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RESUMO

Os herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) sdo alfaherpesvirus
freqlientemente associados a meningoencefalites. Por outro lado, o virus da raiva ¢ o
agente mais frequentemente identificado como causador de encefalites virais em
bovinos no Brasil. O objetivo do presente estudo foi examinar a ocorréncia de infecgoes
por BoHV-1 e/ou BoHV-5 em amostras de tecido encefdlico bovino submetidas ao
diagnéstico de raiva e avaliar seu possivel envolvimento nos quadros de encefalite que
originaram a suspeita de raiva. Para tanto, 101 amostras desses tecidos, sendo 39
positivas para raiva e 62 negativas, recebidas pelo 6rgdo oficial responsavel pelo
diagnostico de raiva no Estado do Rio Grande do Sul (IPVDF) no periodo de 2009-
2010, foram submetidas a exames buscando o isolamento viral e amplificacdo de
genomas de herpesvirus bovinos. Ao isolamento viral, todas as amostras foram
negativas para virus infeccioso apds a realizagdo de trés passagens cegas em células
MDBK. As mesmas foram submetidas a amplificagdo por “nested PCR” (nPCR) para a
pesquisa de genomas de BoHV-1 e BoHV-5. Das 101 amostras totais analisadas esta
técnica revelou que 25,7% (26/101) continham genomas de BoHV-1 e 21,8% (22/101)
continham genomas de BoHV-5. Genomas de ambos os tipos foram identificadas em 30
(29,7%) amostras. Entre as amostras que foram também positivas para raiva em 23%
(9/39) foram detectados genomas de BoHV-1 e em 15,4% (6/39) continham genomas
de BoHV-5. Em 16 destas 39 amostras (41%) foram detectados genomas de BoHV-1 ¢
BoHV-5. Em contrapartida, nas amostras negativas para o virus rabico, 27,4% (17/62)
também foram positivas para BoHV-1, 25,8% (16/62) foram positivas para BoHV-5.
Detectaram-se os genomas de ambos BoHVs em 22,6% (14/62) dos animais. Estas
diferengas ndo foram estatisticamente significativas, indicando nao haver correlagdo
entre a ocorréncia de raiva e infecgdes por herpesvirus na amostragem realizada. Estes
resultados indicam que, embora as infeccdes por BoHV-1 e BoHV-5 tenham
apresentado elevada incidéncia nessas amostras, nao havia virus infeccioso nas mesmas,
sugerindo infecgdes latentes sem envolvimento aparente nos quadros de encefalite que
originaram a suspeita inicial de raiva.

PALAVRAS CHAVE: Encefalites; herpesvirus bovino; BoHV-1; BoHV-5; raiva;
PCR;



ABSTRACT

Bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) are alphaherpesviruses associated
with a number of clinical manifestations in cattle, including encephalitis. On the other
hand, rabies virus is the agent most frequently identified as cause of viral encephalitis in
cattle in Brazil. The aim of this study was to examine the occurrence of BoHV-1 and /
or BoHV-5 in bovine brain tissue samples submitted to rabies diagnosis. The search was
carried out by virus isolation and nested polymerase chain reaction (PCR) in brain
tissues of cattle submitted to rabies diagnosis in the state of Rio Grande do Sul in the
period 2009-2010. One hundred and one brain samples from cattle with signs of
neurological disease, of which 39 were positive and 62 negative for rabies, were used in
this study. At virus isolation, all samples were negative for the presence of infectious
herpesviruses after three successive passages in MDBK cells. Of the 101 total samples
analyzed, this test revealed that 25.7% (26/101) of cattle were infected with BoHV-1
and 21.8% (22/101) were infected with BoHV-5. Genomes of both types were detected
in 29.7% (30/101) samples. With the 39 samples positive for rabies virus, BoHV-1
genome was detected in 23% (9/39) and 15.4% (6/39) were positive for BoHV-5 as well
as in 41% (16/39) of these samples, which were positive for both BoHVs. On the other
hand, the negative samples for rabies virus, 27.4% (17/62) also were positive for
BoHV-1, as well and 25.8% (16/62) were positive for BoHV-5. Genomes of both
BoHVs were detected in 22.6% (14/62) of the specimens. These differences were not
statistically significant indicating no correlation between the occurrence of rabies and
herpesvirus infections in the animals. These results do not imply that the herpesviruses
detected, even showing a high incidence, were the causative agents of
meningoencephalitis in the samples tested, once it was not possible to isolate virus in its
infectious form, however it suggests a latent infection in the animals involved with
neurological signs of meningoencephalitis whose primary suspicion was rabies.

KEYWORDS: Encephalitis; bovine herpesvirus; BoHV-1; BoHV-5; rabies; PCR;



1. INTRODUCAO

As doencas que causam disturbios neurologicos em bovinos podem ser
responsdveis por perdas econdmicas significativas (RADOSTITIS et al., 2000).
Especialmente nas ultimas duas décadas, particularmente em fun¢ao do reconhecimento
da origem zoonética da doenga de Creutzfeldt-Jakob variante (vCJD) e sua relacdo com
a encefalopatia espongiforme bovina (BSE), a importancia das doengas do sistema
nervoso de bovinos extrapolou a esfera econdmica e alcangou um patamar de
significancia sem precedentes face ao risco iminente a saide publica (BARROS et al.,
2006). Em conseqiiéncia disso, as demais enfermidades que afetam o SNC de bovinos
cresceram igualmente em importancia pela necessidade de metodologia que leve a um
diagnéstico diferencial mais preciso.

No Brasil, apesar de at¢ o momento nao haver sido identificada a BSE, o
diagnostico diferencial de encefalites traz mais um componente econdmico
importantissimo: como grande exportador mundial de carnes, a qualidade sanitaria dos
rebanhos deve satisfazer as exigéncias dos mercados importadores. Como tal, a
disponibilidade de um sistema eficaz para o diagnostico diferencial de encefalites ¢
fundamental.

Apesar disso, a maior parte das encefalites em bovinos permanece sem um
diagnoéstico causal definido. Evidentemente, o estabelecimento da etiologia ¢
complicado pelo grande nimero de possiveis causas de problemas desse tipo, incluindo
intoxicagdes, causas metabodlicas, carenciais ou infecciosas (LEMOS et al, 1998;
RADOSTITIS et al., 2000).

Em nosso Pais, dentre as encefalites ou meningoencefalites em que tem sido
possivel determinar a possivel etiologia, as principais sdo aquelas causadas por virus,
destacando-se entre elas a raiva (MAPA, 2005) e as infecgdes por herpesvirus bovinos,
(SANCHES et al., 2000; BARROS et al., 2006; MENDONCA et al., 2008).

O virus da raiva (VR) pertence a ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus. A maioria das infec¢des pelo virus rabico se da por
transmissdo percutdnea, através da mordedura de animais infectados. Os morcegos
hematofagos Desmodus rotundus sdo os principais reservatorios do virus no Brasil,
sendo os principais transmissores da infec¢do a bovinos (BATISTA et al., 2007).

A apresentacdo clinica da raiva ¢ muito variada na grande maioria das espécies

atingidas. As apresentagdes classicas da doenca sdo a forma paralitica e furiosa
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(BATISTA et al., 2007). A forma paralitica ¢ mais comum em bovinos, conseqiiente a
lesdes na medula, tronco encefalico e cerebelo (REBHUN, 2000).

A raiva bovina tem sido responsabilizada por perdas anuais mundiais de cerca de
50 milhdes de dolares (KING & TURNER, 1993). No Brasil, a raiva ¢ a principal
doenga inflamatdria de origem viral do sistema nervoso de bovinos, devido ao seu
carater zoondtico e pelo indice elevado de ocorréncia em levantamentos realizados em
animais que morreram com sintomatologia nervosa (SANCHES et al., 2000; UBIALI
et al., 2007).

Ja os herpesvirus bovinos tém sido implicados em encefalites com freqiiéncia
crescente, especialmente na Argentina e Brasil (CARRILLO ef al., 1983; WEIBLEN et
al., 1989; RISSI ef al., 2006). No Brasil, um estudo apontou os BoHVs como a segunda
mais freqiiente causa infecciosa de encefalites/meningoencefalites em bovinos
(SANCHES et al., 2000).

As manifestagdes clinicas de encefalites por herpesvirus bovinos tém sido mais
freqlientemente detectadas em bovinos jovens e, esporadicamente, em animais adultos
submetidos a fatores estressantes (RISSI, et al., 2007).

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) est4 associado a uma ampla variedade de
manifestagdes clinicas, incluindo quadros respiratorios e reprodutivos (RIET-CORREA,
1989; ROEHE ef al, 1997) e, mais raramente, meningoencefalites (ROELS, 2000;
PENNY et al., 2002; SILVA et al., 2007). O BoHV-1 geralmente causa doenca clinica
em animais com idade superior a 6 meses, quando a imunidade materna diminui
(BENNETT & LJPELAAR, 2003). E responsével por consideraveis perdas econdmicas
devido a diminui¢do da produgdo de leite, perda de peso e abortos (WYLER, et al,
1989).

Por outro lado, o herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5) ¢ considerado um dos
principais agentes infecciosos associado a encefalites ou meningoencaflites, e mais
raramente relacionado a problemas reprodutivos (BRATANICH, 1991; KIRKLAND et
al., 2009). O BoHV-5 ¢ considerado o agente mais frequentemente detectado em
amostras de encéfalos negativas para raiva com quadros neurolégicos (PINTO et al.,
2000). Até recentemente, amostras de BoHV-5 eram consideradas variantes de BoHV-
1, devido as amplas reagdes cruzadas entre os dois virus detectadas em testes
sorologicos (BRATANICH et al., 1991; TEIXEIRA ef al., 1998).

A apresentacdo de sintomas muito semelhantes durante o desenvolvimento de

doengas neurologicas de bovinos implica em que o diagndstico definitivo s6 pode ser
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feito com a utilizagdo de técnicas laboratoriais que identificam o agente etioldgico da
doenca (BARROS et al, 2003). Visando a identificagdo destes agentes, neste estudo
buscamos avaliar a ocorréncia de BoHV-1 ¢ BoHV-5 em encéfalos de bovinos
submetidos ao diagnostico de raiva no Rio Grande do Sul. Face a que em muitas
ocasides o virus pode estar presente em forma ndo infecciosa, estabelecendo infecgdes
latentes (VOGEL et al., 2003), foram utilizados dois enfoques para avaliar o problema.
Para a identificacdo de virus infeccioso foram realizadas tentativas de isolamento viral
em cultivos celulares; para a pesquisa do genoma viral, foi utilizada uma “nested” PCR,

que permite a amplificagdo do DNA genémico de BoHV1 e BoHV-5.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HERPESVIRUS BOVINO

Atualmente estdo descritos 5 tipos diferentes de herpesvirus bovinos (DAVISON
et al., 2009). Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) pertence ao género Varicellovirus e ¢
o protdtipo dos herpesvirus bovino, € o agente da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR),
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e balanopostite infecciosa (IBP) (MUYLKENS
et al., 2007). O BoHV-2 pertence ao género Simplexvirus e € o principal causador de
mamilites herpéticas em bovinos ¢ de uma doenga de pele conhecida como “Pseudo-
lumpy skin disease” (TORRES et al, 2010). O BoHV-4, diferentemente dos outros
virus pertence a subfamilia Gammaherpesvirinae ¢ ao género Citomegalovirus € nao
esta claramente associado a nenhuma doenga até o momento (BARTHA et al., 1966). O
BoHV-5 ¢ um alfaherpesvirus do género Varicellovirus, como o BoHV-1, e trata-se de
um agente com maior neuroviruléncia, sendo um dos principais causadores de
encefalites herpéticas virais em bovinos (DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010). O
BoHV-6 ¢ um gammaherpesvirus do género Macavirus ¢ ¢ também conhecido como
herpesvirus bovino linfotropico (BLHV), para o qual ndo ha nenhuma doenca
relacionada até o momento (BANKS ef al., 2008).

Os herpesvirus sao membros da ordem Herpesvirales (DAVISON et al., 2009),
familia Herpesviridae, a qual inclui mais de 200 virus isolados de diferentes espécies,
incluindo moluscos, peixes, anfibios, répteis, aves e mamiferos (ROIZMAN et al.,
2001). A familia Herpesviridae divide-se em trés subfamilias: Alphaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae ¢ Gammaherpesvirinae (KNIPE et al, 2001). Os membros da
subfamilia Alphaherpesvirinae possuem como caracteristica um ciclo de replicagdo
curto, uma rapida disseminagdo em cultivo celular e destrui¢ao eficiente das células.
Além disso, estabelecem laténcia em neurdnios dos ganglios sensoriais, como o ganglio
trigémeo (FRANCO & ROEHE, 2007).

Os herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5) sdo membros da
subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus (ICTV, 2010). Os virions
possuem envelope lipidico onde encontram-se glicoproteinas virais dispostas em forma
de espiculas, sendo as glicoproteinas B, C ¢ D as predominantes; o tegumento ¢
composto de proteinas organizadas em quantidades variaveis, na forma de uma camada
assimétrica localizada entre o envelope ¢ o capsideo (ROIZMAN & PELLET, 2001); e

um nucleocapsideo icosaédrico (Figura 1) formado por 162 capsomeros (THIRY et al.,
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2007). Os virions sdo esféricos a pleomorficos, com didmetro oscilando entre de 120 a

200 nm (DAVISON et al., 2009).

Figura 1: Foto de um virion do Herpesvirus bovino tipo 5 visualizado por microscopia eletronica de
transmissd@o com coloragdo negativa. O didmetro do virion ¢ de aproximadamente 260nm. A barra preta
indica 100nm. As setas indicam os principais componentes do virion (1: envelope; 2: tegumento; 3:
nucleocapsideo).

Fonte: DEL MEDICO ZAJAC, et al., 2010.

2.1.1 Genoma

Os genomas de BoHV-1 e BoHV-5 consistem em uma fita dupla de DNA linear
com aproximadamente 136.000 pares de bases (kpb) para 0 BoHV-1 e 138.390 kbp para
0 BoHV-5 (DELHON et al., 2003; MUYLKENS et al., 2007). Em torno de 75% desta
composicao ¢ formada por bases GC (DELHON et al., 2003). O genoma esta
classificado no grupo “D” dos herpesvirus e pode ser dividido em uma regido longa
(UL) com aproximadamente de 102 a 104 kpb e uma regido curta (US) de 10,5 a 11
kpb. A regido US esta cercada por regides repetidas e invertidas de 24 kpb, denominada
repeticdo interna (IR) e repeticdo terminal (TR) (Figura 2) (ROIZMAN & KNIPE,
2001).

Antes de sua reclassificacdo como um tipo distinto, amostras de BoHV-5 eram
consideradas variantes encefalitogénicas de BoHV-1, sendo entdo classificadas como

subtipo 3 de BoHV-1, ou BoHV-1.3 (ENGELS et al., 1986; METZLER et al., 1986).
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Estudos gendmicos e antigénicos posteriores demonstraram diferencas importantes
entre ambos os virus (STUDDERT et al., 1985; METZLER et al., 1986; D’OFFAY et
al., 1993; PIDONE et al., 1999; D’ARCE et al., 2002). Em conseqiiéncia disso, a partir
de 1992, o BoHV-5 foi reconhecido como um virus distinto pelo Comité Internacional

de Taxonomia de Virus (ROIZMAN et al., 1992).

=
=

=
—

=
=
—_
==
=
=

=

Figura 2: Organizagdo do genoma de BoHV-1 incluindo as duas sequéncias tinicas, uma longa (UL) e
uma curta (US). Esta tltima ¢ flanqueada por duas sequéncias repetidas e invertidas (uma interna, IR; e
outra terminal, TR). A replicacdo do genoma gera quantidades equimolares das duas principais formas
do isdmero, que difere por uma relativa orientagdo dos segmentos US e UL (setas horizontais
preenchidas); o segmento UL é predominantemente observado em uma Unica orientagdo, mas pode
aparecer raramente invertido (seta horizontal tracejada). A localizacdo dos 10 genes que codificam
glicoproteinas ¢ indicada pelas cabegas de seta. Adaptado de DEL MEDICO ZAJAC et al., 2010.

2.1.2 Replicac¢ao viral

A maioria dos experimentos buscando esclarecer o processo de replicagdo viral
foram realizados com base no BoHV-1 (MUYLKENS et al., 2007). Pela similaridade
gendmica entre BoHV-1 e BoHV-5, assume-se que a replicagio de BoHV-5 siga os
mesmos principios, embora estudos referindo-se precisamente a replicacdo de BoHV-5
sejam ainda limitados. Portanto, ao longo dessa revisdo a replicagdo do BoHV-1 sera
abordada como modelo, salientando-se, se necessario, diferencas detectadas entre os
estagios de replicagao de BoHV-1 e BoHV-5.

A rota natural de entrada do BoHV-1 ¢ a membrana da mucosa do trato
respiratorio superior ou do trato genital (MUYLKENS et al., 2007). O ciclo de
replicagdo do BoHV-1 ¢ iniciado pela interacdo dos virions com receptores da
membrana plasmatica das células-alvo (FRANCO & ROEHE, 2007). Ocorre uma
ligacdo de baixa afinidade entre a gB e/ou gC com as estruturas da superficie celular de
sulfato de heparina (Figura 3). A adsor¢do ¢ mediada por uma interacdo de alta

afinidade entre a gD e co-receptores da membrana plasmatica a nectina-1 (pertencente a
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superfamilia das imunoglobulinas). Essa ligacdo com os co-receptores ¢ seguida de
fusdo do envelope viral e penetragdo sem necessidade de internalizagdo por endocitose e
acidificacdo dos endossomos (Figura 3) (LI et al., 1995; GERAGHTY et al., 1998;
MEYER et al, 1999). Neste processo estdo envolvidas pelo menos quatro
glicoproteinas: gD, gB e o heterodimero formado pela gH e gL (Figura 3) (LIANG et
al., 1995; MEYER et al., 1998; GERDTS et al., 2000).

Ap6s a fusdo o nucleocapsideo e as proteinas virais presentes no tegumento sao
transportados até os poros nucleares da célula - localizados na membrana nuclear -
através do complexo motor dineina associado com os microtibulos da célula infectada
(DOHNER et al., 2002). O nucleocapsideo associa-se aos complexos dos poros
nucleares, ocorrendo a sua desintegracdo e liberagdo do genoma no interior do ntcleo
(Figura 3) (FRANCO & ROEHE, 2007). As proteinas que participam deste processo
ainda sdo desconhecidas, e acredita-se que proteinas do tegumento (UL31, UL34) e do
capsideo (VP 26) estejam envolvidas (REYNOLDS et al., 2004; ANTINONE ef al.,
2006).
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Figura 3: Etapa inicial da replicaggo viral. Adsorgdo e fusdo do envelope viral com a membrana celular.
Transporte do nucleocapsideo até os poros nucleares da membrana nuclear ¢ liberagdo do genoma no
nucleo da célula hospedeira. Adaptado de WAGNER 2010.

Os genes virais, de acordo com a fungdo de seus produtos e sua cinética de
expressao sdo classificados em trés grupos distintos: genes alfa (immediate early ou de
transcri¢do imediata), beta (early ou iniciais) e gama (/ate ou tardios). Os alfa e beta tém
sua expressao previamente a replicagdo do genoma viral e em grande quantidade, por
outro lado o gene gama s6 € expresso apos replicagdo do DNA (FRANCO & ROEHE,
2007).

Os genes alfa sdo transcritos logo apods a liberagdo do genoma no nucleo e
requerem uma proteina do tegumento viral, a virion protein 16 (VP16) ou trans-
inducing factor (a-TIF), para iniciar a transcri¢do dos genes (MISRA et al, 1995;
HINKLEY et al., 2000; ZHENG et al., 2004). Essas proteinas se associam a um fator
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celular e induzem a transcri¢do de quatro genes que irdo codificar cinco proteinas
denominadas: Bovine Infected Cell Protein (BICPO, BICP4, BICP22, BICP27 e
BICP47). Essas proteinas irdo ativar a expressdo dos genes beta, e esses irdo originar
proteinas e enzimas envolvidas principalmente no metabolismo de nucleotideos e na
replicagdo do DNA viral (WIRTH et al., 1992; GEISER et al., 2005; JONES et al.,
2006; SAYDAM et al., 2006). A expressdo dos genes gama ocorre apos a replicagcdo do
DNA viral. Os produtos desse gene, gama-1 e gama-2, sdo proteinas estruturais do
nucleo, do capsideo e do envelope, que sdo, entdo, utilizados para a sintese da nova
progénie viral (ROIZMAN & KNIPE, 2001).

Apds a penetracdo no nicleo o DNA gendmico ¢ circularizado e inicia-se o
processo de separagdo das cadeias de fita dupla. Proteinas formam o complexo de
iniciagdo que ird replicar o genoma em forma bidirecional (estrutura semelhante a letra
theta, ou “0”). Por mecanismos ainda desconhecidos a replicagdo muda para o modo de
circulo rolante. A replicagdo por este mecanismo produz multimeros do genoma que
sdo, posteriormente, clivados em unidades subgenomicas (FRANCO & ROEHE, 2007).

O processo de montagem das particulas viricas ¢ denominado morfogénese
(METTENLEITER et al, 2006). A montagem dos nucleocapsideos inicia-se no
citoplasma apds a sintese das proteinas gama. Essas proteinas (UL18; UL19; UL35 e
UL38) sdo transportadas até o nicleo onde a montagem dos capsideos ¢ finalizada. Os
capsideos sdo preenchidos com as moléculas do DNA viral através do auxilio de varias
proteinas virais (UL33; UL32; UL28; UL25; UL1S5; UL 26.5) (MUYLKENS, et al,
2007).

Durante a infecgdo pelos herpesvirus, a transcri¢ao viral, a replicagcdo do DNA, a
formagao dos capsideos, o empacotamento do genoma viral ocorrem no nucleo e
posteriormente os capsideos intranucleares tem que ser envelopados e deixar o nucleo
para ir ao citosol (METTENLEITER et al, 2002) (Figura 4A). O processo de
envelopamento do BoHV ¢ um processo complexo. Recentemente, Mettenleiter e
colaboradores (2009) apresentaram provas convincentes de que a formacdo da
membrana viral ocorre por um duplo processo de envelopamento. Na etapa inicial de
egresso nuclear, por brotamento, os capsideos adquirem um envelope primério a partir
da membrana nuclear interna (MNI) (METTENLEITER et al., 2002) (Figura 4A e B).
Para os nucleocapsideos alcangarem a MNI duas proteinas sdo recrutadas, a UL31 e a

UL 34 (MURANYI et al., 2002; PARK & BAINES, 2006), promovendo a fosforilagao
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da MNI permitindo o contato dos nucleocapsideos com a MNI (METTENLEITER et
al., 2009).

No préximo passo, o brotamento destes capsideos através da fusdo a membrana
nuclear externa (MNE), levard a perda deste envelope primario (METTENLEITER, et
al., 2009) e, presumivelmente, do tegumento primario levando os capsideos ao

citoplasma (Figura 4C e D) (METTENLEITER, ef al., 2002).

- v T - e ¥ o ¥ ¥ ' 3 &H,, . & !
Figura 4: Microscopia eletronica da montagem e egresso do herpes simplex humano. Foto A, capsideo
no espago intranuclear. B, brotamento do capsideo na membrana intranuclear. C, virion com o envelope
primario adquirido pela membrana perinuclear, localizado no espago perinuclear. D, fusdo do virion com
o envelope primario a membrana nuclear externa. (Modificado de METTENLEITER et al., 2002).

O capsideo contendo o DNA viral migra pela membrana nuclear para chegar ao
citoplasma. As glicoproteinas do envelope viral sdo traduzidas no reticulo
endoplasmatico rugoso e carreadas ao Complexo de Golgi em vesiculas para dar
continuidade ao processo de glicosilagdo. O envelopamento dos nucleocapsideos

formados no nucleo ocorre por brotamento em vesiculas derivadas do Complexo de
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Golgi. No citoplasma, os virions acumulam-se dentro de vesiculas para serem
secretados para o meio extracelular; pode ainda ocorrer a disseminacdo das particulas
virais através de contato célula-a-célula (METTENLEITER, 2002; METTENLEITER et
al., 2006). A figura 5 resume os passos de montagem do virion até seu brotamento na

membrana celular.

Figura 5: Esquema de montagem dos herpesvirus. Nos passos 1 a 3, estd representada a montagem da
particula viral dentro do nutcleo. Depois, o DNA ¢ introduzido no capsideo pré-formado (4) e esse
conjunto ¢ direcionado para a MNI (5 e 6). A particula brota na MNI, resultando na formagdo de um
envelope primdrio no espago perinuclear (7). Esse envelope primario ¢ perdido quando ocorre a fusdo da
particula com a MNE (8). O nucleocapsideo ¢ direcionado ao citosol, onde vao ser incorporadas as
proteinas do tegumento (9), enquanto que as glicoproteinas, que sdo incorporadas no local de
envelopamento final, agregam-se em uma vesicula (10). Essas estruturas combinam-se durante o
envelopamento secundario (11), entdo o virion envelopado ¢é transportado dentro de vesiculas (12) a
membrana plasmatica para exocitose por brotamento (13) (Modificado de METTENLEITER et al,
20006).

2.1.3 Laténcia

A infeccdo latente ¢ um mecanismo de perpetuacao dos virus da familia
Herpesviridae nos seus hospedeiros. O principal sitio de laténcia dos alfaherpesvirus
sdo os ganglios sensoriais, mas sitios ndo neuronais como tonsilas, células sanguineas,

linfonodos e bago tem sido sugeridos como locais relacionados ao estabelecimento e
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reativagdo de infecg¢des latentes por BoHV-1 (WINKLER et al., 2000; FUCHS et al.,
1999; MWEENE et al., 1996).

A infeccdo latente usualmente se estabelece nos neurdnios dos ganglios
sensoriais € autossdmicos que inervam o sitio de replicagdo primdaria na mucosa
infectada (FRANCO & ROEHE, 2007). O virus ¢ transportado através dos microtubulos
dos axodnios até o corpo do neuronio (fluxo axonal retrogrado) para o nucleo dos
ganglios neuronais associados (ganglios trigémeos ou para-vertebrais), onde estabelece
a infec¢do latente (ENQUIST et al, 2002). Nesta fase o DNA viral permanece
associado com histonas do hospedeiro na forma epissomal, circularizado
(METTENLEITER et al., 2006).

Durante a infeccdo latente a expressao de genes virais € extinta, exceto pelo gene
que codifica transcritos relacionados a laténcia (LTR — “latency-related transcript”)
(Henderson et al., 2004). Tikoo et al. (1995) sugere que o mecanismo de laténcia se
deve a dois conjuntos de fatores: o primeiro sugere que 0 mRNA do LAT (transcritos
associados a laténcia) controla a expressdo dos genes IE. Entretanto o mesmo mRNA
codifica uma proteina regulatéria de transcri¢do. Sugerem ainda a hipotese de
mecanismos especificos das células nervosas que possam interferir de maneira negativa
nos fatores de transcricdo e na inibigdo da transcricdo do DNA viral (TIKOO et al.,
1995).

Animais latentemente infectados servem de reservatdrio natural para o virus
durante toda a vida (DEVIREDDY & JONES, 1998). A reativac¢do viral na infecgo
latente pode ocorrer apds a exposicao a estimulos naturais (estresse, transporte, parto,
desmame) ou por tratamento com corticosterdides (JONES et al., 2006). Estes fatores
levam a reativagdo do virus, o que se inicia com a transcri¢do do DNA viral e sintese de
proteinas virais. Particulas virais recém formadas sdo transportadas de modo
anterogrado até alcancarem a extremidade axonal (SMITH et al, 2001). Os axonios
estdo ligados a células da mucosa que promovem a forma produtiva da infec¢do, com ou

sem observacao de sinais clinicos (ENQUIST et al., 2002).

2.1.4 Herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1)

O BoHV-1 ¢ o agente etiologico de diversas manifestacdes clinicas em rebanhos
leiteiros ou de corte (ALEGRE et al, 2001). Os isolados de BoHV-1 podem ser
subdividido em trés subtipos: BoHV-1.1 (1), BoHV-1.2 (2a) e BoHV-1.2b (2b). Esta
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divisdo de gendtipos foi baseada em caracteristicas genomicas e antigénica (JONES &
CHOWDHURY, 2008). O subtipo 1 representa as amostras classicas de virus
geralmente associadas com a doenca respiratoria, a IBR (CAMPOS et al., 2009) e ¢
frequentemente encontrado no trato respiratorio e em fetos abortados. O subtipo 2a tem
sido frequentemente associado com uma variedade de manifestagdes clinicas, incluindo
trato genital (IPV/IPB), abortos e também IBR. O subtipo 2a ¢ bastante prevalente no
Brasil e esteve presente na Europa até a década de 70 (van OIRSCHOT et al,, 1995). J&
o subtipo 2b estd associado com doenca respiratoria leve e IPV/IPB, mas ndo tem sido
associado a abortos (D’ARCE et al., 2002). Outros sintomas como conjuntivite,
ceratoconjuntivite e vdarias formas de problemas reprodutivos, como mortalidade
embrionaria e fetal, abortamento, natimortalidade e nascimento de bezerros fracos
também estdo associados ao BoHV-1 (ALEGRE et al., 2001; TAKIUCHI et al., 2003;
ANDRADE et al., 2005).

Entretanto, casos de encefalite associadas ao BoHV-1 tem sido também
relatados (ROELS et al, 2000; SILVA et al., 2007), embora estes sejam menos
frequentemente detectados, um estudo com 70 amostras de encéfalos bovinos
identificou presenga de agentes virais em 12 encéfalos, sendo 10 para virus rabico, e
dois para BoHV-1 (BATISTA et al., 2010). Os dois BoHV-1 isolados por Batista et al.
(2010) nesse estudo foram classificados no subtipo 2b (BoHV-1.2b = PG 1779/03) ¢
no subtipo 1 (BoHV-1.1 = PG 2560/03) sendo esta tltima isolada de encéfalo positivo
para o virus rabico. Assim, o isolamento de BoHVs envolvidos em quadros de
encefalite ndo ¢ suficiente para permitir uma presuntiva classificagdo do agente
envolvido, em BoHV-1 ou BoHV-5, sendo necessario testes complementares para

diferenciagdo gendmica entre eles (BATISTA et al.,, 2010).

2.1.5 Herpesvirus bovino tipo 5 (BoHV-5)

O BoHV-5 se caracteriza por induzir infec¢des inaparentes ou subclinicas ou
doenca de gravidade moderada em bovinos adultos podendo levar a obito
(ASHBAUGH et al., 1997; CASCIO et al., 1999; DEL MEDICO ZAJAC et al., 2006) e
uma encefalite fatal em animais até secis meses de idade (BARTHA et al., 1969;
CARRILLO et al., 1983a; MEYER et al., 2001). Casos de enfermidades associadas ao
BoHV-5 tém sido relatados nos EUA (REED et al., 1973; D’OFFAY et al, 1993),
Australia (FRENCH, 1962; JOHNSTON et al., 1962), Brasil (RIET-CORREA et al.,
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1989, 2006; SALVADOR et al., 1998), Argentina (CARRILLO et al., 1983b; PEREZ
et al., 2003) e raramente na Europa (MORETTI et al., 1964; BARTHA et al., 1969).

Estudos comparativos deste agente com as diferentes cepas de BoHV-1 baseados
em mapeamento do DNA (BRAKE & STUDDERT, 1985), testes de neutralizagdo
cruzada (BAGUST & CLARK, 1972; METZLER et al, 1986) e reatividade de
anticorpos monoclonais (METZLER et al, 1986) indicavam que essas cepas de virus
diferiam em propriedades gendmicas e antigénicas. Assim, o herpesvirus da encefalite
bovina (BEHV) (STUDDERT, 1989), previamente denominado BoHV-1 subtipo 3
(METZLER et al., 1986), foi reconhecido como um tipo distinto pelo Comité
Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) em 1992 (ROIZMAN et al., 1992) e
reclassificado como BoHV-5.

Devido ao fato do BoHV-1 e BoHV-5 estarem relacionados a varias
enfermidades, como respiratérias, reprodutivas e nervosas, houve uma necessidade de
melhor caracterizar os isolados virais. D'Offay et al. (1993), analisando o genoma de
diferentes amostras de BoHV-5, propds uma subdivisdo em subtipos “a” ¢ “b”, com
base nos perfis de restricdo enzimatica obtidos. Mais recentemente, D'Arce et al. (2002),
propods a existéncia de um terceiro subtipo de BoHV-5, denominado “nao a, ndo b”.

Entretanto, até o momento, nenhuma relagao clinica foi atribuida a estes subtipos.

2.1.6 Transmissao e epidemiologia

Os BoHV-1 e 5 podem ser transmitidos por aerossois ou contato direto ou
indireto entre animais. As secregdes respiratorias e genitais sdo responsaveis pela
disseminagdo do agente muitos dias apds a infeccdo aguda, com ou sem evidéncia de
sinais clinicos (MARS et al., 2000a; PEREZ et al., 2002).

A infec¢ao também pode ser transmitida através de secrecdes oculares. Contato
direto “focinho-focinho” ¢é a rota preferencial do BoHV (MUYLKENS et al., 2007),
porém, a transmissdo por aerossois foi demonstrada em curtas distancias (MARS et al.,
2000b). Infeccdes pela rota genital requerem contato direto pela monta natural ou
indireta por inseminacdo artificial, através de sémen contaminado (KUPFERSCHMIED
et al., 1986). O virus pode ser encontrado em secregdes nasais até 12 a 18 dias apos
infecgcdo, porém a excre¢do do BoHV durante a reativagdo ndo ocorre na mesma
quantidade e intensidade que ocorre na forma aguda da infeccdo, havendo menor

producao de particulas viricas. Animais que reativam a infec¢ao constituem-se em fonte
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de infecgdo para o rebanho (BRATANICH et al., 1991; CASCIO et al., 1999; MEYER
etal., 2001; PEREZ et al., 2002). Outras formas ndo menos importante de
disseminagdo do BoHV sdo a inseminagao artificial e transferéncia de embrides (van
OIRSCHOT et al., 1995; ESTEVES et al., 2003). Virus infeccioso ja foi encontrado em
leite de vacas, sendo esta mais uma possivel fonte de infeccdo para terneiros
(CAMPOS, 2009).

O Herpesvirus bovino tipo 1 ¢ um patégeno amplamente disseminado no mundo
(KAHRS, 2001). Causa grandes perdas econOmicas na pecuaria mundial e sua
prevaléncia em rebanhos bovinos brasileiros atinge diferentes coeficientes de
soropositividade que variam de 11% a 96% (BARBOSA, et al., 2005). O virus causador
da IBR, o BoHV-1, foi isolado pela primeira vez nos Estados Unidos em 1956 e no
Brasil em 1978 (FRANCO & ROEHE, 2007). Apresenta significativas diferencas de
incidéncia e prevaléncia em relacdo a regido geografica e tipo de explora¢do pecudaria
(corte, leite, intensiva e extensiva) sendo essa incidéncia mais elevada em bovinos de
engorda do que em rebanhos leiteiros devido a freqiiente introdugdo de animais
susceptiveis (ACKERMANN & ENGELS, 2006).

Na Europa, paises como Dinamarca, Sui¢a, Finlandia e Austria conseguiram
eliminar o virus através da identificagdo e remocdo de animais infectados
(ACKERMANN & ENGELS, 2006). Outros paises europeus apresentam percentuais
elevados variando entre 35 a 55 % de soropositividade (STILWELL et al., 2007). Nos
Estados Unidos e Canada a infec¢do ¢ endémica, apresentando indices de prevaléncia
elevados (CARDENAS et al., 2006). Na Australia, estudos de sorologia revelaram a
presenca do agente, sendo o BoHV-1.2b o predominante neste pais (Animal Health
Australia, 2008). Nao muito distante, na Nova Zelandia o subtipo 1.2b também ¢ o
subtipo circulante entre os bovinos (WANG et al., 2006).

Na América do Sul, paises como Argentina, Uruguai e Colombia, o BoHV-1
encontra-se presente em forma endémica, com prevaléncias de animais soro-reagentes
variando de 8,8% a 84,1% (GUARINO et al, 2008). Essa variacdo nas taxas de
prevaléncia para as diferentes regides podem provavelmente ser explicadas, em parte,
pelo tipo de criacdo e manejo dos animais, que variam bastante em cada regido (HOLZ
et al., 2009). Fatores como clima e relevo, o tipo de populagdo, e o tipo de exploragao
da propriedade (LOVATO et al., 1995) podem influenciar as taxas observadas. Além
desses citados, foi demonstrado que as diferengas em prevaléncia podem também estar

relacionadas com as cepas de virus utilizadas para os testes laboratoriais, o que pode
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levar a alteragdes na sensibilidade da soroneutralizagdo (SN). No Brasil, inquéritos
sorologicos geralmente utilizam uma tnica cepa de referéncia para os testes. Entretanto,
para se obter uma maior sensibilidade, os testes de SN devem ser executados frente a
varias amostras de virus (HOLZ et al., 2009).

Curiosamente, a infeccdo pelo BoHV-5 parece ser causa de morbidade e
mortalidade importante somente em paises do Hemisfério Sul (FRANCO & ROEHE,
2007). Entretanto, surtos de meningoencefalite herpética foram relatados em vérios
paises como Australia (JOHNSTON et al., 1962), Estados Unidos (BARENFUS et al,
1963), Hungria (BARTHA et al, 1969), Canada (BECK, 1975), Argentina
(CARRILLO et al., 1983) e Uruguai (DIAS ef al., 1982). No Brasil j4 foram descritos
casos clinicos ocorridos nos Estados do Rio Grande do Sul (ELIAS et al., 2004), Mato
Grosso (COLODEL et al, 2002), Mato Grosso do Sul (SALVADOR et al.,, 1998),
Goias (PAULA et al., 2005), Sao Paulo (SALVADOR et al., 1998), Parana (HALFEN
& RIET-CORREA, 2007), Rio de Janeiro, Minas Gerais (SILVA et al., 2007a; GOMES
et al., 2002) e Para (RIET-CORREA et al., 2006).

Atualmente ndo ¢é possivel precisar a real prevaléncia e distribuicao pelo BoHV-
5 pois ndo existem testes sorologicos eficazes para diferenciar infec¢des entre o BoHV-

1 ou BoHV-5 (ROEHE et al., 1997).

2.1.7 Patogenia

A porta natural de entrada do BoHV ¢ a mucosa do trato respiratorio superior ou
do trato genital. Ao penetrar nas células epiteliais da mucosa oro-nasal, o BoHV inicia o
ciclo litico de sua replicagdo, gerando nova progénie viral e levando a célula a morte
ocasionando os sinais clinicos da infec¢do que consistem em congestdo nasal, secre¢cdo
e lesdes vesiculares a erosivas (MUYLKENS et al., 2007). O periodo de incubagdo
oscila entre 2 a 7 dias, dependendo da via e forma de contato (KAHRS, 1977).

A replicacdo nas células-alvo da infeccdo resulta em uma alta producao de virus
que ¢ excretada nas secrecoes (MUYLKENS er al, 2007), sendo este o fator
responsdvel pela disseminacdo da infec¢do para outros animais (ENGELS &
ACKERMANN, 1996). A disseminagdo viral nos tecidos pode ocorrer por dois
diferentes caminhos: os novos virions podem ser liberados para o meio extracelular e
infectando novas células ou disseminando-se célula-a-célula entre células contiguas

(BARANOWSKI et al., 1996; REBORDOSA, et al., 1996).
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Em seguida a replicagdo primaria, o virus invade as terminac¢des nervosas do
nervo olfatorio e trig€émeo e € transportado através de fluxo axonal retrégrado até os
corpos neuronais situados nos ganglios sensoriais e autonomicos (GERDTS et al.,
2000).

No estudo da patogenia de BoHV-1 e BoHV-5 ¢ importante distinguir ente
neuroinvasividade e neuroviruléncia. A neuroinvasividade ¢ definida como a capacidade
do virus invadir, multiplicar-se e distribuir-se no SNC, ao passo que neuroviruléncia
refere-se a capacidade do agente de provocar lesdes nesse sistema (SPILKI et al., 2002).
Assim, embora BoHV-1 ¢ o0 BoHV-5 sejam genética e antigenicamente relacionados,
diferem em relacdo a sua neuroinvasividade ¢ neuroviruléncia. Em relagdo a
neuroinvasividade, o BoHV-1 costuma alcangar o SNC, preferencialmente através da
infeccdo das terminagdes nervosas do ganglio trigeminal, onde a infec¢do latente ¢
estabelecida, ao passo que o BoHV-5 ¢ capaz de infectar diferentes regides do cérebro
através das duas vias de inervagdo, a trigeminal e a olfatoria (MUYLKENS et al.,
2007). Spilki et al. (2002) relatam que o BoHV-5 foi capaz de invadir, replicar e
distribuir-se em varias regides do SNC em coelhos. O agente foi isolado do bulbo
olfatorio, cortex anterior, cortex posterior, diencéfalo e mesencéfalo sendo que no
cortex cerebral anterior e posterior, os titulos de virus foram maiores quando inoculados
pela via intra-nasal (SPILKI et al., 2002). Isto se deve ao fato da replicacdo priméaria do
virus na mucosa respiratéria (MEYER et al., 1996). Spilki et al. (2002) isolaram o
agente do SNC apds inoculacgdo pelas vias intratecal (IT) e intranasal (IN) demonstrando
a capacidade de neuroviruléncia do BoHV-5 neste tecido.

Em situa¢des onde o BoHV-1 esta associado a encefalites em bovinos, acredita-
se que o virus seja capaz de invadir e replicar-se em neurOnios, astrocitos e
oligodendrocitos, como ocorre na encefalite por BoHV-5 (STORTS, 1998). Por outro
lado amostras de BoHV-1 inoculadas ndo foram isoladas, mostrando-se ineficientes na
capacidade de replicagdo no SNC de coelhos, sugerindo um neurotropismo e

neuroviruléncia pouco exacerbados nessa espécie (SPILKI et al., 2002).

2.1.8 Encefalite e meningoencefalite

Mais de cem virus distintos sdo capazes de causar encefalite aguda (W.H.O.,
2011). Além de encefalite, uma vez dentro do SNC, os virus podem ser responsaveis

pela ocorréncia de varios padrdes de doenca neurologica, incluindo radiculite, mielite
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ou uma combinagdo destas, como a meningoencefalite, que ¢ a inflamag¢ao do encéfalo e
das meninges. Na pratica, a grande maioria das infeccdes de SNC se manifesta como
meningoencefalite. Os sinais podem incluir febre alta, dor de cabega, sensibilidade a
luz, rigidez na nuca e nas costas, vomitos, confusdo e, em casos graves, convulsoes,
paralisia e coma (W.H.O., 2011). O virus rabico e o herpesvirus bovino tipo 5 estdo
entre os virus que mais causam encefalite e meningoencefalite em bovinos (SANCHES
et al., 2000).

A encefalite herpética causada pelo BoHV-5 ¢ uma doenga aguda geralmente
fatal que apresenta baixa morbidade e alta mortalidade (até 100%). A faixa etaria
acometida ¢ ampla e a doenga ocorre na forma de surtos ou casos esporadicos. No Rio
Grande do Sul, surtos ocorrem em animais jovens, entre 1 e 18 meses de idade (RISSI
et al., 2006) embora em alguns casos sejam descritas ocorréncias até 2 anos e
meio de idade (RIET-CORREA et al, 1996). No Brasil, a maioria dos casos ocorre
em animais jovens de 13-18 meses (BARROS et al., 2006).

Ap6s a infecgao do epitélio nasal pelo BoHV-5 ocorre a invasao das terminagdes
nervosas dos neurdnios que se localizam naquele epitélio (MEYER et al., 2001). A
invasdo e disseminacdo pelo BoHV-5 a partir da cavidade nasal ocorre
predominantemente pela via olfatoria e, secundariamente, pela via trigeminal (FLORES
et al., 2009).

O periodo de incubagdo ¢ em geral de 1 a 15 dias, sendo mais comum entre 4 ¢ 7
dias (DIEL et al., 2005). A doenca clinicamente aparente ¢ caracterizada por tremores
musculares, opistdtono, cegueira, nistagmo, convulsdes, bruxismo, sialorréia,
incoordenagao motora, andar em circulo e morte (BELKNAP et al., 1994; MEYER et
al., 2001; VOGEL et al.; 2003; HUBNER et al, 2005; SILVA et al.; 2006). Na
primeira semana ap6s a inoculagdo intra-nasal, os animais apresentam sinais de rinite,
conjuntivite ou mesmo se mantém assintomaticos, nessa etapa os animais podem se
recuperar da infecc¢do, progredir para doenca neurologica ou morrer (DELHON et al.,
2003).

A necropsia normalmente ndo existem alteragdes significativas, variam de
acordo com a intensidade de lesdes degenerativas e inflamatérias do encéfalo
(SALVADOR et al., 1998; MEYER et al., 2001; COLODEL et al., 2002; RISSI et al.,
2006). As principais alteragdes macroscopicas incluem malacia cortical, comumente

localizada no cortex frontal (RISSI et al., 20006).
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A principal alteracdo histologica encontrada no SNC ¢ uma meningoencefalite
difusa, ndo-supurativa com areas de malacia, caracterizada por gliose focal e/ou difusa,
infiltrado inflamatorio perivascular composto por linfocitos, plasmoécitos e macrofagos
(SALVADOR et al., 1998; ELIAS et al, 2004). Outra caracteristica importante ¢ a
presenga de corpusculos de inclusdo eosinofilicos intranucleares em neuronios

(SALVADOR et al., 1998).

2.2 VIRUS DA RAIVA

O virus da raiva (VR) pertence a ordem Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, género Lyssavirus (ICTV). Este género inclui alguns outros virus
denominados “virus relacionados a raiva”, os quais apresentam semelhancgas antigénicas
com o VR e tém sido isolados de morcegos (BATISTA et al, 2007). O género
Lyssavirus ¢ subdividido em sete genotipos. O VR ¢ classificado como genotipo “17,
sendo o protétipo do género (TORDO & POCH, 1988).

A particula do virus rabico apresenta um formato caracteristico similar a um
projétil de revolver, com um didmetro de aproximadamente 75 nm e comprimento entre
100 e 300 nm (DAVIES et al., 1963). O virion apresenta o genoma disposto em formato
de mola e envolto em uma proteina denominada nucleoproteina (N); este conjunto
forma um nucleocapsideo helicoidal, com o RNA ¢ a proteina N unidos (BANERJEE,
1987; ISENI, 1998). O nucleocapsideo e algumas moléculas de outras trés proteinas
estruturais (P, M e L) sdao circundados por um envelope, o qual ¢ derivado das
membranas celulares. Neste envelope estdo inseridas moléculas da glicoproteina “G”,
cujas moléculas o atravessam e s3o projetadas para a parte externa do virion
(BANERIJEE, 1987). O genoma viral ¢ composto por RNA de fita simples, com
tamanho aproximado de 12 Kb (WUNNER, 1991; SMITH, 1996). O genoma codifica
cinco proteinas: a nucleoproteina (N), a fosfoproteina (P previamente denominada M1),
a proteina da matriz (M, previamente denominada M2), a glicoproteina (G) e a RNA
polimerase RNA viral-dependente (L).

A adsor¢do do virus a célula hospedeira ¢ mediada pela proteina G com os
receptores celulares e levam a fusdo e internalizagdo dos virions (COX et al, 1977,
COLL, 1995; TORDO, 1996). Apos a adsor¢do a célula hospedeira, o virion penetra na
célula por fagocitose, sendo englobado por vesiculas ricas em clatrina, os lisossomos

fundem-se a vesicula, liberando a ribonucleoproteina (RNP) no citoplasma celular e
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inicia-se o processo de replicagdo (TORDO, 1996; THOULOUZE et al., 1998). O
genoma de polaridade negativa deve ser inicialmente transcrito em um genoma de
polaridade positiva (anti-genoma) para dar inicio a producao de proteinas. Estas copias
positivas servirdo de molde para a sintese de novos genomas - de polaridade negativa -
que irdo fazer parte dos novos virions a serem formados.

Na montagem dos novos virions, o complexo formado pelas proteinas N, P e L
realiza a encapsidacdo do genoma. A proteina M envolve a RNP; esse complexo vai
para a membrana plasmatica e a M inicia o “enovelamento” da particula, conferindo-lhe
o formato de “mola” que caracteriza a disposi¢do helicoidal da RNP. Em seguida, as
particulas ligam-se & membrana celular, que originard o envelope onde estdo inseridas
moléculas da glicoproteina G; tem inicio o brotamento, que ird liberar novos virions.
Esse processo ndo causa lise das células infectadas (SUGAMATA et al., 1992
WARRELL & WARRELL, 2004).

Envelope
Glicoproteina (G)
Proteina da matriz
M)

Nucleocapsideo:
proteinas N, NS e L

Figura 6. Esquema representativo do virus rdbico: as projecdes da glicoproteina G aparecem
extendendo-se do envelope lipidico que envolve o nucleocapsideo. A proteina da matriz M2 acompanha o
envelope viral e interage com a glicoproteina.
Fonte: http://fiona.umsmed.edu/~yar/zoo.html

2.2.1 Epidemiologia

A raiva esta disseminada em todos os continentes, exceto na Australia e
Antartica. Paises como Inglaterra, Irlanda, Japao e paises escandinavos obtiveram

sucesso na erradicacdo da doenca. A alta capacidade de adaptagdo do virus, o qual pode
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adotar como reservatorios diferentes espécies, permite esta ampla distribui¢ao
(BATISTA et al., 2007).

O virus da raiva ¢ mantido na natureza por ciclos inter-relacionados,
denominados ciclos urbanos e silvestres, aéreos e rurais. O Ciclo “urbano” refere-se a
raiva em caes e gatos domésticos, o ciclo aéreo refere-se a raiva em morcegos
(BATISTA et al, 2007); o ciclo “rural”’, a raiva dos herbivoros, que envolve,
principalmente bovinos. No ciclo urbano o cao doméstico se constitui no principal
hospedeiro (HIPOLITO, 1948). O potencial zoondtico da raiva é mais proeminente
neste ciclo devido a interagdo entre cdes ¢ humanos (BATISTA et al., 2007). Caes
podem ser infectados por amostras de VR que tem outras espécies como hospedeiros
naturais. Nesses casos, esses incidentes freqlientemente envolvem morcegos (CARINI,
1911; CARRIERI et al., 2001; CARNIELI et al., 2006) acarretando uma das principais
preocupagdes de controle desta zoonose: a possibilidade da re-introdug¢do da raiva
urbana em populagdes caninas a partir de virus associado a outros ciclos da infecc¢ao
(BATISTA et al., 2007).

No ciclo aéreo a presenca de morcegos contaminados com o virus representa um
sério problema, especialmente para animais domésticos e seres humanos, constituindo-
se em uma fonte de contaminacdo critica (KOTAIT, 1996). Os morcegos hematofagos,
Desmodus rotundus, sao os principais reservatorios do virus na natureza no ciclo aéreo
se constituindo os principais transmissores para os bovinos (BATISTA et al., 2007).

No ciclo silvestre o virus tem como reservatorios naturais diferentes espécies. A
raposa vermelha (Vulpes vulpes) na Europa, ¢ o reservatério natural do virus em seu
ciclo silvestre; na América do Norte, além das raposas, gambas (Mephitis mephitis) e
guaxinins (Procyon sp.) sdo também hospedeiros naturais do virus. No Brasil a raposa
cinzenta (Dusicyon vetulus) foi igualmente demonstrada ser hospedeira natural de uma
variante do virus (BORDIGNON et al., 2001).

A situacdo da raiva no Brasil apresenta niveis diferenciados de distribui¢ao nas
regides do Pais. Na regido Sul, a raiva urbana estd controlada, os ultimos casos em
humanos no Rio Grande do Sul e Santa Catarina ocorreram em 1981 (BORDIGNON et
al, 2005). No Parana, o ultimo caso foi registrado em 1987 (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007). Mas, em 2001 ocorreu no Rio Grande do Sul um caso em felino na qual
a variante do VR era de origem de morcegos ndo hematofagos (SCHAEFER et al.,
2002). Em 2007 um cao foi infectado com uma variante de quirdptero usualmente

detectada em morcegos insetivoros (BATISTA et al., 2007). Assim, apesar de episdédios
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isolados de contamina¢do com virus de outros hospedeiros naturais, as variantes do VR
que tem como hospedeiro natural o cao ndo tem mais sido detectadas em populagdes
caninas na regido Sul. Nas demais regides do pais ainda apresentam casos de raiva
urbana (BATISTA et al., 2007).

Além dos problemas de satde publica, a raiva proporciona grandes prejuizos a
pecuaria nacional, sendo responsavel nos ultimos dez anos por mais de 23000 casos
notificados em bovinos (BATISTA et al., 2007). Na regido sudeste ocorreu um aumento
nos casos de raiva notificados em herbivoros; entretanto, ¢ possivel que esses dados
reflitam uma maior eficacia na notificacdo (BATISTA et al., 2007). Na regido Nordeste,
0s €asos em ovinos e caprinos representam uma parcela significativa dos casos de raiva

em herbivoros (GUEDES et al.,, 2007).

2.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL
2.3.1 Diagnostico de BoHV-1 e BoHV-5

Dentre os métodos mais utilizados para a deteccdo de infecgdes pelo BoHV-1 ou
BoHV-5 estdo o isolamento viral, testes sorologicos, imunohistoquimica, ou pelo
chamado diagnodstico molecular, onde sdo pesquisados fragmentos de DNA gendmicos

(MOORE et al., 2000).

2.3.1.1 Isolamento viral

O isolamento viral ¢ a técnica padrdo para a deteccdo do BoHV-1 ou BoHV-5,
onde suspensdes de tecidos ou secregdes sdo preparadas e inoculadas em cultivos
celulares visando o isolamento do agente (FERRARI et al, 2007). Ap6s um periodo
variavel de incubagdo, a presenga do virus ¢ evidenciada pelo ECP caracteristico do
virus (TAKIUCHI et al., 2003). Tanto o BoHV-1 como o BoHV-5 produzem efeito
citopatico (ECP) bastante evidente em vdrios tipos de células, incluindo cultivos
primarios e linhagens estabelecidas. Devido a maior praticidade, células de linhagem de
rim de bovino (MDBK — Madin-Darby bovine kidney) sao as mais utilizadas para o
isolamento viral. O BoHV-1 e BoHV-5 geralmente causam ECP entre 24 e 72 horas
apos a inoculagdo e raramente sdo necessarias mais do que duas ou trés passagens. Ao
final da terceira passagem, caso ndo haja evidéncia de ECP, o material é considerado

negativo para virus (FRANCO & ROEHE, 2007).
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2.3.1.2 Diagnostico molecular

A dificuldade em se diferenciar as infecgdes por BoHV-1 das infec¢des por
BoHV-5 ¢ em virtude da grande semelhanga antigénica e gendmica entre os dois virus.
Essa grande semelhanca ¢ a causa dos altos indices de reagdo cruzada, que dificultam a
diferenciagdo pelos testes de rotina (ROIZMAN et al., 1992; CHOWDHURY, 1995).
Procedimentos mais especificos, baseados em varios tipos de provas de DNA,
apresentam grande vantagem nesse contexto, pois costumam ser muito sensiveis.

O uso de técnicas de deteccio de DNA tem revolucionado o diagndstico de
infecgdes viricas, especificamente pelo desenvolvimento da PCR, descrita por Saiki et
al. (1985), que iniciou um periodo, ainda em progresso, de rapida evolu¢do nos
laboratorios de diagnostico virologico (STORCH, 2001).

O principal objetivo da PCR ¢ a amplificagdo de uma regido alvo no DNA.
Possui como vantagens a alta sensibilidade e especificidade, além da rapidez de
execucao e aplicacdo em diferentes amostras clinicas. Além disto, pode ser utilizada em
amostras que contém virus inativado ou que mantém o virus no estado latente
(DEBIASI & TYLER, 2004). Quando a presenga do DNA viral nos sitios de laténcia ¢é
0 Unico indicativo da infec¢do (ndo sendo detectado por sorologia), a PCR ¢ importante
na deteccdo desta forma de infecgdo (FRANCO & ROEHE, 2007).

Outra linha de diagnostico seria a combinacdo de diferentes abordagens
moleculares (PCR-RFLP, Nested PCR, hibridizagdes in situ) que também fornecem
métodos de diferenciar os virus, o que ¢ importante para a confirmacao de tropismos e
dados epidemioldgicos das viroses (TURIN et al., 1999). Por exemplo, o uso de
enzimas de restricdo apds a amplificacdo de determinada regido do genoma (PCR-
RFLP) ¢ um método que pode ser usado para se subtipar o BoHV-1 e o BoHV-5
(D'ARCE et al., 2002). A nested PCR também permite a discriminagdo entre as
infecgdes por BoHV-1 ¢ BoHV-5 pois os produtos amplificados pela primeira PCR
servem como molde a outros primers complementares as seqiiéncias localizadas
internamente no produto da primeira reacdo. Em relagdo a PCR tradicional, a nested
PCR possui as vantagens de maior sensibilidade (duas etapas de amplificacdo) e
especificidade (BRUM & WEIBLEN, 2007).

A detecgdo de genomas de BoHV-1 ou BoHV-5 em encéfalos bovinos, na
manifestagdo de sinais neuroldgicos, sem o isolamento de virus infeccioso ndo indica

infeccdo aguda (VOGEL et al., 2003). Portanto, a PCR e nested PCR para o diagnostico
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de encefalites por estes agentes deve ser feito com cautela, pois animais latentemente
infectados e apresentando sintomas neurologicos devido a outras etiologias, como a
raiva e, sendo positivos na PCR para BoHVs, ainda assim nao ¢ possivel afirmar que
este seja o agente causador da patologia devido a impossibilidade de isolar o virus em
forma infecciosa.

O diagndstico de uma virose € importante para a determinagdo da prevaléncia da
infec¢do e para o estabelecimento de alternativas de controle e erradicagdo da mesma.
Assim, o presente estudo analisou a ocorréncia de infec¢des por BoHV-1 e/ou BoHV-5
em amostras provenientes de encéfalos bovinos submetidas ao diagnostico de raiva para
avaliar seu possivel envolvimento nos quadros de encefalite que originaram a suspeita

inicial de raiva.

2.3.2 Diagnostico de raiva

O tecido de eleicdo para o diagnostico de raiva ¢ o encéfalo dos animais
suspeitos. Recomenda-se enviar ao laboratorio fragmentos de tecidos encefélicos,
devendo ser incluidas por¢des do cerebelo, cortex e circunvolugdes do hipocampo (ou
cornos de Amon) (BATISTA et al., 2007). Animais pequenos (p.ex. morcegos, gambas,

sagiiis) devem ser remetidos inteiros ao laboratorio.

2.3.2.1 Imunofluorescéncia direta

A TFD baseia-se na deteccdo do virus em esfregacos de tecido com anticorpos
especificos conjugados a uma proteina fluorescente (isotiocianato de fluoresceina)
(DEAN et al., 1996). Esta técnica passou a ser amplamente utilizada devido a sua alta
sensibilidade e especificidade. A IFD chega a atingir sensibilidade e especificidade
proximas a 100%. Em funcdo disso, essa técnica permanece como procedimento de
eleicdo para o diagnostico rapido de raiva. Usualmente, a IFD (Figura 7) ¢
acompanhada de um teste de confirmacdo biologica, como a inoculacio em

camundongos lactentes (BATISTA et al., 2007).
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Figura 7: Imunofluorescéncia positiva para raiva em encéfalo bovino. Fonte: ROEHE, P.M. 2007.
IPVDF.

A prova biologica ¢ realizada em todas as amostras suspeitas de raiva,
independente do resultado da IFD, ¢ feita através de inoculagdo do encéfalo suspeito em

camundongos lactentes (FLORES & TOBIAS, 2008).

2.4 OBJETIVOS

e Analisar a ocorréncia de infecgdes por BoHV-1 e/ou BoHV-5 em amostras de
tecido encefalico bovino submetidas ao diagnostico de raiva e avaliar seu
possivel envolvimento nos quadros de encefalite que originaram a suspeita

inicial de raiva.



CAPITULO 1

1. RESULTADOS

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de artigo cientifico.

Trabalho em preparacao.
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ABSTRACT

Although rabies is still the major infectious cause of neurological disease in
cattle in Brazil, bovine herpesviruses types 1 (BoHV-1) and 5 (BoHV-5) are highly
prevalent throughout the country and are frequent causes of encephalitis. The aim of the
present study was to investigate whether BoHV-1 and BoHV-5 would play any role in
cases of encephalitis in cattle in samples submitted to the rabies reference diagnostic
laboratory in the state of Rio Grande do Sul, Brazil, in the period 2009-2010. Virus
isolation attempts were carried out in 101 specimens (39 rabies-infected and 62 rabies-
uninfected specimens). After three passages in MDBK cells, infectious herpesviruses
were not isolated in any of the specimens. Of the 101 total samples analyzed, this test
revealed that 25.7% (26/101) of cattle were infected with BoHV-1 and 21.8% (22/101)
were infected with BoHV-5. Genomes of both types were detected in 29.7% (30/101)
samples. With the 39 samples positive for rabies virus, BoHV-1 genome was detected in
23% (9/39) and 15.4% (6/39) were positive for BoHV-5 as well as in 41% (16/39) of
these samples, which were positive for both BoHVs. On the other hand, the negative
samples for rabies virus, 27.4% (17/62) also were positive for BoHV-1, as well and
25.8% (16/62) were positive for BoHV-5. Genomes of both BoHVs were detected in
22.6% (14/62) of the specimens. These differences are not statistically significant
indicating no correlation between the occurrence of rabies and herpesvirus infections in
the animals. These results do not imply that the herpesviruses detected, even showing a
high incidence, were the causative agents of meningoencephalitis in the samples tested,

once it was not possible to isolate virus in its infectious form, however it suggests a
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latent infection in the animals involved with neurological signs of meningoencephalitis

whose primary suspicion was rabies.

KEYWORDS: Encephalitis; bovine herpesvirus; BoHV-1; BoHV-5; rabies; PCR.

INTRODUCTION

Rabies virus and Bovine herpesvirus 1 and 5 (BoHV 1 and 5) are the most
important viral agents associated with encephalitis in cattle, causing great economical
losses to cattle production (Sanches et al., 2000). BoHV-1 is one of the most important
pathogens of cattle and is distributed worldwide (Kahrs, 2001). BoHV-1 generally
infects cattle older than 6 months of age, once maternal immunity has waned (Bennett
& Ljpelaar, 2003). Infection with BoHV-1 causes a variety of clinical diseases
including infectious bovine rhinotracheitis (IBR), infectious pustular vulvovaginitis
(IPV) and infectious pustular balanoposthitis (IPB). Eventually, BoHV-1 may also
cause neurological disease in cattle (Roels et al., 2000; Silva et al., 2007).

BoHV-5 is the causative agent of bovine herpetic encephalitis (Meyer et al.,
2001). The disease is characterized by tremors, nystagmus, teeth grinding, circling,
ataxia, recumbency, paddling and death (Beltrdo et al., 2000; Carrillo et al., 1983a;
Meyer et al., 2001; Perez et al., 2002). The disease usually affects cattle up to two years
old, but occasionally older animals may be involved (Salvador et al., 1998). Bovine
herpesvirus encephalitis or meningoencephalitis have been frequently detected in cattle
in Brazil, Argentina and Uruguay, and only rarely in the Northern hemisphere (Carrillo
et al., 1983a; Weiblen et al., 1989; Salvador et al., 1998).

Although they share common biologic properties, these two herpesviruses differ
in their neuroinvasiveness and neurovirulence. When infection takes place via oronasal
route, BoHV-1 neuroinvasion may occur but it is believed not to go further than the
neuron located in the trigeminal ganglion, where the latent infection is established
(Muylkens et al., 2007). Eventually, if the virus reaches the CNS, it may cause
encephalitis (Roels et al., 2000; Silva et al., 2007) On the other hand, BoHV-5 is able to
invade the CNS through the trigeminal and/or the olfactory pathways and infect
different regions of the brain, causing acute and latent infections (Carrillo et al., 1983a;
Perez et al., 2002; Vogel et al., 2003). However, the actual reasons for the more

exacerbated neurovirulence of BoHV-5 in relation to BoHV-1 remain unknown.
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The neurological signs caused by viral infections of the CNS in cattle are similar
to those induced by other diseases, such as leptospirosis (Lilenbaum et al., 2007),
tuberculosis (Barros, et al., 2006), plant poisoning (Barros et al., 1992) mycotoxins
(Loretti et al., 2003), babesiosis (Almeida et al., 2005; Rodrigues et al., 2005),
congenital malformations (Sanches et al., 2000) poisoning by sodium chloride (NaCl)
and botulism (Spilki et al., 2003). This may bring difficulties to the diagnosis of disease
outbreaks, especially those with a public health impact like bovine rabies.

This study was conducted to search for BoHV-1 and BoHV-5 in cattle brains
submitted to rabies diagnosis in the Rio Grande do Sul State in order to determine
whether these viruses would have any role in the etiology of encephalitis which

originated the suspicion of rabies.

MATERIALS AND METHODS
Brain tissue samples

Cattle brain (including cerebellum, thalamus, midbrain, pons, medulla
oblongata, cervical medulla) specimens submitted to rabies diagnosis in the State of Rio
Grande do Sul, Brazil, in the period 2009-2010 were separated and stored individually
in Petri dishes and frozen at -80°C until processed. During this period 101 cattle brain
tissue samples were received from 51 different regions throughout of the State (see
annex 1). From the examined samples, 39 were diagnosed positive for rabies. Rabies
diagnosis is based on the direct immunofluorescence technique (DIF), with high
sensitivity and specificity (Gongalves et al., 2002). The DIFT is based on detecting
virus in smears of tissue with specific antibodies conjugated to a fluorescent substance

(FITC) (Dean et al., 1996).

Cells

Madin-Darby bovine kidney (MDBK) cells, subcultured from ATCC CCL-22,
were used to isolate BoHV-1 and BoHV-5 viruses. The cells were kept in Eagle’s
Minimal Essential Medium (EMEM, Gibco) with 10% goat serum supplemented with
antibiotics [100 pL/L enrofloxacin (Cultilab), 400 pL/L amphotericin B (Cristalia)].
The preparation of samples for virus isolation was performed with EMEM with 2% goat

serum supplemented with antibiotics as above.
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BoHYV isolation

For BoHV isolation, brain tissue samples were processed individually in a
laminar flow to prevent cross contamination. The inocula were prepared with sterile
surgical material. Fragments of brain were collected from different areas from cortex,
cerebellum and spinal cord and were weighed up to 1g. The fragments were macerated
with sterile sand and 10 mL of EMEM were added to reduce the cell debris and scraps
the inocula were centrifuged for 2.500 x g (5.500 rpm) during 10 minutes. After
centrifugation, 1 mL of supernatant was collected and added to MDBK cells
subcultured 24 hours before. The inocula and MDBK cell were incubated at 37°C with
5% CO, atmosphere for 1 hour. Then the inocula were removed and the cell monolayer
was washed three times with PBS (phosphate buffered saline) and 10 mL of EMEM
with 1% goat serum supplemented with antibiotics [S00 pL/L enrofloxacin (Cultilab),
400 pL/L amphotericin B (Cristalia)] were added. The MDBK cells were kept at 37°C
and every 24h they were evaluated in search of cytopathic effect. After 7 days, the cell

monolayers were frozen at -80°C until the next passage.

Extraction of total brain DNA

Fragments of brain of about 100 ug of tissue were placed in ImL lysis buffer
[20 mM Tris-HCI, pH 7.4; 10 mM EDTA, 200 mM NaCl,; 100 pg proteinase K; 10 %
SDS; pH 8.0) and incubated for 1 hour at 56°C. Subsequently, the mixture was
centrifuged at 12.000 x g for 10 min and 400uL of the supernatant were collected. After
a standard phenol extraction (Sambrook & Russell, 2001) the purified DNA was
precipitated in ethanol, washed and resuspended in 100 pL. TE (10 mM Tris pH 7.4; 1
mM EDTA pH 8.0). To check for the quantity and quality of the obtained DNA, 5 pL
were analyzed by agarose gel electrophoresis and compared with known quantities of

phage lambda DNA (Fermentas).

Nested PCR

The primers used in the first round of amplification were based on the sequences
of the glycoprotein C (gC) gene of both BoHV-1 and BoHV-5. The primers (PF2: 5’
CGGCCACGACGCTGACGA 3’ and PR1: 5 CGCCGCCGAGTACTACCC 3’) anneal
to a region shared by both BoHV-1 and BoHV-5 and amplify a region of 575 and 572
bp, respectively (Esteves et al., 2008). The PCR was set up in 25 pL containing 1 mM
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MgCl, (Invitrogen), 0.3 uM of each primer (IDT), 10% dimethylsulfoxide (DMSO;
Acros Organics), 1 U Taq DNA polymerase (Invitrogen), 10% of PCR buffer
(Invitrogen) and 0.6 mM deoxynucleoside triphosphates (ABgene) per reaction. To
each reaction, 25 molecules of an internal control template (expected product length 440
bp; Campos et al., 2009) were added to detect false negative reactions. Reactions were
performed in a thermal reactor (Eppendorf Mastercycler) under the following cycling
conditions: 5 min at 94°C; followed by 35 cycles of 1 min at 94°C, 1 min at 62°C, 1
min at 72°C; followed by 5 min at 72°C.

The nested reaction to differentiate between BoHV-1 and BoHV-5 was
performed with two type-specific PCRs on the product of the first PCR as a template
(see annex 2). To detect BoHV-1 DNA (see annex 4), the primer pair (PF 5'-
CTAACATGGAGCGCCGCTT-3" and PR 5'-CGGGGCGATGCCGTC-3") was used,
which is expected to give rise to a product of 161 bp. To detect BoHV-5 DNA, the
primer pair (PF 5’-GTGGAGCGCCGCTTCGC-37 and PR 5'-
TATCGCGGAGAGCAGGCG-3") was employed to amplify a product of 236 bp (see
annex 4) (Campos et al., 2009). Each PCR was carried out in a total volume of 25 puL
containing 1 mM MgCl,, 0.2 uM of each primer forward, 10% DMSO (Acros
Organics), 0.6 mM dNTPs (ABgene), 1x buffer and 1U of 7ag polymerase (Invitrogen).
The cycling conditions were: 95°C for 5 min followed by 35 cycles of 1 min 94°C, 1
min 61°C and 1 min 72°C and a final extension time of 5 min 72°C. To avoid
contamination, separate rooms were designated to prepare the PCR buffers, to DNA
extraction of brains tissues, and to the analyses of PCR products. Filter tips were used
throughout. Work benches were decontaminated with ethanol 70% and UV light.
Negative controls (water) were included in every three PCR reactions (Campos et al.,

2009).

Statistical analysis

The results were analyzed using the Pearson Chi-Square in the program SPSS
17.0. The comparisons between BoHVs infected with rabies or non-infected with rabies

were considered significant when p< 0.05%.

RESULTS

BoHYV isolation
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After three blind passages in MDBK cells, no infectious virus was detected in

the 101 cattle brain tissue samples examined in the present study.

Detection of BoHV-1 and BoHV-5 DNA in brain samples

In the first round of PCR only 38.6% of the samples (n=101) were positive for
BoHV (see annex 3). Among all brain samples (n=101), 25.7% were positive for
BoHV-1, 21.8% were positive for BoHV-5 and 29.7% were positive for both genomes
(Table 1) (see annex 5). In rabies positive brains, the highest percentage of positive
samples, 41% (16/39), was of BoHV-1 and BoHV-5 co-infections (see annex 6). In
rabies negative brains, infections with BoHV-1, 27.4% (17/62) (see annex 7), were the
most frequents. The prevalences found in the positive and negative rabies groups, when
compared with presence or absence of BoHVs, were not statistically significant. These
results demonstrated that the protocol used allows differentiation between these two
viruses, based on the extension of the product and, although BoHV-1 and BoHV-5
infections are in fact widespread in cattle, these do not seem to contribute significantly

to the cases where rabies is suspected as the cause of encephalitis.
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TABLE 1: Results of the nPCR for BoHV-1 and 5 DNA detection from brain tissues of

animals submitted to rabies diagnosis (n=101).

BoHV-1 and S DNA amplification from brain tissues

Negative BoHV-1 BoHV-5 BoHV-1 and 5 Total

Results” 23(22.8%) 26 (25.7°) 22(21.8Y) 30 (29.7°) 101°
Rabies positive” 8 (20.5°) 9(23.1° 6 (15.49) 16 (41.0° 39 (38.6)
Rabies negative” 15 (24.2%) 17 (27.4% 16 (25.8% 14 (22.6% 62 (61.4)

*There are no statistically significant differences between all groups;

a. The subtype specific nPCRs were accomplished using the products of the BoHV positive samples as
templates;

b. The percentage refers to the overall results (n=101);

c. The percentage refers to the total results for samples positive for rabies (n=39);

d. The percentage refers to the total results for samples negative for rabies (n=62);

DISCUSSION

Whenever rabies virus is searched, in most diagnostic laboratories no other
agents are routinely investigated in the examined samples (Spilki et al., 2003).
Therefore, if the cause of neurological disease frequently remains undetermined.
However, the establishment of a conclusive diagnosis has become specially relevant,
particularly to define a precise differential diagnosis of BSE (Claus et al., 2002). As
BoHV-1 and BoHV-5 are widely disseminated in Brazilian cattle, it would be
interesting to examine whether these would have any correlation with the occurrence of
rabies. However, as herpesviruses are able to establish latent infections, it would be
interesting to compare the occurrence of productive and latent infections in rabies
suspect cases. A few studies have dealt with the detection of bovine herpesviruses in
animals submitted to rabies diagnosis (Pinto et al., 2000; Spilki et al., 2003; Batista et
al., 2007). In the present work, a search was made to detect possible correlations
between the occurrence of rabies, BoHV-1 and BoHV-5 in 101 brains of cattle
suspected of rabies infection due to neurologic signs displayed before death. Out of
these, 62 were negative and 39 were positive at rabies diagnosis. When submitted to
three blind passages in cell culture for BoHV isolation, none of the brain samples
showed infectious virus. Recently, Batista et al. (2010), analyzing 70 brain samples of
bovines sent to rabies diagnosis isolated BoHV-1 from two samples, one of these also
positive for rabies. Likewise, Silva et al. (2007) were able to isolate BoHV-1 from five

out of 26 brain samples of bovines from which typical herpesvirus CPE was visualized.
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Other 21 isolates recovered from brains were identified as BoHV-5. Roels et al. (2000)
were able to isolate BoHV-1 from the brain of an adult cow showing typical signs of
CNS disease. On the other hand, Spilki et al (2003) isolated and characterized BoHV-5
from the brain of a rabies infected calf. Rissi et al. (2008), in 11 cases of bovine herpetic
meningoencephalitis in Southern Brazil, diagnosed 7 cases by BoHV-5 and 4 cases
caused by BoHV-1. On the other hand, Claus et al. (2007) were able to isolate 18
BoHV-5 isolates from 47 brain samples with meningoencephalitis. However, those
studies report rather different prevalences for active BoHV infections in rabies suspect
cases. In the present study, the lack of infectious virus in all the samples show that
either the bovine herpesviruses played no role at all in the neurological signs of these
animals during the acute disease; or at least part of these samples are actually false
negative. In this case, inappropriate storage conditions could influence the amount of
infectious viruses in the brain tissues, especially if the viral load was low from the start.
Another cause of false negative results is that the region used to prepare the tissue
macerate for the virus isolation did not contain enough infectious virus particles to be
isolated in cell culture. However, to avoid false negative results, as soon as the samples
arrived in the laboratory they were stored at — 70°C.

When nested PCRs that amplify and differentiate BoHV-1 from BoHV-5 DNA
were directly applied in these brain tissues, 25.74% of the samples tested here were
positive for BoHV-1 DNA, while 21.78% were positive for BoHV-5. DNA from both
viruses was detected in 29.7%. When the results of the nPCRs were compared with the
detection of rabies virus, no statistically significant correlation was found.

Recent reports on the detection of BoHV-1 and 5 DNA in brains of rabies
negative cattle with meningoencephalitis showed the presence of BoHV-5 DNA in
30/47 (Claus et al., 2007) and in 28/76 (Arruda et al., 2010). None of the samples tested
by these authors was positive for BOHV-1 DNA. The differences between the results
described in our study and the ones described previously may be explained by
differences in sensitivity of the PCRs. The nPCR used here detects between 25 and 2.5
DNA molecules (Campos et al. 2009). The sensitivity of the PCR used by Claus et al.
(2005) and Arruda et al. (2010) was calculated based on serial dilutions of BoHV-5 and
1 viral isolates and it was able to detect viral DNA in the dilutions containing 50 and 5
50% tissue culture infectious doses (TCIDsy), respectively (Claus et al. 2005). Because

serial dilutions of infectious viruses may contain DNA molecules of inactivated viruses,
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it is likely that the nPCR described here is more sensitive than that of Claus et al. (2005,
2007).

Approximately 37% of the animals tested here were up to 24 months old, and
62.34% animals were over 24 months old. Older animals show higher frequencies of
BoHV infections because they have more chances to get in contact with different
sources of infection during their reproductive lives. The large number of old animals
tested here may, consequently, have influenced in the frequency of DNA positive
samples found here.

BoHV-5 has more frequently associated with neurological disease of cattle than
BoHV-1 (Rissi et al., 2007, Salvador et al., 1998, Silva et al., 2007, Belknap et al.,
1994, d’Offay et al, 1993). BoHV-5 is neuropathogenic and easily invades the CNS,
being able to cause acute meningoencephalitis when it reaches the brains through the
olfactory and trigeminal pathways. This virus can be recovered from several brain
regions (olfactory bulb, olfactory cortex, anterior cortex, dorso-lateral cortex, posterior
cortex, cerebellum, thalamus, midbrain, pons, medulla oblongata, cervical medulla and
trigeminal ganglia) with high to moderate titres after an acute infection (Vogel et al.,
2003). On the other hand, BoHV-1 is less neurovirulent and neuroinvasive than BoHV-
5. However, although latent infection of BoHV-1 was rarely detected in neural areas
beyond trigeminal ganglia (Carrillo et al., 1983a; Perez, et al., 2002; Vogel et al., 2003;
Del Médico Zajac et al., 2010), Storts (1998) suggested that when BoHV-1 is associated
with bovine meningoencephalitis it replicates in neurons, astrocytes and
oligodendrocytes, similar to what happens with BoHV-5 meningoencephalitis. It is
possible that, like BoHV-5 (Vogel et al., 2003), following an acute infection, BOHV-1 is
able to establish latent/persistent infection in different regions of the brains.

Molecular techniques like PCR or in situ hybridization are known as very
sensitive techniques that have the advantage to detect viral nucleic acids in tissue
samples that are inappropriate for virus isolation. On the other hand, especially in the
case of herpesviruses infections, PCR may not be the best choice in the diagnosis of
acute disease because they are not able to differentiate between acute and latent
infections. Based on this knowledge, and taking into account that no infectious virus
could be isolated from these samples, we might assume that at least part of the samples
tested here came from animals which were developing a latent phase of a herpesvirus

infection at the time of death.
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In summary, our results are suggestive of a natural high frequency of
latent/persistent infections by both BoHV-1 and 5 in brains of cattle. Despite this, we
are not able to confirm they were the causative agents of encephalitis in the samples
tested, as it was not possible to isolate virus in its infectious form, thus we can only
suggest a latent infection in the animals involved with neurological signs whose primary
suspicion was rabies. The characterization of a latent infection by alphaherpesviruses is
linked to the detection of latency related transcripts (LAT) mRNA from the tissue

sample, which will be the subject of future investigations by our group.
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3. CONCLUSOES

A técnica de PCR tem grande importincia no diagnodstico diferencial nas
enfermidades que acometem o sistema nervoso central dos bovinos. O isolamento viral
juntamente com a técnica de PCR ¢ de suma importincia para o correto diagnodstico de
encefalites virais em bovinos relacionadas ao herpesvirus bovino.

Os resultados devem ser interpretados com cuidado, pois presenca de DNA viral
somente com indicativo de manifestagdo de sinais neuroldgicos, sem o isolamento
concomitante dos agentes pode nao indicar infec¢cdo aguda por herpesvirus bovino.

A presenga do DNA de BoHV-1 ou BoHV-5 em encéfalos positivos para raiva
demonstra a real importancia da andalise cautelosa de resultados positivos para BoHVs
na PCR, pois se mal interpretados, estes resultados podem interferir no diagnostico para
outras enfermidades neurologicas e com alto potencial zoonoético como ¢ o caso da
raiva.

Nesse estudo uma PCR semi quantitativa foi utilizada para detectar o DNA de
BoHV-1 e BoHV-5 em encéfalos de 101 bovinos submetidos ao diagnéstico de raiva no
Rio Grande do Sul. O DNA de BoHV foi detectado em 38% dos encéfalos analisados.
A prevaléncia do DNA de BoHV-1 e BoHV-5 nos rebanhos brasileiros pode ser ainda
maior, e isso nos leva a questionar a real prevaléncia de animais infectados latentemente

e propor o desenvolvimento de métodos mais sensiveis na identificacao destes animais.
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ANEXO 1

Mapa das cidades que enviaram amostras para diagndstico de raiva
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ANEXO 2

Representagdo das reacdes de amplificacdo da nested PCR para detecgdo de DNA de

BoHV-1¢5
U, Us
Genoma de BoHV-1 ou 5 137821 ph
Gene U, 44 {gC) ‘ : 1720 pb
Produto da 19 PCR | > Q\ < ~570ph
Produtos da nPCR Lwﬂu_.‘ BOHV b D
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ANEXO 3

Foto em gel de agarose com os respectivos produtos de amplificagdo para BoHV-1 e
BoHV-5
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ANEXO 4

Grafico dos resultados da PCR para BoHV

PCR (n=101)

38,6% (39/101)

PositivosBoHV
B Negativos BoHV
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ANEXO 5

Grafico do resultado da nested PCR

Nested PCR (n=101)

25,7% (26)

BoHV-1
B BoHV-5
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B Negativos
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ANEXO 6

Grafico do resultado da nested PCR nas amostras positivas para raiva

Nested PCR positivos para raiva (n=39)

- 23,1% (9)

BoHV-1
M BoHV-5
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ANEXO 7

Grafico da nested PCR das amostras negativas para raiva

Nested PCR negativos para raiva (n=62)
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