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RESUMO

Os alfaherpesvirus sdo patdgenos importantes em ruminantes, capazes de causar consideraveis
prejuizos na criagdo desses animais. No Brasil, bufalos d’agua (Bubalus bubalis), bovinos (Bos
taurus taurus) e zebuinos (Bos taurus indicus) t€m sido criados em proximidade, representando
preocupagdo e criando oportunidades para infecgdes interespécies. O alfaherpesvirus bovino 1
(BoAHV1) possui distribuicao geografica que se assemelha a distribui¢do da criagdo bovina
mundial. Por outro lado, o alfaherpesvirus bovino 5 (BoAHVS) apresenta uma distribui¢ao
geografica peculiar, que parece estar relacionada a proximidade de criagcdo entre bovinos e
bubalinos. Ja o alfaherpesvirus bubalino 1 (BuAHV1) ¢ apenas ocasionalmente reportado em
bovinos. Em bubalinos, os alfaherpesvirus ja identificados sio o BuAHV1 e o BoAHV1, ndo
havendo relatos na literatura sobre infecgdes com BoAHVS5 nessa espécie. Como estes sdo virus
recentemente identificados em bufalos, a susceptibilidade desses animais a infec¢des por
BoAHV1, BoAHVS5 e BuAHVI1, o papel dos bufalos na transmissdo interespécie e as
consequéncias que tais infecgdes (ou coinfec¢des) possam acarretar em bubalinos ainda sdo
pouco entendidas. Assim, o objetivo deste estudo foi investigar a presenca de BoAHVI,
BoAHVS e BuAHV1 em tonsilas palatinas de btfalos d'dgua clinicamente saudaveis. Um total
de 293 amostras foram coletadas no estado do Parad. As amostras foram analisadas por nested
PCR (nPCR) tendo como alvo uma regido do gene da glicoproteina C (UL44). O segmento
amplificado foi sequenciado para confirma¢do do tipo viral. Andlises filogenéticas foram
realizadas, buscando identificar as relagdes evolutivas entre esses virus e outros disponiveis no
GenBank. Foram detectadas duas amostras positivas para BOAHV1, 11 amostras positivas para
BoAHVS, 4 amostras positivas para BuAHV1 e uma amostra com uma coinfec¢do com
BoAHV1 e BoAHVS. Filogeneticamente, as sequéncias de BUAHV1 detectadas estdo mais
relacionadas com as sequéncias indianas de BUAHV1 (0Q669139, 0Q669137, OQ608621,
0Q669138) do que com as sequéncias de origem italiana (0OQ442798) ou australiana
(NC _043504). As analises filogenéticas também demonstraram que os BoAHVS encontrados
estdo mais intimamente relacionados a BuAHV1 do que a BoAHV1. Portanto, fica aqui
evidenciado que ndo apenas BOAHV1 e BuAHV1, como também o BoAHVS, podem infectar
bufalos d'agua. Este ¢ o primeiro relato de detec¢do de BOAHVS em bubalinos, assim como o
primeiro caso descrito de coinfec¢do com BoAHV1 e BoOAHVS nesta espécie. No entanto, ndo
foi possivel isolar virus em nenhuma das amostras, apesar de cinco passagens consecutivas em
cultivos celulares, sugerindo que os virus encontram-se em laténcia. Tendo em vista estes
achados, fica evidenciado que os bufalos podem ser considerados provaveis reservatdrios para
esses virus e que mais genomas, especialmente de BoAHVS e BuAHVI, precisam ser

sequenciados para uma melhor compreensdo da relagdo filogenética desses virus.

Palavras-chave: bufalos d'dgua, herpesvirus, glicoproteina C, tonsilas palatinas, BOAHV1,
BoAHVS, BuAHV1



ABSTRACT

Herpesviruses are significant pathogens in ruminants, capable of causing considerable losses
to animal breeding. In Brazil, water buffaloes (Bubalus bubalis), bovines (Bos taurus taurus)
and zebu (Bos taurus indicus) are often raised together on farms, posing a risk factor and
creating opportunities for cross-infections. Bovine alphaherpesvirus 1 (BoAHVI) has a
geographical distribution that resembles cattle farming around the world. On the other hand,
bovine alphaherpesvirus 5 (BoAHV5) shows a peculiar geographical distribution, which seems
to correspond to close proximity farming of buffalo and cattle. The bubaline alphaherpesvirus
1 (BuAHV1) is occasionally reported in cattle. In buffaloes, BoAHVI1 and BuAHVI have
already been reported. To date, there are no records of BoAHVS infections in these animals.
Thus, susceptibility of buffalos to BoAHV 1, BoAHVS, and BuAHV 1 infections and its role for
interspecies transmission is largely unknown. The aim of this study was to investigate the
presence of BoAHV I, BoAHVS, and BuAHV1 in palatine tonsils of apparently healthy water
buffaloes. A total of 293 tonsil samples were analyzed by nested PCR targeting a region of the
glycoprotein C gene (UL44). After, positive samples were sequenced for viral type
confirmation. Phylogenetic analyses of the amplified fragments were conducted to identify the
evolutionary relationships among these viruses. BoAHVI1 was detected in two samples,
BoAHVS in 10 samples, and BuAHVI in four samples. Additionally, a coinfection between
BoAHVI and BoAHVS was identified in one of the positive samples. Phylogenetically, the
sequences of BuAHV1 detected in this study were closer related to the Indian sequences
(00669139, 00669137, 00608621, OQ669138) than to the Italian sequence (0Q442798) or
the Australian reference sequence (NC 043504) deposited in GenBank. Moreover,
phylogenetic analyses demonstrated that the BoAHVS found in this study were more closely
related to BuAHV1 than to BoAHV 1. Thus, in this work we showed that not only BoAHV1 and
BuAHVI but also BoAHVS can infected water buffaloes. This is the first report of BoAHVS
detection. This is also the first BoAHVI/BoAHVS coinfection detection in water buffaloes.
Infectious virus could not be recovered from palatine tonsils tissues, even after five blind
passages in cell culture, suggesting that these are latent infections. Therefore, buffaloes can be
considered a reservoir for these viruses. Furthermore, for a better understanding of the
phylogenetic relationship of these viruses, further studies sequencing complete genomes are
necessary due to the small number of deposited sequences, especially for both BoAHVS and
BuHVI.

Keywords: Water buffalo, herpesvirus, glycoprotein C, palatine tonsils, BoAHV I, BoAHVS,
BuAHVI.
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1 INTRODUCAO

Os herpesvirus sdo importantes patdgenos em ruminantes, podendo causar perda
consideravel na criagdo desses animais. O alfaherpesvirus bovino 1 (BoAHV1), o
alfaherpesvirus bovino 5 (BoAHVS5) e o alfaherpesvirus bubalino 1 (BuAHV1) sdo
classificados na ordem Herspesvirales, familia Orthoherspesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus (Gatherer et al., 2021). Os herpesvirus causam, na
grande maioria das situagdes, infec¢des inaparentes; assim, a prevaléncia das infec¢des €

invariavelmente superior aos casos onde doengas clinicamente aparentes sdo detectadas.

O BoAHV1 ¢ associado a uma variedade de quadros clinicos. E o agente causador da
rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), uma doenca respiratoria caracterizada principalmente
por rinotraqueite e conjuntivite, e que foi a primeira condig@o que levou ao isolamento do virus
(Kahrs, 1977; Graham et al., 2013). A infeccdo genital por BOAHV1 ¢ caracterizada por
balanopostite e, em fémeas, ¢ caracterizada por vulvovaginite pustular (IPV) e pela indugao de
abortos e outros problemas reprodutivos, como perdas embrionarias e fetais (Nandi et al., 2009;
Graham et al., 2013; Chothe et al., 2018). O virus pode ser transmitido pelo s€émen, através de
monta natural ou inseminacdo artificial, sendo uma causa importante de comprometimento de
partidas de sémen. A infeccdo por BOAHV1 ¢ reconhecida a nivel mundial como uma das
principais infec¢des bovinas de importancia economica, especialmente devido a diminuigdo da
eficiéncia reprodutiva e a consequente queda na produtividade dos rebanhos (Gibbs &

Rweyemamu, 1977; Ackermann & Engels, 2006; Biswas et al., 2013; WOAH, 2024).

O BoAHVS causa principalmente meningoencefalite, quase que invariavelmente fatal,
em bovinos. Quando clinicamente aparente, as infeccdes pelo BoAHVS sdo geralmente
identificadas em bezerros jovens, onde a mortalidade pode chegar a 100%. Os sinais clinicos
em bovinos afetados incluem apatia, anorexia, fraqueza seguida de sinais neurologicos, como
incoordenacgdo, tremor muscular, cegueira, andar em circulos, decubito, pressdo de cabeca,
convulsdes e morte (Ely et al, 1996; Megid et al., 2015). Ocasionalmente, o BOAHVS5 foi
associado a disturbios reprodutivos em fémeas afetadas (Del Médico et al., 2005; Kirkland et

al., 2009; Favier et al., 2012).

Como todo herpesvirus, o BOAHVS, apds a infecgdo primadria, estabelece uma infecg¢ao
latente que permanece no animal até sua morte. Tanto o BoAHVS quanto o BoAHVI

estabelecem infec¢des latentes nos mesmos sitios: os ganglios trigémeos e paravertebrais
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lombares e sacrais, tonsilas, células sanguineas e linfonodos. Sob situacdes estressantes, essas
infec¢des podem ser reativadas, excretando virus através das secregdes nasais, oculares e
genitais, de acordo com o sitio de infeccdo original (Winkler et al., 2000; Wang et al., 2001,

Perez et al., 2005; Del Médico et al., 2009; Favier et al., 2014).

Ja o BUuAHV1, usualmente causa infecgdes assintomaticas em bubalinos (Scicluna et
al., 2007; Scicluna et al., 2010). Entretanto Amoroso et al. (2013) reportaram a detec¢do de
BuAHV1 em tecidos provenientes de um feto bubalino abortado, o que sugere que, como o0s
alfaherpesvirus de bovinos, a maioria das infec¢des sejam assintomdtica, embora o virus possa

causar doenca eventualmente.

Apesar dos bovinos serem considerados hospedeiros naturais de BoAHV1 e BoOAHVS,
os bufalos d’agua sdo espécies suscetiveis a infecgdes tanto naturais quanto experimentais por
BoAHV1 (Scicluna ef al., 2010; Fusco et al., 2015). Entretanto, até a presente data ndo foram
reportadas infecgdes por BOAHVS em bufalos d’agua.

No cendrio atual da pecudria no Brasil, bufalos e bovinos sdo frequentemente criados
juntos em fazendas mistas, gerando oportunidades para infec¢des cruzadas. Especificamente no
caso dos herpesvirus, alguns alfaherpesvirus de ruminantes podem, ocasionalmente, atravessar
a barreira das espécies; nessas condigdes, bovinos e bufalos podem se infectar com esses virus,
podendo ser geradas oportunidades para que ocorram recombinagdes ou outras formas de
intercAmbio genético (Camero et al., 2019; Lechmann et al., 2021). Esse tema, portanto,
focando a origem e as relagdes evolutivas entre BuAHV1, BoOAHV1 e BoAHVS, ainda precisa
ser mais detalhadamente examinado. Estudos anteriores revelaram que o BOAHVS apresenta
maior similaridade antigénica com o BuAHV1 do que com o0 BoAHV1 (D’Arce et al., 2002;
Romera et al., 2022). Interessantemente, hé indiscutiveis diferencas na distribuicao geografica
mundial de BOAHV1 e BOAHVS. O BoAHV1 ¢ prevalente em todo o mundo, sendo encontrado
praticamente em todas as regides de criacao de bovinos e zebuinos. Enquanto isso, a prevaléncia
do BuAHV1 em bubalinos parece ser restrita em sua distribui¢do geografica, tendo sido
relatado em paises como Australia, Ird, Italia, Argentina e ndia (St George & Philpott, 1972;
Maidana et al., 2014; De Carlo et al., 2004; Hedayat et al., 2020). Por sua vez, o BOoAHVS
aparenta ter uma distribuicdo geografica particular, que parece estar relacionada ao contato,
passado ou atual, entre bubalinos e bovinos ou zebuinos (Gongalves, 2023). Como tal, o virus
¢ endémico na América do Sul, sendo sua ocorréncia reportada principalmente na Argentina
(Maidana et al., 2011), Brasil (Rissi et al., 2006; Campos et al., 2009), Uruguai (Puentes et al.,
2016) e Colombia (Vargas et al, 2016). Em vista disso, o foco do presente trabalho foi
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investigar a ocorréncia das infec¢des por BOAHV 1, BoAHVS e BuAHV1 em tonsilas palatinas

de bufalos e buscar analisar as relacdes filogenéticas entre esses virus.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

e Contribuir para o conhecimento da biologia e epidemiologia dos herpesvirus de ruminantes

em bufalos.

1.1.2 Objetivos especificos

e Pesquisar 4cidos nucléicos de herpesvirus em amostras de tonsilas palatinas de bufalos;

e Investigar a presenga de herpesvirus infeccioso nas tonsilas palatinas;

e Utilizar uma PCR para detec¢do e diferenciacdo de herpesvirus bubalino (BuAHV1) e
bovinos (BoAHV1 e BoAHVS) em tonsilas palatinas;

e Realizar andlises bioinformaticas com os genomas de herpesvirus identificados e

investigar possiveis interagdes entre estes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.2 Historia dos bufalos

O bufalo d’agua (Bubalus bubalis), também conhecido como bufalo-doméstico ou
bufalo-asiatico, ¢ origindrio do continente asiatico. Acredita-se que foram domesticados ha
cerca de 3.000 anos A.C., na regido em que hoje se encontram a India, o Iraque e a China
(Minervino et al., 2020). A partir desses paises, esses animais se espalharam para o resto do
mundo. No Brasil, os bufalos foram introduzidos no final do século XIX. Aqui, esses animais
foram e ainda sdo mantidos como fonte de producao de carne, de leite e como animais de tragdo
(Grazziotto et al., 2020).

Atualmente, existem 204 milhdes de bufalos no mundo, do quais 199,92 milhdes (98%)
encontram-se no continente asiatico; 1,8 milhdes (0,9%) nas Américas; 1,63 milhdes (0,8%) na
Africa; 0,41 milhdes (0,2%) na Europa; e 0,2 milhdes (0,1%) na Oceania (FAO, 2014). O Brasil
tem a maior populacdo de bubalinos no continente americano: em 2022, segundo dados oficiais
do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatisticas (IBGE), a populagdo de bufalos no pais era
de 1.598.268 cabegas. Esses animais estdo distribuidos nas cinco regides que formam o
territorio nacional, sendo que a regido norte do pais registra o maior nimero de bufalos, com
889.950 mil cabegas. Entre os estados do norte, o Pard conta com 664.672 bufalos — dos quais
452.228 encontram-se na Ilha de Marajd, a maior ilha fluvial do pais —, tornando-o o estado
com o maior rebanho de bubalinos do pais. Além disso, o Para ainda ¢ o segundo estado no pais
em numero de cabegas de gado bovino (IBGE, 2022).

Assim como os bovinos taurinos e zebuinos sdo subespécies diferentes (Bos faurus
taurus € Bos taurus indicus), os bufalos d’agua podem ser divididos em duas subespécies, 0s
quais evoluiram em regides geograficas separadas: o bufalo de pantano (B. bubalus kerebeau),
originario na Indiochina, e o bufalo de rio (B. bubalus bubalis), originario do noroeste da India.
Os bufalos de pantano predominam no sudeste asiatico, Australia e nos estados do noroeste da
ndia. Para essa espécie, ¢ reconhecida apenas a raga Carabao, originaria das Filipinas
(Minervino et al., 2020). Esta raca foi introduzida na Guiana Francesa e, posteriormente, na
Ilha de Maraj6 (Pard) no ano de 1890. Essa foi a primeira importacao de bufalos realizada no
Brasil. Ja para os bufalos de rio, sdo reconhecidas 18 racas diferentes (Jafarabadi, Murrah,
Mediterraneo, Nili-Ravi, Kundi, Surti, Meshana, Nagpuri, Pandpuri, Manda, Jerangi,

Kalahandri, Sambalpur, Bhadawari, Tharai, Toda, South Karana), das quais trés (Mediterraneo,
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Murrah e Jafaradi) sdo encontradas no Brasil. A raca Mediterranea se originou na Italia, no
século oito, e se estabeleceu na Europa e demais zonas mediterraneas, de onde foi
posteriormente exportada para varios paises da América e Asia (Borghese, 2005). No ano de
1895, ocorreu a segunda exportacdo de bufalos para a [Tha de Marajo, dessa vez de animais da
raca Mediterraneo. Ja as ragas Murrah e Jafarabadi sdo provenientes de Haryana e Gujarat, na

regido noroeste da India. Ambas foram introduzidas no Brasil no ano de 1961 (ABCB, 2011).

Figura 1. Classificagdo taxondmica dos bufalos e dos bovinos. Em verde se destacam
a espécie e as racas de bufalos que se encontram no Brasil. Em azul se destacam o género, a

espécie, as subespécies e as principais ragas dos bovinos que se encontram no Brasil.

Ordem Artiodactyla
Subordem Ruminantia
Familia Bovidae

Subfamilia Bovinae

Género Bubalus

Espécie Bubalus bubalis
Bufalo dagua ou water buffalo”

B. Bubalus bubalis B. bubalus kerebau B. t. indicus (zebi)
Bifalo-do-rio Bifalo-do-pantano

Melzi/[i‘;:_:li‘;k:leo Carabao Holandesa Guzera
Jafarabadi Jersey i
— Pardo Suigo Nelore
e Angus Brahman
o Hereford Indubrasil
Nagpuri
Pandpuri
Pandpuri
Manda
Jerangi
Kalahandi
Nili-Ravi

Sambalpur
Bhadawari
Tharai
Toda
South Kanara

Fonte: O proprio autor, 2023.

O bufalo d’agua ¢ conhecido por sua robustez e grande adaptabilidade a diferentes
topografias, solos e fatores climaticos. No entanto, o contato entre os bufalos d’agua com o
gado bovino ou outros animais domésticos e selvagens, assim como seu acesso a diferentes
ecossistemas, os expde a diferentes enfermidades infecciosas, assim como expde 0s animais
autoctones a microrganismos originarios de bubalinos (Lechmann et al., 2017).

Sabe-se que alguns virus tendem a causar doengas de baixa gravidade ou infecgdes
assintomaticas em seus hospedeiros naturais. Entretanto, em alguns casos, eles podem causar

doenga grave e letal quando a infec¢do ocorre em outras espécies animais que nao sdo os seus
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hospedeiros naturais. Exemplos destes virus em ruminantes sdo o virus da febre catarral
maligna (MCFV), o BoAHV1, e o virus da lingua azul (BTV). Portanto, quando animais
exoticos como os bufalos domésticos entram em contato com espécies endémicas como o0s
bovinos, ovinos e caprinos, existe a possibilidade de produzir infec¢des nesses animais
(Lechmann et al., 2017).

Diferentes tipos de herpesvirus de ruminantes ja foram detectados em bufalos: o
alfaherpesvirus bovino 2 (BoAHV2), o gammaherpesvirus bovino 4 (BoGHV4),
gammaherpesvirus bovino 6 (BoGHV6), o BOAHV1, e o BuAHV1 (Villanueva et al., 2018).
Os herpesvirus, em funcdo do ciclo biologico que apresentam e, particularmente, 0o BOAHV1 e
BuAHV1, sdo potenciais candidatos a causar infecgdes cruzadas entre bovinos e bubalinos.
Como no Brasil a criagdo de bufalos d’agua e de gado bovino em sistemas de produgdo mistos

tem aumentado, o risco de transmissdo de infec¢des virais entre as espécies ¢ iminente

(Scheffer, 2015).

2.3  Classificacdo dos herpesvirus

A familia Orthoherpesviridae ¢ composta por um grupo extenso de virus DNA de dupla
fita que infecta uma ampla gama de hospedeiros, incluindo mamiferos, aves e répteis. A familia
Orthoherpesviridae pertence a ordem Herpesvirales, juntamente com as familias
Alloherpesviridae (compostas por virus de peixes e anfibios) e Malacoherpesviridae (composta
por virus de moluscos) (Gatherer ef al., 2021).

A familia Orthoherpesviridae se divide em trés subfamilias denominadas
Alfaherpesvirinae, Betaherpesvirinae ¢ Gammaherpesvirinae (Davison et al., 2009). Esta
classificagdo em subfamilias se deve as diferengas na composigado e arquitetura do genoma, na
gama de hospedeiros e caracteristicas da infeccdo latente. Os membros da subfamilia
Alphaherpesvirinae possuem um amplo espectro de hospedeiros, com um ciclo de replicagdo
curto que resulta em una infec¢do de rapida propagacdo e lise celular. In vivo, estabelecem
laténcia principalmente, mas ndo exclusivamente, nos corpos dos neurdnios dos ganglios
usualmente envolvendo os ganglios neuronais que inervam a regido primo-infectada.
Frequentemente, sdo encontrados em estado latente nos ganglios trigémeos e paravertebrais. Os
membros da subfamilia Betaherpesvirinae possuem uma gama restrita de hospedeiros, limitada
a uma unica espécie ou género. O ciclo de replicagdo ¢ relativamente longo e apresentam
infeccdo de desenvolvimento lento, em que as células aumentam de tamanho antes da lise

celular. In vivo, a laténcia se estabelece em macréfagos dos tecidos linforreticulares, nos rins e
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em glandulas secretoras. Os membros da subfamilia Gammaherpesvirinae também possuem
uma gama restrita de hospedeiros e caracterizam-se por sua replicagdo em linfocitos T e B. In
vivo, eles estabelecem infec¢des latentes em tecidos linfoides, podendo causar doencas
linfoproliferativas e neoplasias (Roizman & Pellet, 2011; Sorel & Dewals, 2019).

A subfamilia Alphaherpesvirinae ¢ a maior das subfamilias da familia
Orthoherpesviridae em relagdo ao numero de espécies conhecidas. Compreende muitos virus
estreitamente relacionados, tanto de humanos como de animais. Esta subfamilia abriga os
géneros Simplexvirus, Varicellovirus, Mardivirus, Scutavirus e Italovirus (Gatherer et al.,
2021). O género Varicellovirus abriga 20 espécies, entre as quais, de particular interesse nesta
dissertacdo, Varicellovirus bovinealphal (bovine alphaherpesvirus I ou alfaherpesvirus bovino
1, BoAHV1), Varicellovirus bovinealpha5 (bovine alphaherpesvirus 5 ou alfaherpesvirus
bovino 5, BoAHVS) e Varicellovirus bubalinealphal (bubaline alphaherpesvirus 1 ou
alfaherpesvirus bubalino 1, BuAHV1) (Gatherer ef al., 2021).

2.4 Estrutura do virion

Todos os herpesvirus compartilham caracteristicas basicas na estrutura do virion. As
particulas virais sdo compostas por quatro estruturas: genoma ou “core”, capsideo, tegumento
e envelope. O genoma dos herpesvirus ¢ composto por uma molécula de DNA de dupla fita
linear, o qual ¢ envolto pelo capsideo (Mettenleiter, 2022). O capsideo ¢ uma estrutura proteica
de simetria icosaédrica e possui um didmetro de aproximadamente 100 nm. Ele ¢ formado por
162 capsdmeros, sendo 12 pentaméricos e 150 hexaméricos, os quais estdo conectados por
complexos heterotriméricos para formar as trelicas da estrutura T=16 icosaédrica (Antione et
al., 2006; Pellet & Roizman, 2007). O capsideo, estd rodeado por uma camada protéica
denominada tegumento, que é composta por varias proteinas virais e celulares. As proteinas do
tegumento viral estdo separadas em duas estruturas, a camada “interna” e a camada “externa”.
A camada interna ¢ composta por duas proteinas conservadas que estdo relacionadas
intimamente com o capsideo. Por outro lado, a camada externa estd associada com o dominio
citoplasmatico das proteinas de membrana viral. As proteinas do tegumento sdo importantes
nos estagios de infec¢do inicial (early) e tardia (late). O envelope viral ¢ uma bicamada lipidica
derivada da membrana nuclear do hospedeiro e forma a camada externa do virion (Barber ef
al., 2017; Wu et al., 2020). Esta estrutura contém glicoproteinas virais que sdo essenciais para

a entrada do virus na célula (Figura 2).
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Figura 2. Particula viral de um herpesvirus. A) Morfologia de uma particula viral do
alfaherpesvirus humano 1 (HuAHV1; virus do herpes simples; HSV1) visualizada por
microscopia eletronica. B) Representagcdo esquemadtica do virion e suas principais estruturas.
As setas coloridas indicam as glicoproteinas (setas rosas), o envelope lipidico (setas vermelhas),

o tegumento (setas pretas), o capsideo (setas azuis) e o genoma (seta amarela).
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Fonte: Adaptado de Flint et al., 2015.

2.5 Genoma

Os genomas de BoAHV1, BoAHVS5 e BuAHVI1 apresentam uma disposi¢do
denominada tipo “D”, que consiste em duas sequéncias Unicas, denominados como unica longa
ou “unique long” (UL) e unica curta ou “unique short” (US) (Figura 3). O segmento US ainda
¢ flanqueado por duas sequéncias curtas repetidas e invertidas, sendo uma interna (IR) e outra
terminal (TR) (Pellet & Roizman, 2007).

O genoma viral dos alfaherpesvirus tem aproximadamente 130 - 150 kilobases (Kb) e
codificam em torno de 70 genes diferentes, dos quais pelo menos 10 codificam glicoproteinas.
Seis destes genes estdo localizados na regido UL e codificam as proteinas: gK (UL53), gC
(UL44),gB (UL27), gH (UL22), gM (UL10) e gL (ULI). As quatro glicoproteinas restantes sao
encontradas na regido US e codificam as proteinas: gG (US4), gl (US9), gD (US6) e gE (USS)
(Schwyzer & Ackermann, 1996).

O genoma do BuAHV1 contém 137.452 pares de bases (pb), o genoma do BoAHV1
contem 135.301 pb e 0o BOAHVS5, 137.821 pb. Os genomas destes virus apresentam um alto
contetido de G+C (aproximadamente 75%). Andlises dos genomas completos mostraram uma

identidade nucleotidica de 76.7% para o BoAHV1 e BuAHV1, 82% para o BoAHVI1 e
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BoAHVS, e 92% para o BOAHVS e BuAHV1. Tanto BOAHVS5 quanto BuAHV 1ndo possuem
a regido ULO0.5 homologa do BoAHV (Tikoo et al., 1995; Delhon et al., 2003; Scheffer et al.,
2017).

Figura 3. Representagdo esquematica do genoma dos alfaherpesvirus. As sequéncias
unicas longa (UL) e unica curta (US) estdo representadas pelos retdngulos (em verde claro) e a
orientacao dos genes (setas menores no interior dos retdngulos) esta indicada pelas orientagdes
das setas. A US ¢ flanqueada por duas sequéncias repetidas invertidas (IR e TR,

respectivamente), que estio representadas pelos pentagonos brancos.
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Fonte: O proprio autor, 2023

2.6  Replicagao viral
2.6.1 Adsor¢ao

O primeiro estagio da infec¢do viral ¢ a adsor¢do. Este processo refere-se um passo da
ligacdo do virus nas células, quando ocorre uma interagdo entre os receptores celulares e as
glicoproteinas do envelope viral. A primeira interacdo envolve a liga¢do de baixa afinidade
entre as glicoproteinas gC/gB a receptores da superficie celular como o proteoglicanos de
heparan sulfato. Esta interagdo fraca ¢ seguida por outra interagdo de alta afinidade entre a gD
e receptores celulares especificos como anectina 1. A gC e a gD se encontram entre as primeiras

proteinas virais a ter contato com as células do hospedeiro (Krummenacher et al., 2004).

2.6.2 Fusiao e penetracio

As proteinas gB, gH e gL se encarregam de mediar o processo de fusdo do envelope

viral com a membrana celular. Essas proteinas, que constituem o mecanismo bésico de fusao
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(gB, gH, gL), sdo conservadas entre todos os herpesvirus. Apés a fusdo, no citoplasma, o
capsideo dissocia do envelope viral e das proteinas do tegumento e o nucleocapsideo ¢é
transportado até os poros nucleares, permitindo a liberagdo do DNA viral e posterior replicagao

viral (Mettenleiter et al., 2009).

2.6.3 Expressio génica e replicacio do genoma

Uma vez no ntcleo, a transcricdo do genoma comega pela acdo da RNA polimerase 11
celular. A transcri¢ao do genoma, que tem a sua sequéncia regulada sob a forma de uma cascata,
inclui a expressao de trés classes de genes: “inmediate early” (IE) ou alpha, “early” (E) ou beta,
e “late” (L) ou gamma. Os genes alpha codificam proteinas que regulam a replicagdo viral. Ja
os genes beta codificam as proteinas que sintetizam e empacotam o DNA viral. Por fim, os
genes gamma contém a sequéncia de DNA das proteinas estruturais, que constituem os virions

e estdo envolvidas na morfogénese dos mesmos (Muylkens et al., 2007).

2.6.4 Morfogénese e liberacao

Nesta etapa, as proteinas do capsideo sdo traduzidas no citoplasma e sdo levadas ao
nucleo, onde se organizam e se empacotam juntamente com o DNA viral. Os capsideos, recém
formados, deixam o nucleo por brotamento através da membrana nuclear interna, onde
adquirem um envelope primario. Posteriormente, apds a fusdo com a membrana nuclear
externa, esse envelope ¢ perdido, liberando os capsideos virais no citoplasma. No citoplasma,
as particulas virais adquirem o envelope viral por brotamento em vesiculas derivadas do
complexo de Golgi. Uma vez envelopados, ocorre a liberacdo dos virions maduros através da
fusdo das vesiculas com a membrana plasmatica, um processo chamado de exocitose (Figura
4). Como ocorre com todos os membros da subfamilia Alfaherpesvirinae, a célula é lisada no

processo de infec¢do, e o virus se propaga de célula a célula (Mettenleiter et al., 2009).

2.7 Laténcia

Os alfaherpesvirus possuem a capacidade de estabelecer infecgdes latentes por toda a
vida dos hospedeiros infectados. Ocasionalmente, situagdes que interfiram no equilibrio imune

do hospedeiro causando estresse podem levar reativaras infec¢des latentes, permitindo a
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replicagdo de virus infeccioso e criando a possibilidade da transmissdo do virus a outros
hospedeiros suscetiveis. Para o estabelecimento da laténcia, ap0ds a infecgdo e replicacao local
nas células que sofreram a infec¢@o primaria, os capsideos invadem as terminagdes nervosas
sensoriais que inervam os tecidos infectados. A seguir, o capsideo ¢ transportado via fluxo
axonal retrogrado para os corpos celulares neurais dos ganglios trig€meos (quando a infec¢do
ocorre por via respiratoria) e ganglios sacrais (quando a infeccdo ocorre por via genital)
estabelecendo a laténcia (Roizman & Pellet, 2001). Embora os ganglios trigémeos sejam o
principal sitio de laténcia para 0 BOAHV1 e outros membros da subfamilia Alfaherpesvirinae,
a infeccdo latente pode se estabelecer em sitios ndo neuronais. Como exemplo, foi demostrado
que o0 BOAHVS pode estabelecer laténcia em tonsilas palatinas, leucdcitos € mucosas nasais e
traqueal (Vogel et al., 2003; Favier et al., 2014). Por outro lado, ainda sdo necessarios mais
estudos relacionados a sitios de laténcia do BuAHV1.

Enquanto na infeccdo aguda todos os genes virais sdo expressos, a laténcia ¢
caracterizada pela minima expressdo de genes, auséncia de tradugdo de proteinas virais liticas
e auséncia de producdo de virus infeccioso (Bratanich et al., 1992; Geiser et al., 2002; Jaber et
al., 2010).

A manutencdo da laténcia ¢ uma fase que dura toda a vida do hospedeiro e ¢ definido
como um periodo em que o virus infeccioso ndo ¢ detectado por procedimentos padrio de
isolamento de virus. A manuten¢do de uma infecg¢do latente requer que o genoma viral seja
perpetuado e a célula mantida viva. Muitos membros da subfamilia Alphaherpesvirinae,
incluindo HSV1 e BoAHV1/BoAHVS, expressam niveis abundantes de um transcrito
associado a laténcia (LAT) e transcrito relacionado a laténcia (LRT) respectivamente em
neurdnios durante este estagio de laténcia (Winkler et al., 2000; Jones et al., 2003; Jones et al.,
2006; Silvestro & Bratanich, 2016; Martinez-Cuesta et al., 2022; Ostler & Jones, 2023). Os
produtos do gene LR ajudam a manter a laténcia inibindo a apoptose e a expressao génica viral
(Bratanich et al., 1992; Geiser et al., 2002; Henderson et al., 2004).

As células com virus em laténcia formam um reservatério que periodicamente pode
reativar-se, entrando no ciclo de replicacao litico. Essa reativagao se inicia mediante a estimulos
externos: naturais (estresse, parto, desmame, transporte) ou induzidos (tratamentos com
corticoesterdides), que estimulam a expressdo de genes virais. Uma vez que novas particulas
sdo formadas, os virus fazem o caminho anterégrado até os dendritos axonais, chagando até o
sitio de infec¢do inicial, onde ocorre uma lesdo. A capacidade dos herpesvirus de reativar-se a

partir da laténcia resulta em infec¢@o recorrente e transmissao viral, o que explica as altas taxas
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de disseminagdo e prevaléncia dos herpesvirus nas diferentes espécies susceptiveis (Ostler &

Jones, 2023).

Figura 4. Ciclo de replicacdo dos alfaherpesvirus. As fases do ciclo replicativo do
HuAHVI1 sdo ilustradas na figura. (1) Adsorcdo: ligagdo entre as glicoproteinas gC/gB a
receptores a proteoglicanos de heparan sulfato. (2) Interag@o entre a gD e a nectina 1. (3) Fusao
e penetragdo medida pelas glicoproteinas gB, gH e gL. (4) Desnudamento e liberagdo do
genoma no interior do ntcleo. (5a, 5b) O nucleocapsideo ¢ transportado até os poros nucleares.
(7) O genoma viral e liberado no nucleo. (8, 9) Transcri¢do do genoma pela agdo da RNA
polimerase II e replicacdo do genoma. (10,11,12) Transcricdo dos genes alfa, beta e gama.
(13,14) Os concatdmeros sdo clivados durante o processo de montagem. (16,17,18)
Morfogénese do capsideo, seguida do empacotamento do genoma. (19) Brotamento do
nucleocapsideo com a membrana nuclear interna. (20) Fusao do envelope dos virions primarios
com a membrana exterior nuclear e liberacdo dos capsideos virais no citoplasma. (21, 22)
Maturagdo final no citoplasma por envelopamento secundério do capsideo via brotamento em
vesiculas derivadas do complexo de Golgi. (23) Transporte dos virions em vesiculas até a

liberagdo na superficie celular. (24) Liberagao dos virions por exocitose.
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2.8  Alfaherpesvirus bubalino 1 (BuAHV1)

O hospedeiro natural do BuAHV1 ¢ o bufalo d’4gua (Bubalus bubalis), porém em
condi¢des experimentais, outros membros da familia Bovidae, como os bovinos e as cabras, sdo
suscetiveis a infeccdo por BAHV1 (Maidana et al., 2016; Camero et al., 2017; Camero et al.,

2019). O BuAHV1 foi isolado pela primeira vez do prepucio de um bufalo saudavel (Bubulus
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bubalis) na Australia, em 1972 (St George & Philpott, 1972). Anos depois, o BuAHV1 foi
isolado na Argentina (Maidana et al., 2014), Italia (De Carlo et al., 2004) e no Ira (Hedayat et
al., 2020) a partir de suabes nasais e vaginais de bufalos naturalmente e submetidos a
imunossupressdo com dexametasona, mas que ndo apresentavam sinais clinicos.

O BuAHV1 esta associado a doenca respiratoria caraterizada por febre, tose, secre¢do
nasal e ocular, diarreia (Petrini et al, 2012); assim com também a infec¢do subclinica em
bufalos (St George & Philpott, 1972; De Carlo et al., 2004; Scicluna et al., 2007; Petrini et al.,
2012; Maidana et al., 2014). No entanto, também foi detectado DNA de BuAHV1 em tecidos
provenientes de abortos de bufalos, o que sugere possivel envolvimento em problemas
reprodutivos (Amoroso et al., 2013). Em condi¢des experimentais, a rinite foi reportada como
a principal manifestacdo clinica em bovinos e em cabras (Maidana et al., 2016; Camero ef al.,

2019).

2.9  Alfaherpesvirus bovino 1 (BoAHV1)

Os bovinos sdo os hospedeiros naturais do BoAHV1; ndo obstante, a presenca de
anticorpos tem sido reportada em outras espécies animais domésticas e selvagens da ordem
Artiodactyla, como as cabras, ovelhas, bufalos, iaques, cervos e gazelas (Yatsentyuk et al.,
2022). Estes achados sugerem que estas espécies também sdo susceptiveis a infec¢cdo por este
BoAHVI1.

O BoAHV1 foi descrito pela primeira vez na Alemanha no século XIX, mas era
reconhecido apenas como uma doenca venérea referida como exantema vesicular coital (CVE).
Até a década de 50, as principais manifestacdes reconhecidas causadas por CVE eram
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) em fémeas e balanopostite pustular infecciosa (IPB)
em machos. Posteriormente, no ano de 1955 em Los Angeles, California, foi relatada uma nova
condi¢do clinica associada ao BoAHV1, a rinotraqueite infecciosa bovina (IBR), que foi
caracterizada como uma doenga respiratoria emergente do gado bovino adulto e juvenil
(Graham, 2013).

O BoAHV1 ¢ um virus mundialmente distribuido em bovinos, sendo um agente
patoldgico de elevada importancia veterindria. As infe¢des BOAHV1 podem ser representadas
por um iceberg, no sentido de que a maioria delas sdo assintomaticas ou inaparentes. A infec¢ao
com quadro clinico aparente, por sua vez, quando introduzida em um rebanho ndo previamente

exposto pode ser evidenciada por alta morbilidade e baixa mortalidade. O BoAHVI se
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subdivide em trés subtipos: BOAHV 1.1, BOAHV 1.2a e BOAHV1.2b. Essas subdivisdes sdo
baseadas nos perfis obtidos a partir da digestdo do genoma desses virus com enzimas de
restricdo. Associagdes entre estes subtipos virais e suas manifestagdes clinicas tém sido
relatadas, embora estas associacdes ndo sejam muitas vezes claras. Assim, o BOAHVI.1 esta
associado a IBR e abortos e o subtipo BOoAHV1.2 esta associado a uma ampla variedade de
manifestagdes clinicas, incluindo IPV, IPB, conjuntivites, abortos e IBR. Finalmente, os
subtipos BoAHV1.2a e BOAHV1.2b se diferenciam clinicamente entre eles pela associagdo do
subtipo 2a a abortos, o que ndo ocorre com o subtipo 2b. O BoAHV1 ¢ também um dos
principais agentes etiologicos do complexo respiratorio bovino (CRB) e, eventualmente, pode
também causar encefalites fatais (Boswas et al., 2013; Kaur & Chandra, 2016; Maidana et al.,
2020).

A patogenia das doencas associadas ao BoAHV1 depende do subtipo e da rota de
infeccdo do virus. A porta de entrada do BoAHV1 ¢ a mucosa do trato respiratdrio superior ou
a mucosa genital; a transmissao do virus ocorre por aerossois ou pelo contato direto entre um
hospedeiro infectado e um susceptivel. A infec¢do do trato genital ocorre por contato direto via
cobertura ou monta natural ou por inseminagao artificial com sémen contaminado. O virus ¢
excretado a través de secre¢des nasais, oculares, placenta de animais abortados e pelo sémen
(Engels & Ackermann, 1996; Oliveira et al., 2011).

Atualmente, o BOAHV1 segue sendo endémico e ocorre esporadicamente em rebanhos
de gado em todo o mundo. Porém, Dinamarca, Finlandia, Noruega, Suécia, Austria, Alemanha
e Suica apresentam status de paises livres de IBR através de vacinagdo e eliminagdo de animais
positivos (Iscaro et al., 2021). Infec¢des causadas por BOAHV1 tém sido reportadas na Africa,
Australia e Asia. Na América do Sul, as infeccdes por BOAHV1 apresentam um carater
endémico com indices de prevaléncia elevados e varidveis: Uruguai (37%) (Guarino et al.,
2008), Equador (43,2%) (Carbonero et al., 2011), Brasil (46,6-84,5%) (Fernandes et al., 2019),
Peru (51%) (Stahl ez al., 2002) e Venezuela (67%) (Obando et al., 1999).

2.10 Alfaherpesvirus bovino 5 (BoAHVS)

Os bovinos s3o os hospedeiros naturais do BOAHVS; entretanto, estudos experimentais
em ovelhas e cabras demostraram que estas espécies animais sdo susceptiveis a infec¢cdes com
o BoAHVS5. Nao obstante, a transmissdo do virus entre estas espécies para os bovinos nao foi

estudada. Enquanto a ocorréncia natural de anticorpos de BoAHVS tem sido relatada em
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ovelhas, ndo ha relatos da ocorréncia do virus em animais selvagens (Del Médico et al., 2009;
Yatsentyuk et al., 2022).

O primeiro caso de meningoencefalites bovina causada por BoAHVS foi reportado na
Australia em 1962 (French, 1962). O isolado viral naquele momento foi considerado como uma
variante neuropatogénica do BoAHV1 e foi chamado de bovine encephalitis herpesvirus
(BEHV) ou subtipo 3 de herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1.3). Porém, posteriormente, estudos
comparativos de BoAHV1 e de BoAHV1.3 demostram diferentes padrdes de restricdo
enzimatica do DNA viral e reatividade cruzada com anticorpos monoclonais (Metzler et al.,
1986; d'Offay et al., 1993; Collins et al., 1993; Whetstone et al., 1993). Dessa forma, com base
nas diferencas genéticas e antigénicas entre esses virus, Comité Internacional de Taxonomia
Viral (International Committee on Taxonomy of viroses (ICTV) no ano 1992, reclassificou o
BoAHV1.3 como uma nova espécie viral: o BOAHVS5 (Roizmann et al., 1992).

Atualmente, se reconhecem trés subtipos de BoAHVS: subtipo A (que tem como
prototipo a cepa australiana N569), o subtipo B (cepa argentina A663, um recombinante entre
BoAHV1 e BoAHVS) e o subtipo C (cepas brasileiras). Até o presente momento, nenhuma
associacdo entre manifestacdes clinicas e subtipos virais foram definidas (Maidana et al., 2011,
Paim et al., 2022).

O BoAHVS5 causa meningoencefalites em animais jovens (acima de 8 meses), cujo o
curso ¢ rapido e, muitas vezes, fatal. Esta doenca neuroldgica causa varias manifestacdes
clinicas que incluem: anorexia; fraqueza; e sinais neurologicos, como incoordenagdo, tremor
muscular, cegueira, andar em circulos, dectbito, pressdo de cabega, convulsdes e morte (Ely et
al., 1996; Del Médico et al., 2009; Megid et al., 2015). Ocasionalmente, 0 BOAHV5 mostrou
estar associado a distarbios reprodutivos em fémeas afetadas (Del Médico et al., 2009; Kirkland
et al., 2009; Favier et al., 2012).

O BoAHVS5 parece ter uma distribuigdo geografica restrita, detectando-se
principalmente na América do Sul, especialmente no Brasil (Rissi ef al., 2006; Campos et al.,
2009), Uruguai (Pentes et al., 2016), Argentina (Maidana ef al., 2011) e Colombia (Vargas et
al., 2016). Porém, surtos esporadicos de meningoencefalites por BOAHVS tem sido registrados
em outros paises como Australia (Kessell, Finnie, & Windsor, 2011), ndia (Kumar et al.,
2020), Hungria (Bartha et al., 1969), Ira (Sharifzadeh et al., 2015), Canada (Gough & James,
1975) e nos Estados Unidos (Barenfus ef al., 1963).



30

2.11 Coevolugio

Os herpesvirus vém coevoluindo com seus hospedeiros ao longo do tempo. Todas as
espécies de animais estudadas até o momento demonstraram estar infectadas com pelo menos
uma espécie da ordem Herpesvirales (Azab et al., 2018; Brito et al., 2021). Na natureza, cada
herpesvirus esta altamente associado e adaptado a uma tinica espécie hospedeira. Em funcdo do
longo tempo da coevolucado, os herpesvirus tendem a passar desapercebidos ou causar doengas
de baixa gravidade em seus hospedeiros naturais. No entanto, a evolucao dos alfaherpesvirus,
revelada através de estudos de andlises filogenéticos, a ocorréncia de recombinagdes
interespecificas e passagens (spillovers) entre hospedeiros, favorecendo a apari¢do de virus
recombinantes emergentes que poderiam infectar diferentes espécies (Davison, 2002).
Eventualmente, entretanto, a troca de espécies pode causar doenga grave e letal quando a
infeccdo ocorre em outras espécies animais que ndo sdo os seus hospedeiros naturais. Um
exemplo disso em bovinos é a febre catarral maligna (MCF) que causa infeccdo letal em
bovinos, enquanto que, em ovelhas e cabras, o virus causa infec¢do subclinica (Lechmann et
al., 2021). Outro exemplo de spillover em humanos ¢ o herpesvirus B de primatas do género

Macaca, que quando infecta humanos, pode causar doenca (Huff & Barry, 2003).

2.12 Recombinacoes

Recombinacgdes interespecificas t€ém sido reportadas tanto in vitro quanto in vivo entre
os alfaherpesvirus humanos 1 e 2 (HuAHV1 e HuAHV2). Também tém sido relatadas
recombinagdes entre os alfaherpesvirus de equinos (EqAHYV), particularmente entre 0 EQAHV 1
e EQAHV4, e entre EQAHV4 e EQAHVY (Tau ef al., 2023). Em bovinos, a primeira evidéncia
de recombinacdes interespecificas in vitro entre BoOAHV1 e BoAHVS foi reportada por
Meurens et al. (2004). Nesse estudo, foram inoculados alfaherpesvirus de ruminantes com alta
similaridade genética. Apds a coinfeccdo em bovinos com os dois virus, foi possivel detectar
um ponto de recombinag¢do entre BOAHV1 e BoAHVS. Nao foi possivel a detec¢ao de
recombinagdes de BoAHVI com alfaherpesvirus de caprinos (CpAHV1) ou com
alfaherpesvirus de cervos (CvAHV 1) (Davison, 2002; Meurens et al., 2004; Thiry et al., 2006).

Maidana et al. (2017) reportaram a primeira evidéncia de recombinacdo natural entre
duas espécies de alfaherpesvirus de bovinos. Nesse estudo, trés isolados de campo foram
identificados como recombinantes entre BoAHV1 ¢ BoAHVS; adicionalmente, foram

detectados dois pontos de recombinacdo no gene UL27 que codifica a gB. Estes achados
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indicam que o subtipo BOAHVS5b deveria ser considerado um recombinante natural entre o
BoAHV1.2 e 0o BOAHVS5 (Maidana et al., 2017). Recentemente, Romera et al. (2022) obtiveram
os genomas completos desses recombinantes naturais, e as analises feitas demostraram um
segundo evento de recombinag¢do em dois dos trés virus nos genes UL/ (que codifica uma
proteina do tegumento), ULI0 (gM) e parte do ULY (helicase). Essas novas recombinacdes
parecem ter sido originadas independentemente do primeiro evento recombinante envolvendo
a gB (Del Médico et al, 2009; Romera et al., 2022). Estes estudos expdem que a co-circulacio
e a coinfeccao de virus relacionados dentro de um rebanho parecem ser pré-requisitos para que
a recombinagdo ocorra.

A origem e as relagdes evolutivas de BUAHV 1, BoAHV1 e BoAHVS ainda ndo foram
profundamente examinadas. Estudos prévios revelaram que o BoHVS5 apresenta similaridade
antigénica maior com BuAHV1 do que com BoAHV1 (Ros & Belak, 1999; De Carlo et al.,
2004; Amoroso et al., 2013; Maidana et al., 2014).

2.13 Diagnostico

O diagnostico presuntivo da infecg¢do por herpesvirus bubalinos e bovinos ¢ baseado no
historico da propriedade, sinais clinicos e lesdes observadas no exame clinico do animal
suspeito. As principais formas de diagnostico laboratoriais sdo as técnicas soroldgicas, o
isolamento viral em cultivos celulares e os métodos moleculares, principalmente a reagdo em

cadeia da polimerase (PCR) (Roehe, 1997; Franco et al., 2012).

2.13.1 Deteccio de anticorpos

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA), a técnica de soro
neutralizacdo (SN) ¢ considerado o teste “gold standard” ou “padrao ouro” no diagnoéstico de
infeccdes por BOAHV1 e BOAHVS, mesmo ndo permitindo a diferenciacdo precisa entre essas
espécies e os seus subtipos virais. Reagdes cruzadas entre BOAHV1 e BLAHV1 em SN também
tém sido reportadas (Nogarol ef al., 2014; Scheffer et al 2023a; 2023b). Titulos de anticorpos
neutralizantes ndo permitem a diferenciagdo entre infec¢des causadas por BOAHV1, BoAHVS
¢ BUuAHV1 (Teixeira et al., 1998; Caruso et al., 2016; WOAH, 2018; Scheffer et al., 2023).

Assim, até pouco tempo atras, a identificagdo e discriminacao entre BOAHV1, BoOAHVS

e BuAHV1, em animais infectados ndo era possivel devido a alta similaridade antigénica entre
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os alfaherpesvirus de ruminantes. Um ELISA indireto baseado na expressio da gE,
desenvolvido por Nogarol et al. (2014), permitiu a diferenciacdao entre BOAHV1 e BuAHVI;
porém, ndo permitiu a diferenciacdo entre 0 BOAHVS e BuAHV1, devido a alta similaridade
que estes virus apresentam na suas gE (97%). No entanto, Scheffer et al. (2023) desenvolveram
um ELISA para multiplos antigenos (mAgELISA) que permite a diferenciagdo entre estes virus.

A sensibilidade do teste foi de 96,5% e a especificidade ¢ de 96,1%.

2.13.2 Detecgiao do virus ou antigenos virais

O isolamento viral ¢ um método tradicional de diagnostico, porém atualmente utilizado
quase que exclusivamente na pesquisa. O BoAHV1, o BOAHVS e o BuAHV1 produzem efeito
citopatico (ECP) em cultivos celulares. O ECP causado por estes virus se caracteriza por uma
desorganizacdo nuclear, arredondamento e desprendimento celular, formagdo de focos
infecciosos com o aspecto de cachos de uvas, lise e corpusculos intracelulares (Franco ef al.,

2012).

2.13.3 Deteccio de genomas

Os testes moleculares, aqui definidos como aqueles que buscam a identificagdo de
genomas ou segmentos de genomas, tém sido amplamente empregados para a detec¢do de
alfaherpesvirus de ruminantes (Maidana et al., 2020; Degalp et al., 2020). A PCR tem sido o
método de diagnostico mais explorado principalmente devido a sua alta sensibilidade,
especificidade e rapidez de execucdo (Claus et al., 2005; Esteves et al., 2008; Campos et al.,
2009; Diallo et al., 2011). A PCR pode ser adaptada para permitir a diferenciacdo de diferentes
alfaherpesvirus. Uma PCR multiplex convencional que permite a discriminagdo entre os
BoAHV1, BoAHVS5 e BuAHV1, com base na amplificagdo de trés regides alvo dos genomas
desses trés herpesvirus foi desenvolvida por Oberto et al. (2002).

Antes do advento da PCR, a analise de genomas virais com enzimas de restricado (REA)
era bastante utilizada. Pode ainda ser til na identificacdo e diferenciagdo entre amostras (Brake
& Studdert, 1985; Pidone et al., 1999; D’arce et al., 2002D’arce et al., 2002; Maidana et al.,
2011; Maidana et al., 2020).
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo teve como objetivo investigar a presenca de DNA de BoAHV1, BoAHVS e
BuAHV1 nas tonsilas palatinas de bufalos d'agua (Bubalus bubalis) aparentemente saudaveis,
utilizando uma nested PCR (nPCR) tendo como alvo uma regido da glicoproteina C (UL44),
bem como realizar analises gendmicas com estes virus com vistas a determinar o grau de
proximidade filogenética entre eles. Foram examinadas tonsilas palatinas de animais abatidos
em matadouro no estado do Pard. Um total de 293 amostras de tonsilas palatinas de bufalos
d’4gua foram coletadas. Extracdes de DNA revelaram segmentos gndémicos de BoAHVI,
BuAHV1 e 0 BOAHVS em 19 (6,4%) das amostras. Fica, portanto, evidenciado que BoAHV1,
BoAHVS e BuAHVI1 podem infectar bufalos d'dgua e, portanto, esses animais podem ser
considerados reservatérios destes virus. Analises filogenéticas realizadas neste estudo
demostraram que as trés sequéncias de BOAHV 1 agruparam no mesmo grupo que as sequéncias
de referencia de BOAHV1.1; das 12 sequéncias obtidas para BOAHVS, 11 delas agruparam com
as sequéncias de América do sul (Argentina e Brasil) e uma agrupou junto com a sequéncia de
origem Australiana. Todas as quatro sequéncias de BUAHV1 agruparam com as sequéncias de
origem Indiana. Finalmente, todas as sequéncias de BuAHV 1 obtidas neste estudo, pareceram
mais proximamente relacionadas com as sequéncias dos BOAHVS5 que das sequéncias dos
BoAHV1. Para uma melhor compreensdo da relagdo filogenética desses virus, devido ao
pequeno numero de genomas depositados em banco de dados para BoOAHVS e para BuHV1,

sd0 necessarios estudos adicionais sequenciando genomas completos desses virus.

A identificacdo de BOAHVS5 em bubalinos sugere que estes animais podem servir como
fonte de infec¢@o para bovinos e zebuinos, embora nio seja possivel definir qual seria a espécie
de origem dos “spillovers”. O que parece evidente ¢ que a maior similaridade entre BuAHV1 e
BoAHVS sugere que bubalinos podem possivelmente atuar como hospedeiros para a geragao
de recombinantes. Isto, no entanto, requer futuros estudos para confirmagao. Nao foi possivel
a detecgdo de virus infeccioso por isolamento viral nas tonsilas palatinas, o que sugere que os
bubalinos neste estudo estavam latentemente infectados.

Este ¢ o primeiro relato tanto de deteccdo de BOAHVS quanto de um caso de coinfec¢ao
natural entre BOAHV1 e BuAHVS em bufalos d’agua. No Brasil, bufalos e bovinos sao
frequentemente criados juntos em fazendas mistas, o que se torna uma preocupac¢ao, para criar
recombinagdes interespecificas ou spillovers. Portanto, como os bufalos podem ser
considerados um reservatorio para esses virus, ¢ importante testar esses animais para prevenir

a disseminagdo do virus entre os animais.
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