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RESUMO

Apesar dos bovinos serem considerados os hospedeiros naturais do BoHV-1, estudos soroldgicos tém
sugerido que bdfalos podem ser suscetiveis ao BoHV-1 e a outros alfa-herpesvirus geneticamente
relacionados. O objetivo deste estudo foi detectar a presenca de DNA viral de BoHV-1 em 202 amostras
de ganglios trigémeos de bufalos, pela técnica de semi-nested PCR, para deteccdo de um segmento do
gene codificante da glicoproteina D (gD) do BoHV-1. Além disso, 242 amostras de soro foram analisadas
pela técnica de soroneutralizacdo (SN) para a detecgdo de anticorpos neutralizantes contra BoHV-1,
BoHV-5 e BuHV. Todas as amostras clinicas foram coletadas em um matadouro na cidade de Pelotas,
RS, Brasil. O DNA de BoHV-1 foi detectado em 61 (30,1%) ganglios, e os resultados da SN
demonstraram que 27,6% dos animais apresentaram anticorpos contra, pelo menos, um dos virus testados.
O sequenciamento gendmico e a analise de 14 amplicons confirmaram a presenca do DNA do BoHV-1
nos tecidos analisados. Em resumo, os resultados indicam que o BoHV-1 esta distribuido em rebanhos
bubalinos provenientes da regido Sul do Brasil. Entretanto, sdo necessarias investigacfes adicionais, no
sentido de elucidar o papel exato dos bdfalos na epidemiologia das infecgdes pelo BoHV-1.

Palavras-chave: BoHV-1, ganglio trigémeo
ABSTRACT

Although bovines are natural hosts for BoHV-1, serologic studies in several countries have suggested
that buffaloes (Bubalus bubalis) may be susceptible to BoHV-1 and other genetically related
alphaherpesvirus. This study aimed to investigate the presence of BoHV-1 DNA in trigeminal ganglia
from 202 buffaloes by a semi-nested PCR to amplify partially the glycoprotein D (gD) gene of BoHV-1.
Additionally, 242 serum samples were tested by serum neutralization (SN) for the detection of antibodies
against BoHV-1, BoHV-5 and BuHV. All clinical samples were collected in a slaughterhouse located in
Pelotas, RS, Brazil. BoHV-1 DNA was detected in 61 (30.1%) of the samples and SN revealed 27.6% of
the animals with neutralizing antibodies against at least one of the tested viruses. Nucleotide sequencing
of 15 amplicons followed by BLAST analysis confirmed the presence of BoHV-1 DNA in the analyzed
tissues. Taken together, these data indicate that BoHV-1 infection is distributed in buffaloes in southern
Brazil. However, the role of buffaloes in the BoHV-1 epidemiology needs further investigation.
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INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) esta
classificado na ordem Herpesvirales, familia
Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Varicellovirus (ICTV, 2015). O material
genético viral consiste em uma molécula de
DNA de fita dupla de aproximadamente 135kb,
envolto por um capsideo icosaédrico, e envelope
glicoproteico (Davison et al., 2009).

A infeccdo pelo BoHV-1 estd associada a uma
variedade de quadros clinicos, como
rinotraqueite infecciosa  bovina  (IBR),
vulvovaginite pustular infecciosa (IPV) e
balanopostite pustular infecciosa (IBP), além de
falhas reprodutivas, como retorno ao cio e
abortamentos (Silva et al, 2000).
Particularmente, as manifestacbes reprodutivas
resultam em prejuizos econdmicos importantes
tanto em rebanhos de corte quanto de leite (Thiry
et al., 2006). Além disso, 0 BoHV-1 também tem
sido associado a enfermidade neuroldgica em
bovinos (Sa e Silva et al., 2007). A infecgdo pelo
BoHV-1 possui distribuicho mundial, e suas
taxas de prevaléncia e incidéncia variam de
acordo com a regido geogréafica (S& e Silva et al.,
2007).

Apos a infecgdo priméria, o BoHV-1 estabelece
laténcia em neurdnios dos ganglios trigémeo e
sacral (Perez et al., 2002), podendo ser reativado
por uma ampla variedade de estimulos, entre eles
fatores estressantes. A reativacdo leva a excregdo
de particulas infecciosas, com ou sem
recrudescéncia  clinica, contribuindo para
perpetuacéo e transmissdo do virus na populagdo
bovina (Pastoret e Thiry, 1985). O virus é
transmitido pelo contato direto e indireto entre
animais pelas secrecGes respiratérias, oculares e
genitais, sendo excretado em  grandes
guantidades durante a infeccdo aguda e a
reativacdo (Lemaire et al., 1994).

Embora o0s bovinos sejam o0s hospedeiros
naturais do BoHV-1, a infeccdo por esse virus
tem sido relatada em outras espécies de
ruminantes domésticos e selvagens (Thiry et al.,
2006). Estudos sorolégicos realizados em
diversos paises, como Itélia, Brasil e Maldsia,
tém sugerido que bubalinos (Bubalus bubalis)
sdo suscetiveis ao BoHV-1 (Cavirani et al.,
1997; Fernandes et al., 2016; Fusco et al., 2017),
bem como a outros alfa-herpesvirus
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geneticamente relacionados (Thiry et al., 2006).
Scicluna et al. (2010) demonstraram que
bubalinos podem ser  experimentalmente
infectados com o BoHV-1 apds inoculacdo
intranasal, com excrecdo viral detectavel em
secrecBes nasais. Esses dados demonstram o
possivel papel da espécie como reservatdrio e
potencial disseminador de BoHV-1. Embora o
papel desse virus na biologia da espécie bubalina
seja desconhecido, as infecgdes pelo BoHV-1
podem determinar grandes prejuizos econdémicos
no que se refere a exploragdo pecuaria desses
animais.

Apesar de os bovinos se infectarem naturalmente
pelo BoHV-1 e estudos sorolégicos indicarem
que esse virus estd disseminado em rebanhos
bovinos de todo o pais, a distribuicdo dessa
enfermidade na espécie bubalina ndo tem sido
estudada. Considerando que bubalinos podem ser
criados juntamente ou em proximidade com
rebanhos bovinos, é de grande interesse
epidemioldgico a investigacdo da circulagdo do
BoHV-1 na espécie bubalina.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a
ocorréncia de infecgdo e laténcia pelo BoHV-1
em bufalos pela deteccdo do DNA viral em
amostras de ganglios trigémeos coletados de
animais abatidos em frigorificos, bem como
realizar a pesquisa de anticorpos neutralizantes
contra o BoHV-1, BoHV-5 e BuHV-1 em
amostras de soro.

MATERIAL E METODOS

Foram coletados 202 ganglios trigémeos de
bufalos com idade entre 24 e 36 meses, em um
abatedouro localizado no municipio de Pelotas,
RS. Por se tratar de coleta de 6rgdos de animais
mortos em abatedouro, este projeto ndo
necessitou de aprovacdo pelo Comité de Etica
em Experimentagdo Animal da UFPel. As
amostras foram submetidas ao Laboratorio de
Virologia e Imunologia da Faculdade de
Veterinaria da Universidade Federal de Pelotas
(UFPel) e armazenadas a -70°C, para posterior
utilizacdo. Os animais eram provenientes de
diferentes rebanhos bubalinos do estado do Rio
Grande do Sul e ndo tinham histérico de
vacinagao contra o0 BoHV-1.

Resumidamente, o processo de extracdo de DNA
consistiu na lise de um fragmento de
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aproximadamente 50mg de cada ganglio, em
uma solugdo contendo 800uL de TE’N 2X pH
7,4 (20mM de Tris-Cl (Invitrogen, S&o Paulo/SP,
Brasil), pH 7,4; 2mM de EDTA (Invitrogen, S&o
Paulo/SP, Brasil), pH 8,0; 200mM de NaCl),
80uL de dodecilsulfato de sédio (SDS) 10%
(Invitrogen, S&o Paulo/SP, Brasil), e 6uL de
proteinase K 20mg/mL (Ludwig, Alvorada/RS,
Brasil). Ap6s duas horas de incubacéo a 56°C, as
amostras foram centrifugadas por 10 minutos a
18.000 x g, e 400uL do sobrenadante foram
transferidos para novos microtubos, adicionando-
se 40uL de NaCl 5M (Invitrogen, Sdo Paulo/SP,
Brasil) e 300pL de fenol (Sigma, Sdo Paulo/SP,
Brasil). As amostras foram agitadas durante 30
minutos a 37°C e, logo apds, centrifugadas por
10 minutos a 18.000 x g. Aproximadamente
400uL da fase aquosa foram coletados e, entdo,
adicionados 800uL de alcool absoluto em cada
amostra. As amostras foram mantidas a uma
temperatura de -20°C por 30 minutos, com
posterior centrifugagdo por 10 minutos a 18.000
X g para a formacgéo do pellet. Posteriormente o
alcool foi desprezado para adicdo de 100uL de
TEN 1X e 10puL da enzima RNAse (Ludwig,
Alvorada/RS, Brasil). Em seguida, as amostras
foram mantidas a 37°C por 30 minutos e
posterior armazenamento a -20°C.

Para monitorar o processo de extracdo da DNA,
todas as amostras foram testadas por PCR para
amplificagdo de um fragmento de 358pb da
regido D-loop do DNA mitocondrial bubalino e
analisadas por eletroforese em gel de agarose
1,5%, coradas com brometo de etidio.

Para a anélise da presenca de DNA do BoHV-1,
as amostras foram submetidas a uma semi-nested
PCR (SN-PCR) para amplificagdo de um
segmento do gene da glicoproteina D (gD). A
primeira reacdo utilizou os primers externos P1
(5’GCTGTGGGAAGCGGTACG3’) e P2 (5-
GTCGACTATGGCCTTGTGTGC-3"),
resultando em um amplicon de 468 pares
de bases (pb). Na segunda reacdo, foram
usados primers P2 e P3 (5°-
ACGGTCATATGGTACAAGGACAGCG-3’)
para a amplificacdo de um produto final de
425pb, de acordo com metodologia descrita por
Wiedmann et al. (1993), com modificacdes.

A primeira reacdo da PCR foi realizada em uma

solucdo contendo DNA, 10pmol de cada
primer (P1/P2), 1,5mM de dNTP (Ludwig,
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Alvorada/RS, Brasil), 2,5 unidades de Tag DNA
polimerase (Invitrogen, S&o Paulo/SP, Brasil) e
agua ultrapura para o volume final de 25uL. A
amplificacdo foi realizada em termociclador
(Biocycler®), com as seguintes condi¢fes: uma
etapa de 4min a 94°C; 35 ciclos de 1min a 94°C,
1min a 60°C e 1min a 72°C, seguida de extensao
final de 7min a 72°C. A seguir, foram usados
3uL do produto final da primeira amplificacdo
para a segunda reacdo da PCR, utilizando-se as
mesmas condicBes descritas anteriormente. Em
todas as reages, foram empregados 0s
respectivos controles positivo e negativo.

Para a avaliacdo da similaridade molecular entre
as amostras positivas e os isolados de referéncia
de BoHV-1, 14 produtos resultantes da reagéo de
semi-nested PCR foram purificados por meio do
gel de agarose e submetidos ao sequenciamento
gendmico utilizando-se o Cycle Sequencing
BigDye Terminator kit v3, ABI 3130 (Applied
Biosystems, Califérnia, USA). As sequéncias
obtidas foram editadas pelo BioEdit Sequence
Alignment  Editor (North Carolina State
University, Raleigh, NC), e as analises de
homologia realizadas utilizando-se o BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool) e ClustalW
(disponivel online). O DNA extraido da cepa de
referéncia Cooper do BoHV-1 foi utilizada como
controle positivo.

Amostras de sangue (n= 242) foram coletadas no
momento da sangria e, posteriormente a
formacdo do codgulo, foi realizada a
centrifugacdo para a obtencdo do soro. Apds
incubacdo a 56°C por 30 minutos, as amostras
foram armazenadas a -20°C até a realizacdo dos
testes sorolégicos. Por questdes logisticas do
frigorifico onde foram coletadas as amostras, ndo
foi possivel correlacionar os ganglios com as
amostras de soro. As amostras de soro foram
diluidas (1:2 - 1:256) em placas de 96 orificios e
testadas individualmente frente a 100 DICCsy
(doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares) de diferentes cepas-padrdo: BoHV-1
(cepa Los Angeles), BoHV-5 (cepa Riopel - RP)
e BuHV (cepa B6). Apds incubagdo por uma
hora a 37°C, foi adicionada uma suspensao de
células MDBK (Madin Darby Bovine Kidney),
cultivadas em meio minimo essencial de Eagle
(Sigma, Séo Paulo/SP, Brasil), suplementadas
com 10% de soro fetal bovino (Gibco, S&o
Paulo/SP, Brasil). Posteriormente, as placas
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contendo os cultivos foram incubadas a 37°C, em
atmosfera com 5% de CO,.

A leitura final foi realizada apds 72 horas, pela
observacdo da presenca ou auséncia de efeito
citopatico (ECP) caracteristico. O titulo de
anticorpos neutralizantes foi expresso como a
reciproca da maior diluicdo capaz de inibir o
ECP.

RESULTADOS

A eficiéncia da extracdo de DNA foi
comprovada pela amplificacdo de um fragmento
da regido D-loop do DNA mitocondrial bubalino.
Na grande maioria das amostras testadas, foi
possivel a deteccdo do fragmento esperado
(358bp) apds eletroforese do produto do PCR em
gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etidio. Nas amostras negativas, procedeu-se a
nova etapa de extracdo de DNA.

M 1 2 3 4

425pb

De um total de 202 amostras de ganglios
trigémeos  testados, 61 (30,1%) foram
consideradas positivas pela técnica de semi-
nested PCR wusada no presente estudo. Os
produtos obtidos por meio das reacBes de PCR
podem ser observados na Fig. 1.

A analise de similaridade das sequéncias de
nucleotideos (obtidas por meio do
sequenciamento gendmico dos produtos de PCR)
pelo BLAST demonstrou um percentual de
homologia de 99-100% das amostras positivas
com as sequéncias de nucleotideos do gene da
glicoproteina D (gD) de cepas de referéncia e
diferentes isolados do BoHV-1 disponiveis no
GenBank. A avaliagdo das sequéncias de
nucleotideos do mesmo gene-alvo para outros
herpesvirus indicou somente 90-91% de
homologia com o BuHV (cepa B6) e 89-90%
com o BoHV-5 (cepa SV-507).

Figura 1. Amplificacdo parcial do gene da glicroproteina D (gD) do BoHV-1lem gel de agarose a 1,5%
corado com brometo de etidio. M: marcador de massa molecular 100bp DNA ladder. Linhas 1, 3 e 4
(amostras positivas na semi-nested PCR); linhas 2 e 5 (amostras negativas na semi-nested PCR); linha 6:

controle positivo (cepa Cooper do BoHV-1); linha 7: controle negativo.

De um total de 242 amostras de soro analisadas,
67 apresentaram anticorpos neutralizantes contra
pelo menos um dos virus testados. Destas, 56
(23,14%) neutralizaram a cepa LA (BoHV-1), 50
(20,66%) apresentaram anticorpos neutralizantes
contra a cepa B6 (BuHV), enquanto 54 amostras
(22,31%) neutralizaram a cepa RP (BoHV-5). Os
titulos neutralizantes detectados variaram entre 2
e 32 em todos os casos. Cabe ainda ressaltar que
48 amostras de soro (19,8%) apresentaram
anticorpos neutralizantes contra as trés cepas
virais utilizadas na soroneutralizacéo.

DISCUSSAO
Estudos realizados em diversos estados

brasileiros tém demonstrado que o percentual de
animais soropositivos para o BoHV-1 varia de
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27,1% a 85,7% (Rocha et al., 2001; Freitas et al.,
2014). Devido a ampla disseminacdo das
infeccBes pelo BoHV-1 e BoHV-5 em bovinos
no Brasil e a auséncia de testes que permitam a
diferenciagdo soroldgica da resposta imune
induzida em relacdo a esses agentes virais, 0
presente estudo se torna importante, pois
contribui para o esclarecimento da epidemiologia
das infeccBes pelo BoHV-1.

Apesar de os bovinos serem considerados o0s
hospedeiros naturais desse virus, diversas outras
espécies sdo suscetiveis a infeccdo pelo BoHV-1,
incluindo o bufalo doméstico (Scicluna et al.,
2010; Fernandes et al., 2016). No entanto, ha
uma escassez de informagfes a respeito da
epidemiologia e da patogenia do BoHV-1 em
blfalos. Considerando os estudos ja realizados,
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aparentemente ainda ndo é possivel relacionar a
infeccdo pelo herpesvirus bovino com casos de
abortamento em bdfalos (Perumal et al., 2013).
No entanto, ainda que a patogenia do BuHV-1 e
do BoHV-1 em bufalos ndo esteja estabelecida,
estudos sorolégicos sugerem que a transmissao
viral ocorra entre bufalos e bovinos. Além disso,
como a exploracdo da espécie bubalina no pais
vem adquirindo expressividade, é de grande
importancia 0 conhecimento dessas
caracteristicas especificas.

Neste estudo, foi avaliada a presenga de DNA do
BoHV-1 em amostras de ganglios trigémeos,
bem como anticorpos neutralizantes contra o
BoHV-1, BoHV-5 e BuHV em bufalos
provenientes da regido sul do Rio Grande do Sul.
Por questdes logisticas do frigorifico onde foram
coletadas as amostras, ndo foi possivel
correlacionar os ganglios com as amostras de
soro. Um fragmento do DNA de BoHV-1 foi
detectado em 61 (30,1%) das amostras,
sugerindo uma ampla distribuicdo e a
possibilidade de transmissdo viral entre o0s
animais testados.

O sequenciamento do genoma da cepa B6 do
BuHV (Scheffer et al., 2017) representa uma
etapa importante para o0 conhecimento da
evolucdo desse virus e sua relagdo com outros
herpesvirus, bem como permite a identificacdo
precisa de diferencas em nivel gendmico. No
presente estudo, 0 sequenciamento de 14
amostras positivas no semi-nested PCR e a
subsequente analise pelo BLAST permitiram
identificar um percentual de homologia de 99-
100% com diferentes sequéncias de cepas e
isolados do BoHV-1 depositadas no GeneBank.
Por outro lado, o percentual de homologia das
sequéncias analisadas foi de 91% para o BuHV
(cepa B6) e entre 89-90% para 0 BoHV-5 (cepa
SV 507). Os resultados indicam a presenca do
DNA do BoHV-1 nas amostras de géanglios
trigémeos provenientes dos bifalos avaliados.
Este trabalho representa o primeiro estudo
demonstrando a infeccéo latente pelo BoHV-1 na
espécie bubalina no Brasil.

A presenca de DNA viral nos ganglios trigémeos
de bifalos comprova que esses animais podem
ser naturalmente infectados com BoHV-1 e
permanecer com infeccdo latente, tornando-se
portadores. Embora ainda ndo se conhega o papel
dos bufalos na epidemiologia das infecgoes pelo
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BoHV-1, cabe ressaltar a importancia de uma
investigacdo da possivel transmissdo entre
bubalinos ou destes para bovinos e,
principalmente, do impacto sanitario e
econdmico dessas infecgdes na espécie bubalina.
Como os bifalos podem ser infectados com
herpesvirus de origem bovina (Scicluna et al.,
2010; Fusco et al., 2017), esses animais podem
ser considerados potenciais fontes de infeccdo
para bovinos.

Petrini et al. (2012), visando identificar a
etiologia de sinais clinicos respiratorios em
bafalos da regido central da Italia, identificaram
animais positivos pela técnica de PCR, com
amplificacdo parcial do gene da glicoproteina E
(gE) de BuHV-1. Em outro estudo, a presenca do
DNA do BoHV-1 pela técnica de PCR em tempo
real foi detectada em bufalos da regido sul da
Italia (Fusco et al., 2017). Estes autores, que
relataram o primeiro caso de infecgdo natural de
bufalos pelo BoHV-1 na Italia, sugerem que
qualquer programa sistematico de erradicacdo do
BoHV-1 devera envolver ndo sé o gado bovino,
mas também os bufalos.

Além da andlise em nivel genémico, foi
investigada a presenca de anticorpos contra o
BoHV-1, BoHV-5 e BuHV pela
soroneutralizaco. De um total de 242 amostras
de soro analisadas, 67 amostras apresentaram
anticorpos neutralizantes contra, pelo menos, um
dos virus testados. Os indices de soropositivos
foram de 23,14%, 22,31% e 20,66% para BoHV-
1, BoHV-5 e BuHV, respectivamente.
Particularmente no presente estudo, essas taxas
de soropositividade demonstram infec¢do ativa,
tendo em vista a auséncia de histérico de
vacinagdo contra o BoHV-1 nos bufalos
analisados. Esses resultados, associados &
presenca do DNA viral nas amostras analisadas,
sugerem que os bufalos podem atuar como
portadores do BoHV-1, eliminando,
eventualmente, o virus em episodios de
reativacdo e servindo como fonte de infeccéo
tanto para bovinos como para bubalinos.

Apesar de ser considerada um teste-padrdo pela
OIE (Organizagdo Mundial de Saude Animal), a
SN nédo permite uma diferenciagdo precisa entre
animais infectados com BoHV-1 ou BoHV-5, e
cerca de 92% dos animais infectados com esses
virus apresentam reagBes cruzadas na SN
(Teixeira et al., 1998). O BoHV-1 e o BoHV-5
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apresentam similaridades em diversos aspectos
estruturais, biolégicos, antigénicos e moleculares
(Thiry et al., 2006). Assim, em populagdes de
animais em que os dois virus circulam, os testes
soroldgicos ndo permitem distinguir a resposta
sorolégica contra cada um deles e, como
consequéncia, nao & possivel estimar a
prevaléncia real de cada agente (Del Médico
Zajac et al., 2006). Em relacdo ao BuHV-1, os
estudos antigénicos e soroldgicos ainda sdo
escassos, e 0s niveis de reatividade sorolédgica
cruzada induzidos por este em relacdo ao BoHV-
1 e ao BoHV-5 sdo desconhecidos. A SN pode
ainda ndo detectar anticorpos em alguns animais
que apresentem a infec¢do viral em estado de
laténcia prolongada ou naqueles recentemente
infectados. Nessas duas situacdes, 0s animais
podem apresentar titulos basais de anticorpos
neutralizantes que ndo sdo detectaveis por meio
desse procedimento sorolégico, originando com
isso resultados falso-negativos (Wyler et al.,
1989). Portanto, é possivel que o nimero de
animais soropositivos seja maior do que o
encontrado, visto que nem todos 0s animais
latentemente infectados possuem anticorpos em
niveis detectaveis pela técnica empregada neste
estudo.

Desse modo, considerando apenas os resultados
de sorologia, ndo é possivel associar as infecgdes
a um determinado tipo viral (BoHV-1, BoHV-5
ou BuHV), devido as reagBes cruzadas
observadas entre esses agentes. Entretanto, os
resultados da PCR aliados ao sequenciamento
gendmico e a analise pelo BLAST demonstraram
inequivocadamente a presenca do DNA do
BoHV-1 nos géanglios trigémeos dos bufalos
testados.

Em resumo, os resultados deste estudo
demonstram a ocorréncia de infeccdo latente de
bufalos pelo BoHV-1 e reforgam a necessidade
de estudos adicionais que elucidem o exato papel
dos bubalinos na epidemiologia das infeccBes
pelo BoHV-1.
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