelo SHV-1 foi feita
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através da morte precoce, em torno de 12-24
horas, de camundongos inoculados via
intracerebral com suspensdo de 20% de
fragmentos do SNC dos bovinos afetados.
Apesar de o diagndstico definitivo ter sido feito

pela deteccdo do SHV-1 através do ensaio de
PCR, a sensibilidade dos camundongos foi
essencial para o direcionamento do diagnaéstico.

Um diagndstico de campo pode se basear no
historico e nos sinais clinicos. O relato de
mortalidade repentina de ruminantes, equinos,

Das 14 amostras positivas, 4 foram seqlienciadas
a partir do produto obtido por PCR purificado
(MGArom, MGA696, MGA514, MGA1075). As
sequéncias editadas foram depositadas
GenBank ww.ncbi.nlm.nih.gov/iGenbank e
receberam 0s seguintes numeros de acesso:
EU244697 (MGArom), EU244698 (MGAG696),
EU244699 (MGA514), EU244700 (MGA1075).
Essas seqiiéncias de nucleotideos foram, entéo,
comparadas com seqiiéncias de nucleotideos do
genoma do BHV-4 que codifica parte do gene da
timidina kinase disponiveis no GenBank para

no

cdes e/ou felinos, a presenca de prurido (peste de avaliacdo da identidade, através do algoritmo

cocar) ou paralisia dos membros posteriores e a

presenca de suinos na regido e/ou propriedade

sdo evidéncias epidemiolégicas da ocorréncia da
DA (Candido et al., 2000; Sandrin, 2000). Nos
casos de Aujeszky relatados no presente
trabalho, os sinais clinicos, a evolugao rapida do
guadro clinico e a presenga de suinos na regiao
foram compativeis com a DA. Entretanto, nao
foram observadas mortes de outros mamiferos
nas propriedades afetadas.

Um diagndstico definitivo de DA somente pode
ser obtido através de exames laboratoriais como
isolamento em cultivo celular ou PCR. Os 6rgaos
de escolha para a realizacdo do diagndstico
virolégico em bovinos sao o cérebro, cerebelo e
medula espinhal (Sandrin, 2000). No entanto, o
diagnéstico  soroléogico como ELISA e
soroneutralizacdo assumem importancia em
programas de controle de focos de Aujeszky
somente em suinos, ja que 0s outros animais,
como os bovinos séo considerados hospedeiros
terminais e morrem antes mesmo da
soroconversao (Callan & Van Metre, 2004).

4.4. Estudo da presenca do BHV-4 nas
amostras de SNC dos bovinos pesquisados

4.4.1. Ensaios de PCR

Dentre as 413 amostras de SNC de bovinos que
morreram com sinais nervosos, 14 (3,4%) foram
positivas para o BHV-4. Ndo houve deteccéo de
outros gamaherpesvirus como o OHV-2, AHV-1
e CHV-2. Entretanto, em 2 das 14 amostras
BHV-4 positivas, foi observada, primeiramente,
a deteccdo do BHV-5 através dos ensaios de
PCR descritos no topico 4.1. Todas as amostras
positivas para o BHV-4 amplificaram um
fragmento em torno de 260 pb (timidina kinase).

4.4.2. Sequienciamento

Basic Local Alignment Search TooBEASTN.

Através da comparacdo, um maior grau de
identidade a nivel de seqliéncias de nucleotideos e
de aminoacidos foi observado entre as seqiiéncias
brasileiras de BHV-4 com as seguintes
seqgliéncias homologas disponiveis no GenBank:
(S49773), (AF318573), B11-41 (AB035515),
Movar33/63 (AB035516) e 86-068 (AB035517).
Para esta regido gendmica, o grau de identidade
em nivel de nucleotideos e de aminoacidos variou
entre 91 a 98% e 95 a 99%, respectivamente.
Adicionalmente, a amostra brasileira MGA696
apresentou uma delecdo de uma trinca de
nucleotideos nas posi¢cfes 529 a 531 (baseado no
GenBank PubMed Protein Query numero de
acesso: AAB24378), causando a perda do
aminoacido lisina (K). Esta caracteristica nédo foi
observada em nenhuma outra sequéncia
brasileira.

4.4.3. Achados histopatolégicos no SNC

A avaliacdo histopatolégica do encéfalo de 5
bovinos positivos para o BHV-4 revelou uma
meningoencefalite ndo-supurativa com infiltrado
inflamatério perivascular de células
mononucleares, neuronofagia, reducdo dos
neurdnios com escurecimento do citoplasma no
obex e coliculo, gliose e hemorragia meningeal
(Fig. 7 A). Em 2 destes casos de BHV-4, uma
co-infecgcdo com o BHV-5 foi detectada.

No encéfalo de outros 5 bovinos BHV-4

positivos, 0 exame histopatol6gico revelou uma
meningoencefalite ndo supurada afetando o
cérebro e o cerebelo com les6es notadamente
vasculares como hemorragias, trombos e
vasculite linfocitica (Fig. 7 B).

Em 4 bovinos, o exame histopatologico do

encéfalo ndo foi feito devido a ma conservagao
do material, somente os ensaios de PCR para
deteccéo dos herpesvirus no SNC.
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Figura 7.Exame histopatolégico do encéfalo de um bovino oogreu apresentando sinais nervosos com um
diagnostico positivo para o BHV-4. A: Menignoenciééahdo supurada afetando cerebelo e cérebro ditrasios
multiplos de mononucleares, HE, objetiva BO.Encefalite ndo supurada afetando tronco encefatiom gliose e
manguitos perivasculares multiplos de mononucleatém de vasculite linfocitica, HE, objetiva 10.

4.4.4. Histérico Clinico

A evolucao do quadro neurolégico dos bovinos
Os sinais nervosos relatados pelos veterinarios e afetados variou de 1 a 15 dias, sendo que em
proprietérios, em ordem decrescente de 64,3% dos casos apresentou-se entre 1 a 4 dias.
frequéncia, foram incoordenacdo (85,7%), Bovinos de ambos os sexos foram acometidos,
decubito (57,1%), incapacidade de se levantar com 85,7% dos casos, em fémeas. A idade dos
(50,0%), agitacdo (42,9%), opistétono (35,7%), bovinos afetados variou de 3 meses a 7 anos,
movimentos de pedalagem (28,6%), nistagmo sendo 50% dos casos, com 2 anos (Tab. 5).
(28,6%), sialorréia (28,6%) e dificuldade de se
levantar (28,6%) (Tab. 5).
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Tabela 5Caracteristicas apresentadas pelos bovinos gopitiaBHV-4.

Numero dos bovinos positivos para BHV-4

No. de registro dos bovinos 10 73 120 122 202 224 514 516 671 743 696 988 1168 1252
Més da morte Jan Jan Jan Fev Fev Mar Mai Mai Jun Jul Set Set Out  Nov
Idade 2anos 2anos lano 2anos 5anos 2anos 2anos nos 3a 5anos 2anos 3meses 2anos 4 anos
Sexo F F F F F F M F F M M F F F
Tipo de Produgéo
Corte + - - - - - + + + + + - -
Leite - + + + + + - - - - + + +
Curso clinico da doenga (dias) 15 1 1 4 3 6 3 1 3 2 5 5 4 8
Sinais Nervosos
Incoordenacéo - + + + + + + + + + + + -
Declibito - - + - + - - + + + + + + -
Incapacidade de se levantar - + - - - - + + + + + + -
Alerta + + - - + - + - - + +
Opistotono - + - - - - + - + + - +
Movimento de Pedalagem - + + - - - + - +
Nistagmo - + - - - - + - + + - -
Sialorréia - - - - - + + + - - + - - -
Dificuldade de se levantar - - - - + - + + +
PCR
BHV-4 + + + + + + + + + + + + + +
BHV-5 - - - - - - - + +
No. de animais com sinais nervosos 1 1 4 1 2 1 1 6 1 11 30 6 1- 1
no rebanho
No. de animais que morreramcom 1 1 4 1 2 1 1 6 1 11 30 6 1 1

sinais nervosos no rebanho

7 anos

Na maioria das propriedades (10/14 — 71,4%), a
doenca neurolégica apresentou-se de forma
esporadica, afetando 1 a 4 bovinos por rebanho,
sendo que em 4 propriedades (28,6%), 6 a 30
bovinos foram afetados. Os casos de BHV-4 nédo
apresentaram carater sazonal (Tab. 5).

Na propriedade onde ocorreu morte de 30
bezerros com sinais nervosos, foram coletadas
amostras de sangue em tubos de EDTA de 37
vacas,

gue pariram os bezerros que morreram com
sinais nervosos, o DNA do BHV-4 foi detectado

nos leucécitos do sangue periférico (PBL). Nas 7
vacas restantes, o BHV-4 foi detectado em 4

vacas que apresentavam mastite, ndo sendo
aparentemente

detectado nas outras vacas,
sadias.

Em 2 propriedades, além dos sinais nervosos, 0s

animais apresentaram sinais respiratérios como
tosse, respiracao ofegante e dispnéia.

sendo 30 destas provenientes das
respectivas mées e o restante coletado de vacas
selecionadas aleatoriamente. Em 28 das 30 vacas

De acordo com informacdes dos proprietarios e
veterinarios responsaveis, a necropsia, 0S
pulmdes dos bovinos estavam 60% congestos.
Nestas 2 propriedades, um exame sorolégico
para o virus respiratorio sincicial bovino (BRSV)
evidenciou animais soropositivos.

De acordo com informacgBes relatadas pelos
veterinarios responsaveis e proprietarios, em
todas as propriedades afetadas pelo BHV-4,
casos de mastite e problemas reprodutivos eram
observados com frequéncia.

As 14 propriedades onde ocorreram 0s casos de
BHV-4 estdo localizadas em 7 das 10 regides

administrativas de Minas Gerais, portanto, estdo

dispersas por todo o estado. A regido com maior
nimero de casos foi a Central com 5 casos.

Somente nas regides do Rio Doce, Jequitinhonha
e Norte de Minas ndo ocorreram casos de BHV-

4. (Fig. 8).
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Figura 8.Distribuicdo geogréfica por regido dos casos de BHWescritos entre paréntesis.

4.4.5. Discussao

Todas as amostras de BHV-4 detectadas neste

estudo foram originarias de SNC de bovinos que
morreram apés apresentarem sinais neuroldgicos.
Nos encéfalos analisados histopatologicamente,
foi observada uma encefalite ndo supurativa.
Casos de disturbios neurolégicos e encefalite em
bovinos infectados com o BHV-4, apesar de
pouco frequientes, tem sido relatados (Yamamoto
et al., 2000; Fridgut & Stram, 2006). Entretanto,
a funcdo do BHV-4 no sistema nervoso ainda é
obscura. Ao contrario dos outros herpesvirus,
ndo foi provado que o BHV-4 seja agente
causador de alguma doenca definida (Fridgut &
Stram, 2006), especialmente de desordens
neurolégicas.

A maioria dos Alfaherpesvirus evita a eliminacao
pelo sistema imune do hospedeiro através da
laténcia dentro de células do sistema nervoso
como 0s ganglios, durante os intervalos entre
episédios da doenca (Rissi et al.,, 2007). Por
outro lado, os Beta e Gamaherpesvirus evitam a
eliminacdo através da laténcia nos linfécitos

(Goyal et al.,, 1992). No presente trabalho,

somente em 1 propriedade foram coletadas
amostras de sangue em tubos de EDTA para a
deteccdo do BHV-4 em leucécitos (PBL), além

da coleta dos encéfalos dos bovinos. Neste caso
0 BHV-4 foi detectado em ambas as espécimes

demonstrando que o virus estava associado com
0 SNC e com os leucdcitos. Nos outros casos
somente a associacio com o SNC foi
confirmada. De acordo com Yamamoto et al.
(2000), quando o DNA do BHV-4 é encontrado
no SNC e em linfdcitos, sugere-se que o BHV-4
faca laténcia em ambos os tecidos.

Como o BHV-4 tem sido isolado de uma ampla
variedade de condicbes clinicas em bovinos, as
propriedades biolégicas, incluindo tropismo
celular e sitios de laténcia podem ser diferentes
para cada amostra de BHV-4 (Asano et al.,
2003). No caso da amostra B11-41, isolada da
medula espinhal de uma vaca com incoordenacao
motora, o BHV-4 ndo foi detectado nos pulmdes,
coracdo, bago, figado ou rins. No entanto, o
isolado estava associado somente com o sistema
nervoso e nao com os leucécitos do sangue
(Yamamoto et al., 2000). Em outros casos, o
BHV-4 foi detectado frequentemente em
linfonodos, linfécitos e tecidos do sistema
nervoso como cérebro, medula espinhal, ganglio
trigémio e medula oblonga de animais infectados
subclinicamente. Estes dados sugerem que
infeccdes subclinicas persistentes no sistema
nervoso seja uma propriedade biolégica comum
dos BHV-4 (Izumi et al., 2006).

Estudos indicam que o BHV-4 esta presente na

' populagdo bovina, em taxas que variam de
' acordo com a regido e que pode ser ativado
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gquando os animais s@o expostos a algum estresse,BRSV. Em nenhum dos casos de BHV-4, foram
como transporte a longas distancias, parto, feitos diagndsticos adicionais para bactérias ou
subitas mudancas de temperatura atmosférica e fungos. O estresse provocado por uma infeccao
tratamentos com dexametasona (lzumi et al., concomitante, possivelmente resulte na
2006). No caso de amostras onde o BHV-4 faz exacerbacdo da infeccdo pelo BHV-4. Além
laténcia no sistema nervoso, a ativacao do virus disso, sugere-se que a infeccdo pelo BHV-4
através da imunossupressdo induzida por tenha uma fungdo imunossupressora (Goyal et
estresse, talvez, resulte em uma replicacdo no al., 1992).
sitio de laténcia podendo levar a uma doenca
neurolégica. Vale ressaltar que a desordem O BHV-4 esta disseminado mundialmente em
neurolégica em bovinos infectados pelo BHV-4 populagbes de bovinos, principalmente na
pode ndo ter relacdo com a sua existéncia no América do Norte, Japdo, Hungria, Tailandia,
sistema nervoso (Yamamoto et al., 2000). Israel e Europa (Egyed & Baska, 2003; Izumi et
al., 2006; Fridgut & Stram, 2006). Os casos de
Estudos tém demonstrado que cultivos de células BHV-4, neste trabalho, foram relatados em 7 das
endoteliais sdo 100 a 1.000 vezes mais sensiveis 10 regides administrativas de Minas Gerais e
ao BHV-4 do que as células de linhagem portanto, estdo dispersas por todo o estado. Em
continua MDBK e que o BHV-4 é capaz de se Minas Gerais, a maior parte das propriedades
replicar e iniciar lesdes histopatologicas em possui problemas de mastite, desordens
células do sistema vascular de coelhos infectados reprodutivas e abortos, incluindo as propriedades
experimentalmente (Goyal et al., 1992; Egyed & onde o BHV-4 foi detectado. Pelo fato dessas
Baska, 2003). Por seu tropismo por células doencas terem o envolvimento de varios agentes
endoteliais e pelo fato de causar lesGes causadores, um diagndstico € bem dificil de ser
vasculares em mamiferos, uma outra hipotese estabelecido. Como 0 BHV-4 esta
para as causas de encefalite em alguns bovinos frequentemente associado a essas doencas,

infectados pelo BHV-4, seria o virus se replicar
em células endoteliais do sistema nervoso,
provocando uma reacéo inflamatéria através dos
danos vasculares. Isso explicaria o fato de alguns
bovinos infectados pelo BHV-4, neste trabalho,
apresentarem um quadro de encefalite com
lesBes notadamente vasculares, como
hemorragias, trombos e vasculite linfocitica. Pelo
fato dos principais alvos de replicacdo do BHV-4
serem os 6rgaos linféides, os tratos respiratério,
urogenital e digestivo e por ter um
endoteliotropismo acentuado, o BHV-4 tem sido
isolado de bovinos com sinais histopatolégicos
semelhantes aos casos de FCM (Goyal et al.,
1992; Asano et al., 2003).

Em torno de 75% dos casos de BHV-4 em que
havia alguma manifestagdo clinica de doenca, os
animais estavam co-infectados com bactérias,
fungos ou outros virus (Goyal et al., 1992). Esses
achados juntamente com o0 tropismo
multisistémico do BHV-4, principalmente por
orgéaos linféides, sugerem que uma relacéo entre
0 BHV-4 e co-infec¢Bes seja necessaria para que
ocorra algum sinal clinico (Goyal et al., 1992;
Fridgut & Stram, 2006). Neste trabalho, foram
encontrados 2 casos de co-infeccdo com o BHV-
5 e em 2 propriedades, os bovinos eram
soropositivos para o virus respiratério sincicial
bovino (BRSV). Vale ressaltar que o BHV-5 é
um agente causador de encefalites em bovinos.
Nos casos de co-infeccdo com o BRSV, os

podemos inclui-lo como um possivel fator
agravante, ja que relatos indicam que surtos de
doencas em que o BHV-4 esteja envolvido
resultem de processos multifatoriais (Fridgut &
Stram, 2006). Todavia, uma pesquisa sorolégica
na populacéo bovina seria muito importante para
a verificacdo da prevaléncia do BHV-4 em
Minas Gerais. Entretanto, o BHV-4 permanece
como um achado esporadico e ndo implica que
seja a causa de doencas neurolégicas ou de
outras doencas como surtos de abortos e mastites
(Fridgut & Stram, 2006).

5. CONCLUSOES

De 413 amostras de SNC de bovinos que
morreram com sinais nervosos, nas quais o virus
rabico nao foi detectado por imunofluorescéncia
indireta e inoculacdo em camundongos, 214
(51,8%) foram positivos para os herpesvirus
pesquisados no estado de Minas Gerais. Destas,
188 (87,9%) foram positivas para o BHV-5, 17
(7,9%) para o0 OHV-2, 14 (6,5%) para o BHV-4,
5 (2,3%) para o SHV-1 e somente 1 para o BHV-
1. Uma co-infeccdo do BHV-5 com o OHV-2 e
BHV-4 foi observada em 8 e 2 amostras,
respectivamente.

Conclui-se que os herpesvirus estdo presentes e
sdo sub-diagnosticados no estado de Minas
Gerais. Devido a importancia social e econémica
da criacdo de bovinos no Brasil, é essencial a

bezerros apresentaram ndo somente o0s sinaisdestinacdo de recursos fisicos e financeiros para

neurolégicos, mas sinais respiratdrios
semelhantes aos ocorridos em infeccdo pelo

a especializacédo de profissionais e capacitacdo de
laboratérios para o diagnostico neurolégico
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destas doencas, garantindo, desta maneira, a

prosperidade da bovinocultura brasileira.
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7. ANEXOS

ANEXO 1
Anexol
' /| Formulario inico derequmlgqnjle exames para sindrome 3 i
[ neurclogica

e ] Tzo do Labaratario
Veterinario responzavel: CEMV-
E ndereco: Mumnicipio: UF:
T alefone: ( i) Fax ( )]
E-mail:
Proprietario:
Propriedade: Coordenadaz
Localizacam
Mumicipio: UF: Telafome: { ) FAX:{ }
E -mail:
E spécie: Bovina E Egiina E O=ina E Caprina E Canina E Felina E outas E {(Bzpecificar);
Identificacao: Idade: messs Sen: macho [ Smea [ Raca:
O animal ingerin racio em aleuma fzs davida®3im [] MNie [] QuandeT
Havia outras espécier afetadaz? Sim [ M3c [ Cuais?
Numers de smimsis: no rebanhe | } dosntes ) maortos }

O animal morto ja foi vacinado para: Faiva [ Clostddioss [ Cweras [

Quando?:

Origem da nodficacio: Propristirio [ | Teesimo [ Vigilinciz[]

Datadal®vizita:

T ipoz de zinais clnicos aprezentados:
Motz subita

LT T d
Incoordemagio.. oo [
Tolama. oo I

Mosrimento de pedalagem []
Dizmetria ..
Tremporas ...
Mistazmo ...
Tenzeme
Apetite andmalo..............

Espanmos nwacvlarss..... O

Duracio doz sinaiz clinicos (desde o ndcio ate a mortek
Haviam animair que ze recuperaram dos sinais climicos? 2im [] Mic [] Que percenmtual? %o
Houwe Contate direto depesspas com oo animais supeitoe 7

Zim []

data danotificacio
data provavel do micio da doenca: /.

Paralizia flacida dos membros posterioms.. ...
Paralisia flirida doz membros anteriores ..

Cl

Alteragiocomportamental ... =N |
Fotofobia' aemfobia ... |
Sdaloria.. .. iy
JA T 00T S |
Agrzssividad =0
Cheedbadienn:: o oonr e sm e sm e |
horas Sacrificade: 3im [] Mic [

Mio []

Datadacoleta: [/

T ipo de amoztra encanmnhada: sncs
Dia e hora provavel da morte:

datm do envio para o L shoratorio: g
falo [ medula [ cembale [Jbtulbe [ tronco sncsflice [ cutras:

T empo decorrido entre 3 morte & 3 coleta do material:
T empo decorrido entre a morte & a fivacio do material

Matarial conzervado am:

az

horas
horas

.
az

Observacies:

Local/data:

Azdnabera
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ANEXO 2

IDENTIFICACAO DA PROPRIEDADE E PROPRIETARIO
Nome da propriedade: _Fazemde. Corramca

Nome do proprietario: _ Joy J Pereirc
Municipio: ogoa, Forymona,
Endereco: ‘_Tu‘c%\ Limirio 265

RESPONSAVEL PELO PREENCHIMENTO DO QUESTIONARIO
Nome: Niycldo \lierce Corxela

Enderego: __ awo Coyyearo 36
Telefone: < 3%2Y4. 28417

DIAGNOSTICO EDUCATIVO SANITARIO — DOENGA DE AUJESZKY
1.Ha criagao de suinos na regidao? (X)SIM ( )NAO

2.Existe abatedouros de suinos na regiao? ( )SIM ()X)NAO

3.Se ha criacao de suinos na regiao, qual o tipo da criagao?
( X)autébnoma, ( )integrada, ( )() fundo de quintal, (X') para consumo préprio

4.Ha criacao de suinos na propriedade? (X)SIM ( )NAO
5.Se ha criacao de suinos na propriedade, responda as perguntas de A a D:

A. Qual o tipo da sua criagao ?
( X) autébnoma,( ) integrada, ( %) fundo de quintal, ( X) para consumo préprio

B. Ha quantos anos vocé cria suinos nesta propriedade?
( )Juma?2anos,( )trésa4anos, ( )cincoa7anos, ( )oitoa 10anos, ( )onze a 12 anos,
( ) treze a 15 anos, (X) dezesseis a 18 anos, () acima de 19 anos.

C. Vocé tem tido casos de porcas que abortam, nascimento de leitGes
mortos ou fetos mumificados?
( )raramente,( )frequentemente, ()<) néao

D. Possui outros animais domésticos em contato direto ou indireto com

suinos?
(>ggatos, ( X)cées, (>< )bovinos, ( )ovinos e caprinos, (X )galinhas caipiras, ( )pombos
( ) outros (quais ), (  )nenhum

6.Foi notado sinais nervosos em outros animais da propriedade?

( )gatos, ( )cées, ( )bovinos, ( )ovinos e caprinos, ( ) galinhas caipiras, ( ) selvagens
( ) quais( ),( ) outros (quais

( Xnenhum

- o

7.Houve algum tipo de diagnéstico clinico oy {aboratorial para a Doenca de
Aujeszky na regidao? PYNAO ( )SIM
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