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1. INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 1 é responsavel por causar uma variedade de
quadros clinicos como rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), vulvovaginite pustular
infecciosa (IPV) e balonopostite pustular infecciosa (IBP), além de falhas
reprodutivas, como retorno ao cio e abortamentos (SILVA, T. et al., 2000).

O BoHV-1 pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Varicellovirus, e caracteriza-se por apresentar como material genético
uma fita dupla de DNA, envolto por um capsideo icosaédrico, uma camada
proteica denominada tegumento, e envelope glicoproteico (DAVISON et al.,
2009). Como todos os herpesvirus, o BoHV-1 é capaz de estabelecer laténcia
(ROIZMANN et al., 2001), podendo ser reativado por uma variedade de estimulos,
dentre eles fatores estressantes.

A espécie bovina € hospedeira natural do BoHV-1. Entretanto, infeccbes
por este virus tém sido relatadas em outras espécies de ruminantes domésticos e
selvagens (THIRY et al., 2006). Estudos soroldgicos realizados em diversos
paises, tém sugerido que bubalinos (Bubalus bubalis) sdo suscetiveis ao BoHV-1
bem como a outros alfaherpesvirus geneticamente relacionados (THIRY et al.,
2006; CAVIRANI et al., 1997; GALIERO et al., 2001).

As informacbes sobre o papel epidemiolégico da espécie bubalina em
infeccbes pelo BoHV-1 é limitada e principalmente suportada por inquéritos
sorologicos. Apesar de os bovinos se infectarem naturalmente pelo BoHV-1 e
estudos sorologicos indicarem que este virus esta disseminado em rebanhos
bovinos de todo o pais, a distribuicdo dessa enfermidade em budfalos ndo tem sido
estudada. Dessa forma, € de grande interesse investigar a circulacdo do BoHV-1
na espécie bubalina, inferindo a respeito do possivel papel epidemiolégico do
bdfalo na disseminacdo desse agente para rebanhos bovinos, ja que,
ocasionalmente, bubalinos podem ser criados juntamente com o0s bovinos ou
muito proximos.

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

2. METODOLOGIA
Amostras e extracao de DNA
Foram coletados 202 géanglios trigémeos de bufalos, provenientes de
diferentes rebanhos do Estado do Rio Grande do Sul, de animais com idade entre
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24 e 36 meses, nao vacinados contra herpesvirus bovino, em um abatedouro
localizado no municipio de Pelotas. No Laboratério de Virologia e Imunologia
UFPEL, os ganglios trigémeos foram congelados a uma temperatura de -70° C,
para posterior utilizacéo.

Semi-Nested PCR

As amostras de DNA extraidas foram analisadas para a presenca de DNA
de BoHV-1 através de uma Semi-Nested PCR (SN-PCR), com amplificacdo de
um segmento do gene que codifica para a glicoproteina D (gD) do envelope de
BoHV-1. A primeira reagdo utilizou os primers externos P3 sense
(5GCTGTGGGAAGCGGTACG3), e P4 anti-sense
(5GTCGACTATGGCCTTGTGTGC3’) para a amplificagao de 468 pb. Na segunda
reacao foram usados primers P4 anti-sense (5GTCGACTATGGCCTTGTGTGC3’)
e P5 sense (5’ ACGGTCATATGGTACAAGGACAGCG3’) para a amplificacdo de
um produto final de 425 pb, seguindo metodologia descrita por (WIEDMANN et al.
1993).

A primeira reacdo da SN-PCR foi realizada em uma solucéo contendo 1,5
puL de DNA e 7,5 L de PCR-MIX constituido por 10 pmol de cada primer (P3/P4),
1,5 mM de dNTP (Ludwig®), 2,5 unidades de Taq DNA polimerase (Invitrogen®),
e agua ultra pura autoclavada para o volume final de 25 pL. O processo de
amplificacdo foi realizado em termociclador (Biocycler®) com as seguintes
condi¢des: uma etapa de 4 min a 94°C; 30 ciclos de 1 min a 94°C, 1 min a 60°C e
1 min a 72°C, seguida de uma etapa de extensdo final de 7 min a 72°C. Do
produto da primeira amplificagdo foram utilizados 3 pL para a segunda reacao da
SN-PCR (primer P4/P5), nas mesmas condi¢cdes de tempo e temperatura.

Sequenciamento genémico

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

Soroneutralizagao

Foram coletadas 242 amostras de soro para exame individual frente a
diferentes amostras de herpesvirus: BoHV-1 (cepa Los Angeles), BoHV-5 (cepa
Riopel - RP), e BUHV (cepa B6). As amostras foram dispostas e diluidas (1:2 até
1:256) em placas de 96 orificios, e cada virus padrdo colocado na concentracéo
de 100 DICCsy (doses infectantes para 50% dos cultivos celulares). Apés
incubacgéo soro-virus por 1 hora a 37°C, uma suspensdo de células da linhagem
Madin Darby Bovine Kidney (MDBK), cultivadas em meio minimo essencial de
Eagle (EMEM) (Sigma®), suplementadas com 10% de soro fetal bovino (Gibco®)
e antibidtico, foi adicionada. Posteriormente as placas foram incubadas a 37 °C,
em atmosfera a 5% de CO,. A leitura final do teste de soroneutralizagdo foi
realizada apdés 72 horas, pela observacdo da presenca ou auséncia de efeito
citopético (ECP) caracteristico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados dos testes da SN-PCR utilizadas neste estudo para a
deteccdo de DNA de BoHV-1 demonstraram que dos 202 ganglios trigémeos
testados, 61 (30,1%) foram positivos. Na analise de similaridade molecular entre
as amostras positivas na Semi-nested PCR e isolados de referéncia de BoHV-1,
comprovou-se alto grau de correlacao.

Diversos trabalhos previamente publicados tiveram por objetivo a aplicacdo
de PCR para identificar e diferenciar o BoHV-1 e BoHV-5 em tecidos ou amostras
clinicas (ALEGRE et al., 2001; CLAUS et al., 2005). A PCR utilizada, que teve
como alvo um fragmento do gene gC, identificou 16 amostras de BoHV-1 e 24 de
BoHV-5 isoladas de diferentes amostras clinicas.

A andlise de similaridade pelo BLASTn demonstrou elevado grau de
similaridade molecular das amostras positivas com as sequéncias da gD de
isolados de referéncia de BoHV-1 disponiveis no GenBank. Este dado reforca a
ideia de que o virus circula entre os rebanhos bubalinos do pais, tornando estes
animais potencialmente disseminadores do virus.

Os resultados dos testes de soroneutralizagdo (SN) mostraram que das
242 amostras de soro analisadas, 67 apresentaram anticorpos neutralizantes
contra, pelo menos, um dos virus testados. Assim, 56 amostras (23,14%) dos
soros neutralizaram a amostra LA (BoHV-1), 50 (20,66%) amostras a B6 (BuHV),
enquanto que 54 amostras (22,31%) neutralizaram a amostra RP (BoHV-5). Os
titulo, em todos os casos, variaram entre 2 e 32. Também, 48 amostras (19,8%)
neutralizaram os 3 virus.

Segundo Rocha et al., (2001), testes sorologicos tém demonstrado a
presenca da infeccdo por BoHV-1 em rebanhos bovinos de diversos Estados
brasileiros, e 0s percentuais de animais soropositivos variam de 27,1% a 85,7%.
Com estes indices observados, a avaliacdo sorolégica de rebanhos bubalinos
torna-se importante também para a identificacdo de animais que possam estar
eliminando o virus, e que provavelmente estejam atuando como um reservatorio
dos herpesvirus bovino, tanto para rebanhos bovinos como para outros bubalinos.

A presenca de DNA viral nos ganglios trigemeos de bufalos comprova que
estes animais podem ser naturalmente infectados com BoHV-1, e abrigar o virus
de forma latente, j& que todos os animais, apés a infeccdo, tornam-se portadores
do virus. Nestes portadores, em situacfes de estresse como transporte, por
exemplo, pode haver a reativacdo viral, tornando-os fonte de infeccdo para o
rebanho. Embora ainda ndo se conheca o papel da biologia de BoHV-1 em
bdfalos, a investigagdo do Iimpacto sanitario dessa infeccdo torna-se
extremamente relevante, especialmente devido a parametros reprodutivos que
podem ser afetados.

Com os dados obtidos, a avaliagdo sorologica dos rebanhos bubalinos torna-
se importante também para a identificacdo de animais que possam estar
eliminando o virus, e que provavelmente estejam agindo como reservatério dos
herpes virus bovino, tanto para rebanhos bovinos, como também para outros
rebanhos bubalinos.

4. CONCLUSOES

Os resultados comprovam que o BoHV-1 circula em rebanhos bubalinos
provenientes da regido sul do Brasil. Este € o primeiro estudo que utiliza testes
moleculares para a deteccdo de infec¢Bes latentes por BoHV-1 na espécie
bubalina no Brasil.
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