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Bovine herpesvirus (BoHV) is an important cause of neurological disease in cattle in
the Midwest Brazil. The application of molecular diagnostic techniques represents an
important contribution for the study of BoHV. This paper describes the detection of BoHV-
5 and BoHV-1 by a specific multiplex PCR assay in 76 paraffin-embedded samples from
central nervous system (CNS) of cattle with neurological disorders. The samples were
divided into 2 groups according to the histological features: Group 1 was composed of 40
cases of necrotizing meningoencephalitis (characteristic of BoHV infection), and Group 2
was composed of 36 cases of nonspecific nonsuppurative meningoencephalitis. Positive
results for BoHV-5 accounted for 40% of the samples in the group 1 and 33% in the group
2. No detection of BoHV-1 was recorded.

INDEX TERMS: Bovine herpesvirus, BoHV-1, BoHV-5, PCR.

RESUMO.- A infecgcao por herpesvirus bovino (BoHV) é uma
das principais causas de doenca neuroldgica em bovinos
na regido Centro-Oeste do Brasil. O uso de técnicas mole-
culares de diagndstico representa uma contribui¢cdo impor-
tante para o estudo dessa doenca. Este trabalho descreve
0 uso de uma técnica especifica de PCR multiplex para
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identificar BoHV-5 e BoHV-1 em 76 amostras de encéfalo
de bovinos fixadas em formol e incluidas em parafina. Com
base nas alteracdes histoldgicas, as amostras foram sepa-
radas em 2 grupos: o Grupo 1 era composto de 40 amostras
de bovinos com meningoencefalite necrosante caracteristi-
ca da infec¢éo por BoHV; no Grupo 2 estavam 36 amostras
de casos com encefalite ndo-supurativa inespecifica. Iden-
tificacdo de BoHV-5 foi constatada em 40% das amostras
do grupo 1 e em 33% das amostras do grupo 2. Nao houve
amplificagcéo de DNA de BoHV-1 em nenhuma amostra.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Herpesvirus bovino, BoHV-1,
BoHV-5, PCR.

INTRODUCAO

Os disturbios do sistema nervoso central (SNC) de bovi-
nos abrangem um grupo de enfermidades importantes que
incluem principalmente doencas infecciosas e degenerati-
vas (Riet-Correa et al. 2002). A identificacdo, em meados
da década de 1980, da encefalopatia espongiforme bovina
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(BSE) e a sua posterior ligagao com a variante da doenga
humana de Creutzfeldt-Jakob (vCJD) realgou a importan-
cia sécio-econémica e de saude publica das doengas do
SNC nessa espécie (Barros et al. 2006).

As principais enfermidades inflamatdrias que afetam o
SNC de bovinos no Brasil sdo a raiva, a meningoencefalite
por herpesvirus bovino (BoHV) e a febre catarral maligna
(FCM) (Barros et al. 2006, Sanches et al. 2000, Mendonca
et al. 2008). A meningoencefalite por BoHV é uma das
doencgas mais importantes de bovinos na regiao Centro-
Oeste do Brasil (Salvador et al. 1998, Colodel et al. 2002,
De Paula et al. 2005,) e tem sido relatada em varios outros
Estados, como Sao Paulo (Salvador et al. 1998), Minas
Gerais (Gomes et al. 2002), Rio Grande do Sul (Rissi et al.
2006, Silva et al 2007a,b), Para (Riet-Correa et al. 2006) e
Parana (Claus et al. 2007). A infecgao por BoHV-5 é usual-
mente associada com quadro de meningoencefalite e si-
nais clinicos neurolégicos. O BoHV-1 é o agente causador
da rinotraqueite infecciosa bovina (IBR) e da vulvovaginite
pustular infecciosa bovina (IPV) (Roizman et al. 1992).
Entretanto, estudos tém demonstrado que tanto o BoHV-1
como o BoHV-5 podem n&o estar estritamente associados
as suas respectivas sindromes clinicas, causando tam-
bém quadros clinicos classicamente atribuidos ao outro
tipo viral (Silva et al. 2007a). A similaridade entre os dois
virus e a dificuldade na diferenciacao soroldgica ndo per-
mitiam que um levantamento adequado da prevaléncia
dessas infecgdes fosse realizado (Roehe et al. 1998). Di-
versos estudos tém proposto a utilizagao de técnicas mo-
leculares para auxiliar na diferenciacéo entre BoHV-5 e
BoHV-1. Os testes mais utilizados sédo o PCR e o nested-
PCR (Ely et al. 1996, Ashbaugh et al. 1997, Claus et al.
2005, Silva et al. 2007a,b). Esses testes sao especificos
e praticos e tém a vantagem de permitir o estudo retros-
pectivo a partir de amostras incluidas em parafina. Outras
técnicas, como a imuno-histoquimica (Meyer et al. 2001,
Vogel et al. 2003, Hubner et al. 2005), o cultivo celular
(Souza et al. 2002) e a andlise de restricao enzimatica
(D’Arce et al. 2002) também podem ser utilizadas como
ferramenta diagndstica.

Neste trabalho demonstraremos uma técnica para
deteccao molecular de BoHV-5 e BoHV-1 em amostras de
encéfalo fixadas em formol e emblocadas em parafina.
Todas as amostras eram provenientes de bovinos com
doenca neuroldgica e foram remetidas ao Laboratério de
Patologia Veterinaria da Universidade Federal de Mato
Grosso (LPV-UFMT) entre 1999 e 2008.

MATERIAL E METODOS

Amostras de encéfalo de bovinos com quadro clinico neuroldgi-
Co coletadas por veterinarios autbnomos e veterinarios do Insti-
tuto de Defesa Agropecuaria do Mato Grosso (INDEA-MT) e
encaminhadas ao LPV-UFMT entre 1999 e 2008 foram analisa-
das. Essas amostras foram negativas para raiva no teste de
imunofluorescéncia direta e na prova biolégica. Desse grupo
foram selecionadas 76 amostras que foram recebidas pelo LPV-
UFMT em solucdo de formalina a 10%. Dessas, 9 amostras

tinham também fragmentos que foram mantidos congelados.
Nao é possivel afirmar com precisao o periodo em que os mate-
riais permaneceram em solugdo de formalina, estimando-se
variagoes de dias até pouco mais de um ano. As 76 amostras de
encéfalo enviadas foram processadas por métodos convencio-
nais para analise histoldgica e coradas pela hematoxilina-eosina.
As amostras foram classificadas em dois grupos distintos. O
Grupo 1 era composto de amostras com diagndstico de menin-
goencefalite necrosante nao-supurativa associada ao BoHV-5
(40 amostras). Nesses casos havia infiltrado inflamatério mono-
nuclear perivascular, areas multifocais de malacia com gliose,
células gitter e ocasionalmente corpusculos de inclusdo intra-
nucleares em astrdcitos e/ou neurdnios (9 amostras ou 22,5%).
O Grupo 2 continha amostras com diagnéstico de meningoen-
cefalite ndo-supurativa inespecifica (36 casos). Nesses casos
havia apenas variavel intensidade de infiltrado inflamatdrio
mononuclear perivascular.

As amostras de encéfalo pertencentes aos dois grupos fo-
ram submetidas & PCR para detec¢ao de BoHV-1 e BoHV-5
(Claus et al. 2005). Preferencialmente fragmentos de regides
do cortex telencefalico, corpo estriado, talamo e mesencéfalo
foram encaminhados para analise molecular, priorizando-se
secgOes onde se notavam alteragdes microscopicas mais ca-
racteristicas e evidentes. Apenas fragmentos de medula
oblonga e cerebelo estavam disponiveis em 16 amostras. A
extracao de DNA foi obtida de amostras incluidas em parafina
ou de material fresco congelado por método utilizando fenol-
cloroférmio (Sambrook et al. 1989) modificado. Os primers uti-
lizados que codificam a glicoproteina C (gC) foram B1, especi-
fico para BoHV-1 (5-CAA CCG AGA CGG AAA GCT CC-3 nt.
185-204), B5, para BoHV-5 (5-CGG ACG AGA CGC CCT TGG-
3nt. 322-339) e Bcon, primer consenso [5-AGT GCA CGT ACA
GCG GCT CG 3nt. 519-538 (BoHV-1) e nt. 461-480 (BoHV-5)],
amplificando um produto de 354pb para BoHV-1 e 159pb para
BoHV-5. A leitura foi feita por eletroforese em gel de agarose a
2% corado com brometo de etidio e analisado em translumina-
dor (UV-300nm). Controles negativos e positivos para BoHV-
1 e BoHV-5 foram inseridos em cada PCR. Para controle posi-
tivo foi utilizado DNA proveniente dos isolados SV-56/90 de
BoHV-1 e SV-507/99 de BoHV-5 (Silva et al. 2007a). Esse
material foi obtido no Setor de Virologia do Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva da Universidade Federal de
Santa Maria.

Testaram-se também 30 amostras de encéfalo bovino obti-
das em abatedouro com Inspegéo Federal (SIF 585) sem alte-
racdes macro e microscopicas. Fragmentos desses encéfalos
foram mantidos sobre refrigeracao e em solugcéo de formalina
a 10% por 15 dias e depois foram processados por técnicas
rotineiras para estudo histoldgico. Adicionalmente, de 11 bovi-
nos deste grupo, coletaram-se amostras dos ganglios de
Gasser. Parte de cada ganglio foi refrigerada e parte foi mantida
em solugdo de formalina a 10%.

RESULTADOS

De um total de 402 amostras de encéfalo de bovinos com
doenca neuroldgica encaminhadas ao LPV-UFMT entre 1999
€ 2008 e que foram negativas para raiva, 76 (18,9%) foram
classificadas dentro dos dois grupos propostos para este
trabalho. Desse total, 40 amostras (52,6%) tinham diagnds-
tico de meningoencefalite necrosante com caracteristicas
de infeccao por BoHV-5 (Grupo 1) e 36 (47,3%) tinham diag-
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néstico de meningoencefalite nao-supurativa inespecifica
(Grupo 2). Nao houve amplificagao de BoHV-1 em nenhuma
das amostras (seja incluidas em parafina ou congeladas).
Identificacdo de DNA de BoHV-5 foi positiva em 16 (40%)
amostras do Grupo 1 e em 12 (33,3%) do Grupo 2. DNA de
BoHV-5 foi identificado em 6 (66,6%) das 9 amostras do
Grupo 1 com inclusdes intranucleares em astrécitos e
neurdnios. Nas 9 amostras que também estavam congela-
das (seis do Grupo 1 e trés do Grupo 2), identificou-se DNA
de BoHV-5 em quatro amostras do Grupo 1 e em duas do
Grupo 2. Das mesmas amostras correspondentes em para-
fina, apenas duas do Grupo 1 e uma do Grupo 2 foram posi-
tivas, mostrando um decréscimo de 50% na positividade.
Houve diminuic&o da positividade principalmente nas amos-
tras em que se estimou permanéncia em solucao de
formalina a 10% por periodos maiores de 40 dias.

Dos materiais obtidos em frigorifico, uma amostra
congelada de ganglio de Gasser amplificou DNA de
BoHV-5 e as demais foram negativas tanto para BoHV-
5 como para BoHV-1.

DISCUSSAO

O DNA de BoHV-5 foi detectado pela técnica de PCR em
40% das amostras do Grupo 1 e esse percentual subiu para
66% nas amostras que tinham corpusculos de inclusao in-
tranucleares em astrécitos e neurénios. DNA de BoHV-5 foi
detectado em 33,3% das amostras do Grupo 2, demons-
trando a importancia do emprego dessa técnica como auxi-
liar no diagnostico da infeccao por BoHV em bovinos com
quadro clinico de doenca neuroldgica.

Ferrari etal. (2007) detectaram 75% de positividade na PCR
para BoHV-5 em amostras de encéfalos com meningoencefa-
lite necrosante que permaneceram em média uma semana
em formalina tamponada a 10%. Em um estudo retrospectivo
realizado por Ely et al. (1996), de 32 casos classificados
histologicamente como meningoencefalite nao-supurativa e
negativos para raiva, apenas 7 (21,8%) amostras foram positi-
vas para BoHV-5 e uma (3,2%) para BoHV-1 utilizando PCR
em amostras incluidas em parafina. As outras 24 amostras
permaneceram sem diagnoéstico. Em nosso trabalho, possi-
velmente o tempo em que as amostras permaneceram em
solugéo de formalina a 10% limitou a amplificacdo do DNA
viral em casos onde as alteragdes morfoldgicas eram caracte-
risticas da infec¢éo por BoHV. Em termos praticos notamos
que a positividade foi maior em amostras que permaneceram
por menos de 40 dias em solucdo de formol. Dentre 18 amos-
tras que foram incluidas com menos de 40 dias, 12 (66,6%)
amplificaram DNA de BoHV-5. Dentre 7 amostras que perma-
neceram mais de um ano em formol, apenas 2 (28,5%) ampli-
ficaram DNA viral. O tempo de fixacao causa degradacéo do
DNA e compromete o resultado da anadlise (Karlsen et al. 1994).
Em investigacdes moleculares do herpesvirus associado com
a FCM, a causa de resultados negativos, mesmo em bovinos
com alterag@es clinicas e patoldgicas caracteristicas da doen-
¢a, foi creditada ao tempo prolongado de fixagdo em formol
(Crawford et al. 1999, Garmatz et al. 2004).
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A influéncia da conservagao em solucao de formol tam-
bém pode ser avaliada ao se comparar as amostras fixa-
das em formalina em relagao as congeladas. Neste traba-
Iho, amostras que foram positivas quando congeladas nao
amplificaram DNA de BoHV-5 apos fixagado em formol e
infiltracdo com parafina. Outros fatores que podem causar
a ocorréncia de resultados negativos e que, portanto de-
vem ser minimizados na realizacao desta técnica, seriam
quantidades insuficientes de DNA viral no tecido, falhas
na extracao do DNA e auséncia do DNA. Essas divergén-
cias poderiam ser minimizadas com a amplificacéo de
genes housekeeping, como desidrogenase gliceraldeido-
3-fosfato (GAPDH), succinato desidrogenase flavoproteina
subunidade A (SDHA) ou citocromo b mitrocondrial (Cytb)
(Goossens et al. 2005, Taylor et al. 2007), que serviriam
como um controle da qualidade do DNA obtido, sendo uma
importante alternativa para melhoria na identificagao
molecular em material conservado em formol.

Morfologicamente, meningoencefalite ndo-supurativa
com areas de necrose nas por¢des rostrais do encéfalo
sdo alteracdes que sugerem infecgao por BoHV (Rissi et
al. 2006). Adicionalmente, inclusdes basofilicas intranucle-
ares em astrocitos sdo achados que caracterizam essa
infeccao (Elias et al. 2004). No entanto, estudos de cepas
de BoHV-5 com diferentes graus de neuroviruléncia podem
determinar padrées morfoldgicos distintos de lesdes (Flo-
res et al. 2009) e BoHV-5 e BoHV-1 foram isolados em
casos onde nao se observam alteracdes no encéfalo dos
bovinos afetados (Silva et al. 2007b, Rissi et al. 2008,).
Meningoencefalite ndo-supurativa inespecifica é frequen-
temente encontrada em bovinos no LPV-UFMT (Ubiali et
al. 2008). Essa alteracao ndao mostra caracteristicas
morfolégicas compativeis com doencas de causas ja co-
nhecidas e, portanto, fica sem diagnéstico final. Essa le-
s80 é por vezes encontrada em bovinos sem manifestacéo
clinica neuroldgica, incluindo amostras obtidas em frigorifi-
cos. No presente estudo, todas as amostras do Grupo 2
eram de bovinos que tinham no histérico sinais clinicos de
disturbios no SNC e em 33,3% das amostras havia DNA
de BoHV-5, podendo portanto se associar o quadro clinico
com as lesdes induzidas pela infeccéo por BoHV-5. A au-
séncia de amplificacao de BoHV-5 em 77% das amostras
pode ter ocorrido devido as amostras serem negativas ou
falso-negativas (devido ao local de coleta nao ser apropria-
do). A coleta e encaminhamento de amostras de locais
pertinentes sdo importantes para confiabilidade diagnéstica
dos resultados. Trabalhos em bovinos infectados experi-
mentalmente por BoHV-5 demonstram que o virus encon-
tra-se na maioria dos casos presente no coértex frontal,
ganglio de Gasser, mesenceéfalo e talamo (Vogel et al. 2003)
e as lesbes sdo mais proeminentes nas por¢des rostrais
de encéfalo (Rissi et al. 2006). Portanto essas areas de-
vem ser adequadamente coletadas para analise diagnostica.
Dentre as 36 amostras do Grupo 2, 12 foram encaminha-
das ao laboratério sem as partes pertinentes, impedindo a
andlise histoldgica de locais onde as lesdes sédo mais cons-
tantes. Também é necessério diferenciar as amostras com
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meningoencefalite ndo-purulenta inespecifica que podem
estar associadas com outras doengas virais que acomete
SNC de bovinos, principalmente pela infecgéo pelos virus
da raiva e FCM. Neste estudo, as amostras foram testadas
para raiva pelos métodos de imunofluorescéncia direta e
prova bioldgica, resultando negativas. Sabe-se que em al-
guns casos de raiva podem também ocorrer resultados dis-
crepantes entre as duas provas laboratoriais de eleicéo
(Peixoto et al. 2000, Lemos 2005) e, dependendo das amos-
tras analisadas, ambas podem ser negativas (Silva et al.
1974). A vasculite é a principal alteracdo em casos de FCM,
porém infiltrado perivascular mononuclear sao achados no
encéfalo de bovinos com essa doenga. A intensidade des-
sas lesbes varia no SNC de acordo com a regiao anatdbmica
afetada e é encontrada com mais frequéncia e intensidade
nos vasos da rete mirabile carotidea e leptomeninges, e
com menor intensidade na substancia branca do encéfalo
(Garmatz 2004).

Das amostras obtidas em frigorifico, uma amplificou DNA
de BoHV-5, possivelmente de virus latente (Vogel et al.
2003). Isso indica a importancia de associar as técnicas de
caracterizacao etiolégica com a observacgao de alteragbes
morfoldgicas para complementacao diagndstica.

A importancia do BoHV-1 na ocorréncia de doencas de
bovinos no Estado de Mato Grosso é desconhecida. Menin-
goencefalite associada ao BoHV-1 foi observada por Silva
et al. (2007a) em diferentes Estados. Dentre 26 amostras
isoladas de doenca neuroldgica, cinco (19,3%) eram por
BoHV-1. A utilizagdo de um método molecular para detec-
tar simultaneamente BoHV-1 e BoHV-5 facilita esse tipo de
levantamento. No presente estudo, todas as amostras tes-
tadas foram negativas para BoHV-1.

Existem varios métodos de deteccdo de BoHV-5. Dentre
eles, os mais usados sao imuno-histoquimica, PCR e isola-
mento viral. Entretanto, fatores como intensidade e distribuicao
de lesdes, autdlise e tempo de fixacdo em formol séo variaveis
importantes a serem levadas em consideracéo para que se te-
nha sucesso no diagndstico (Karlsen etal. 1994, Ely etal. 1996).
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