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SINOPSE.- Amostras de herpesvírus bovinos (BHV) tipo 1 (Virus
da Rinotraqueíte Infecciosa Bovina/Vulvovaginite Pustular In-
fecciosa; BHV-1) e tipo 5 (Herpesvírus da Encefalite Bovina;
BHV-5) tiveram seu perfil de reatividade analisado em testes
de imunoperoxidase frente a um painel composto por cinco
anticorpos monoclonais (AcM) produzidos contra antígenos
de BHV-1. Um dos AcM reconheceu todas as amostras de BHV
examinadas. Os quatro AcM restantes reconheceram somen-
te amostras de BHV-1. Todas as amostras isoladas de casos
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de encefalites (BHV-5) apresentaram um padrão de reação
distinto daquelas isoladas de outros síndromes associados à
infecção pelo BHV-1. Os resultados obtidos indicam que os
AcM avaliados permitem a diferenciação entre amostras de
BHV-1 e BHV-5, havendo perfeita correlação entre os quadros
clínicos observados com os perfis de reatividade obtidos in
vitro.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Herpesvírus bovinos, rinotraqueíte infec-
ciosa bovina, encefalite bovina, BHV-1, BHV-5.

INTRODUÇÃO
O Vírus da Rinotraqueíte Infecciosa Bovina/Vulvovaginite
Pustular Infecciosa é presentemente denominado Herpesvírus
Bovino tipo 1 (BHV-1), sendo um membro da família
Herpesviridae, sub-família Alfaherpesvirinae (Porterfield 1989).
Este vírus está associado a várias síndromes, tais como
rinotraqueíte, vulvovaginite, balanopostite, conjuntivite e
abortos (Kahrs 1977, Wyler et al. 1990, Weiblen 1992). O BHV-
1 está presente em forma enzoótica no Brasil há vários anos,
com evidências sorológicas da infecção em virtualmente to-
dos os locais onde foram pesquisadas (Wizigmann et al. 1972,
Ikuno et al. 1982, 1984, Ravazollo et al. 1989, Rosa et al.
1992, Lovato et al. 1995, Vidor et al. 1995). Esporadicamen-
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te, o BHV-1 causa infecções clinicamente aparentes, com
morbidade variável e mortalidade baixa ou nula (Weiblen et
al. 1989, Weiblen 1992).

Por sua vez, o Herpesvírus da Encefalite Bovina ou
Herpesvírus Bovino tipo 5 (BHV-5) causa infecções de baixa
morbidade e alta mortalidade, caracterizadas por menin-
goencefalites em bovinos jovens, usualmente até 8 meses de
idade (French 1962, Bulach & Studdert 1990), podendo ocasi-
onalmente afetar animais mais velhos. Até recentemente,
amostras que hoje são consideradas BHV-5 eram considera-
das subtipos do Herpesvírus Bovino tipo 1 (BHV-1) devido às
extensas reações sorológicas cruzadas observadas entre am-
bos (soro anti-BHV-1 é capaz de neutralizar amostras de BHV-
5) (French 1962). No entanto, as diferenças epidemiológicas,
genômicas e antigênicas destes dois vírus, além da associa-
ção do BHV-5 com encefalites, fizeram com que este último
fosse reclassificado, recebendo então a denominação atual
(Roizmann et al. 1992). Até o presente, não é possível preci-
sar qual a prevalência de infecções pelo BHV-5, uma vez que
não existem testes sorológicos capazes de diferenciar entre
infecções por este vírus e o BHV-1. No entanto, evidências
obtidas em nosso laboratório indicam que uma significativa
proporção de animais suspeitos de infecções por BHV-1 fo-
ram de fato infectados pelo BHV-5 (Teixeira et al. 1996). Tal
prevalência somente poderá ser avaliada com precisão quan-
do testes capazes de distinguir inequivocamente entre estas
infecções estejam disponíveis.

Em busca de testes capazes de distinguir entre estes dois
vírus, o presente trabalho teve por objetivo examinar o perfil
de reatividade de diversas amostras de BHV-1 e BHV-5 frente
a um painel de anticorpos monoclonais (AcMs) preparados
contra antígenos de BHV-1.

MATERIAL E MÉTODOS
Amostras virais

A amostra de BHV-1 �Oxford� (Dawson et al. 1962) foi obtida do
Central Veterinary Laboratory, New Haw, Weybridge, Surrey, UK. A
amostra Los Angeles (Madin et al. 1956) foi obtida do Instituto
Nacional de Investigaciones Agropecuárias (INTA), Argentina. Ambas
são amostras isoladas de casos de doença respiratória (rinotraqueíte)
em bovinos. A amostra Colorado (Madin 1956) foi obtida do Centro
Panamericano de Febre Aftosa (CPFA), Rio de Janeiro. Outras amostras
de campo de BHV-1 e BHV-5 utilizadas foram isoladas no laboratório
de virologia do Centro de Pesquisas Veterinárias Desidério Finamor
(CPVDF). Ainda foram utilizadas amostras gentilmente cedidas pelo
Dr. Rudi Weiblen (UFSM) e Dr. Telmo Vidor (UFPEL). Os estoques de
vírus foram produzidos pela inoculação dos cultivos com uma
multiplicidade de infecção entre 0,1 e 1,0 doses infectantes para
cultivos celulares 50% (DICC50) por célula, os quais foram coletados
quando o efeito citopatogênico (ECP) atingiu aproximadamente 90%
da monocamada. Após esse período, os cultivos foram congelados a
-70ºC, clarificados por centrifugação a baixa velocidade e o
sobrenadante dividido em alíquotas e estocado a -70ºC até o
momento de uso.

Células
As amostras  de vírus foram multiplicadas em células renais de

bovino �Madin Darby Bovine Kidney� (MDBK). As células foram

multiplicadas com uma taxa de divisão de 1:4 a 1:6 uma ou duas
vezes por semana, seguindo técnicas usuais (Paul 1970). Todos os
cultivos e soros utilizados durante o experimento foram testados
previamente para assegurar a ausência de contaminação por
herpesvírus bovinos e pestevírus, bem como para confirmar a
inexistência de anticorpos contra BHV (dados não apresentados).

Anticorpos monoclonais
Os AcM aqui utilizados foram obtidos a partir da imunização de

camundongos BALB-C com amostra Oxford (Dawson et al.1962) de
BHV-1. Os detalhes da produção e caracterização dos AcM foram
descritos em trabalho prévio (Silva 1995, Silva et al. 1996).

Testes de imunoperoxidase
As amostras de BHV foram testadas frente aos AcM pela técnica

de imunoperoxidase ou IPX (Saunders 1977, Edwards et al. 1983,
Heinlein et al. 1993), como segue: Células MDBK foram semeadas
em placas de microtécnica de 96 orifícios a uma concentração de
2,5 a 3x104 células/orifício. As células das colunas pares foram
mantidas como controles não infectados. As colunas ímpares foram
infectadas com 100 DICC50 de cada amostra a ser testada. Ao início
do efeito citopático (ECP), as células foram fixadas com 20% de
acetona em 0,01M PBS (8,5g NaCI; 1,55g Na2HPO4.2H2O; 0,2g
NaH2PO4; H2O q.s.p. 11; pH 7,6) e secas em estufa a 37ºC por 4 horas.
A seguir as placas foram reidratadas por 5 min com 100µl de líquido
de lavagem (PBS com 0,5% de Tween 80). Após, o reidratante foi
removido e foram colocados 50µl dos respectivos AcM, previamente
titulados e diluídos em líquido de diluição (29,5g NaCl; 1,55g
Na2HPO4.2H2O; 0,2g NaH2PO4; 0,5% Tween 80; H2O q.s.p. 11; pH 7,6).
Soro controle positivo (soro policlonal anti-BHV produzido em
camundongo) e negativo (soro de camundongos normais) foram
incluídos em cada teste. As placas foram então incubadas por 15min
a 37ºC. Após este período, foram executadas três lavagens com
líquido de lavagem. A seguir, foi adicionado conjugado peroxidase/
anti-IgG de camundongo (DAKO) a uma diluição apropriada
(tipicamente 1:300 em líquido de diluição), sendo as placas incubadas
novamente por 15min a 37ºC. A seguir as placas foram lavadas 3
vezes com líquido de lavagem, a prova foi revelada pela adição do
substrato 3-amino-9-etilcarbazol (fórmula em anexo) adicionado de
0,03% H2O2 como recomendado (Harlow & Lane 1988). A reação
antígeno-anticorpo específica foi evidenciada pela coloração carmim
nas células infectadas.

RESULTADOS
Os resultados obtidos à caraterização de amostras de BHV-1
e BHV-5 com os AcMs produzidos são apresentados no Qua-
dro 2. Pode-se observar que o AcM 2G5 reagiu com todas
amostras testadas, incluindo amostras de BHV-1 e amostras
de BHV-5. Os demais AcMs reagiram somente com amostras
de BHV-1 (Quadro 2), incluindo tanto aquelas originárias de
casos de doenças respiratória e reprodutiva (BHV-1.1) ou
genital (BHV1.2). Nenhum dos cinco AcMs permitiu a distin-
ção entre os subtipos BHV-1.1 e BHV-1.2.

DISCUSSÃO
O BHV-1 é um vírus que encontra-se presente em todas as
regiões do mundo onde se pratica a bovinocultura. Sua pre-
sença no Brasil é reconhecida há vários anos, e suas
carecterísticas epidemiológicas são igualmente bastante co-
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nhecidas (Gibbs & Rweyemamu 1977). Já o BHV-5 apresenta
particularidades em sua epidemiologia ainda pouco estuda-
das. Este último é o agente causal de encefalites quase que

invariavelmente fatais em bovinos jovens, sendo responsável
por expressiva mortalidade, notadamente na região central
do Brasil (R. Amaral Lemos, comunicação pessoal). No entan-
to, a avaliação epidemiológica da extensão e importância das
infecções por BHV-5 no mundo todo só poderá ser realizada
quando se tornar possível a diferenciação entre infecções cau-
sadas por estes dois vírus, de uma maneira simples e prática.

Os AcMs aqui utilizados na caracterização das amostras
de vírus foram produzidas contra antígenos de BHV-1 (Silva
1995). Não obstante, os resultados revelam que as amostras
de BHV-1 originárias de casos de rinotraqueíte, vulvovaginite
e abortos, puderam ser diferenciadas daquelas de BHV-5,
obtidas de casos de encefalite. O AcM 2G5 reagiu à IPX com
todas amostras de vírus testadas, enquanto que outros qua-
tro AcMs (5A5, 7F12, 10C4 e 1lH6) reagiram somente com
amostras de BHV-1, não reconhecendo amostras de BHV-5.
Embora não tenha ainda sido possível determinar quais as
proteínas reconhecidas pelos AcMs aqui empregados, pode-
se afirmar que o AcMs 2G5 reconhece um epitopo comum a
amostras de BHV-1 e BHV-5, enquanto que os demais só reco-
nhecem epitopos presentes em amostras de BHV-1. Estudos
futuros serão realizados com vistas a determinar qual a
especificidade desses AcMs.

Testes capazes de detectar diferenças entre amostras de
BHV-1 e BHV-5 já vinham sendo desenvolvidos previamente.
No entanto, estes apresentavam o inconveniente de reque-
rer análises antigênicas (Collins et al. 1993) e moleculares
(Friedli & Metzler 1987), muitas vezes caras ou inacessíveis a
laboratórios de diagnóstico virológico. O teste aqui empre-
gado permitiu a diferenciação entre os vírus de forma inequí-
voca, sendo que houve uma concordância de 100% entre os
quadros clínicos de origem das amostras e os perfís de
reatividade obtidos. A adaptação da técnica de IPX com AcMs
para caracterização de amostras de herpesvírus bovinos apre-
sentou como principal vantagem o fato desta ser simples e
rápida, utilizando somente instrumentação básica, comum
em laboratórios de diagnóstico virológico. Além disso, per-
mite que em apenas uma placa de microtécnica o perfil de
reatividade das amostras virais seja analisada frente a um
painel formado por diferentes AcMs.
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Quadro 2. Perfís de reatividade de amostras de
herpesvírus bovinos tipos 1 (BHV-1) e 5 (BHV-5) em testes

de imunoperoxidase frente a anticorpos monoclonais
(AcM) produzidos contra antígenos de BHV-1

Amostras Tipo/ Anticorpos monoclonais (AcM)
de vírus subtipo

2G5 5A5 7F12 10C4 11H6

Oxford BHV-1.1 +b + + + +
L.A. BHV-1.1 + + + + +
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EVI 219/95 BHV-5 + - - - -

a = Subtipo provável, de acordo com o caso clínico de origem.
b + = Reação positiva com o AcM.
c - = Reação negativa com o AcM.
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