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Venereal infection of heifers and cows with bovine herpesvirus type 1.2 (BoHV-1.2)
may result in vulvovaginitis and transient infertility. The acute infection is followed by
the establishment of latent infection which can be periodically reactivated. We herein
describe the virology and clinico-pathological aspects of acute and recrudescent
vulvovaginitis in heifers inoculated with a Brazilian BoHV-1.2 isolate recovered from
an outbreak of balanoposthitis. Genital inoculation of isolate SV-56/90 (10%'TCID/
animal) in four eight-months-old heifers resulted in efficient virus replication in the genital
mucosa and the development of moderate to severe vulvovaginitis. The inoculated
heifers shed virus in genital secretions in titers up to 10”*TCID, /mL until day 10 pi and
developed genital congestion, swelling, vesicles and pustules. The vesicles and pustules
increased in size eventually coalesced and became covered with a yellowish exsudate.
These signs appeared at day 2 pi, increased in severity up to days 5 - 8 pi and
progressively subsided thereafter. Dexamethasone administration at day 55 pi resulted
in virus shedding in vaginal secretions for up to 10 days. Virus reactivation in all animals
was accompanied by clinical recrudescence of the disease, yet less severe than during
acute infection. Examination of sacral ganglia and lymph nodes by PCR at day 36 post-
reactivation revealed the presence of latent viral DNA in the pudendal (4/4), genito-
femoral, sciatic and rectal caudal (3/4) and obturator nerve ganglia (1/4); in addition to
several regional lymph nodes. These results demonstrate the virulence of isolate SV-
56/90 for heifers and pave the way for its use in further pathogenesis studies and
vaccine-challenge trials.

INDEX TERMS: Bovine herpesvirus, BoHV-1.2, vulvovaginitis, genital infection, latency,
reactivation.
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creve 0s aspectos viroldgicos e clinico-patolégicos da
vulvovaginite aguda e infec¢do latente resultantes da
inoculacdo de bezerras com uma amostra de BoHV-1.2
isolada de casos de balanopostite em touros. A inocula-
¢cao do virus em quatro bezerras pela via genital
(1081TCID,/animal) resultou em replicagdo viral na
mucosa genital e no desenvolvimento de vulvovaginite
moderada a severa. Os animais inoculados excretaram o
virus nas secre¢des genitais até o dia 10 pds-inoculagéo
(p.i.) com titulo maximo de 107-3TCID,/mL. Foram obser-
vados congestédo e edema da mucosa vulvovestibular, e
formacdo de pequenas vesiculas e pustulas. Durante a
progressao clinica, as vesiculas e pustulas aumentaram
de tamanho e eventualmente se tornaram coalescentes e
recobertas por um exsudato fino de coloracéo amarela-
da. Estes sinais foram observados a partir do dia 2 p.i. e
aumentaram progressivamente de severidade até os dias
5-8 p.i. A administracdo de dexametasona no dia 55 p.i.
resultou em excre¢ao viral nas secrecdes genitais dos
quatro animais por até 10 dias. A reativacao da infeccéao
latente foi acompanhada de recrudescéncia clinica, po-
rém com sinais menos severos e com menor dura¢do do
que na infeccdo aguda. O DNA viral latente foi detectado
por PCR, aos 36 dias pds-reativacao (p.r.), nos seguintes
tecidos: ganglio sacrais: pudendo (4/4); genitofemoral e
retal caudal (3/4) e obturador (4/4) e em alguns linfono-
dos regionais. Estes resultados demonstram que o isola-
do SV-56/90 é virulento para fémeas soronegativas, apos
inoculacdo genital, e pode ser utilizado em estudos de
patogenia e de desafio vacinal.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Herpesvirus bovino, BoHV-1.2.,
vulvovaginite, infecgéo genital, laténcia, reativagéo.

INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é um virus DNA de
fita dupla, com envelope, membro da familia Herpesviri-
dae, subfamilia Alphaherpesvirinae e género Varicellovirus
(Roizman 1992). A infeccao pelo BoHV-1 possui distri-
buicdo mundial, com excec¢ao de alguns paises europeus
que recentemente erradicaram a infeccdo (Van Oirschot
1999). A infeccao de bovinos pelo BoHV-1 pode resultar
em uma ampla variedade de manifestacdes clinicas, como
doenca respiratéria (rinotraqueite infecciosa bovina, IBR),
conjuntivite, vulvovaginite (vulvovaginite pustular infecci-
osa, IPV), balanopostite (balanopostite pustular infeccio-
sa, IPB), infertilidade, abortos e infeccao multissistémica
fatal de neonatos (Kahrs 2001). Além disso, apds a infec-
¢cao aguda, o BoHV-1 possui a capacidade de estabele-
cer infecgéo latente em ganglios de nervos sensoriais
(Homan & Easterday 1980, Ackermann et al. 1982), o que
contribui para a sua perpetuacao na natureza (Rock 1994).

Com base em andlise de restricao gendmica (REA) e
na reatividade com anticorpos monoclonais (AcMs), amos-
tras de campo do BoHV-1 foram caracterizadas, e os vi-
rus isolados de doenca respiratdria foram classificados
como BoHV-1.1 e os isolados de infeccao genital como

BoHV-1.2 (Metzler et al. 1985, D’Arce et al. 2002). A base
molecular do tropismo dos subtipos BoHV-1.1 e do BoHV-
1.2 pelo trato respiratério e genital, respectivamente, ain-
da nao estd esclarecida. Dessa forma, a associacao des-
ses virus com cada sindrome clinica parece nao ser mu-
tuamente exclusiva. Assim, bovinos inoculados pela via
intranasal com um isolado de BoHV-1.2 desenvolveram
doenca respiratéria leve (Spilki et al. 2004) e bezerras
inoculadas pela via vaginal com um isolado de BoHV-1.1
desenvolveram vulvovaginite (Miller & Van Der Maaten
1984). O contato de bezerros soronegativos com vacas
infectadas com um isolado genital de BoHV-1 resultou
em doenga respiratoria e disseminagao do virus entre os
bezerros (Smith et al. 1980). Da mesma forma, manifes-
tacdes respiratorias e genitais concomitantes tém sido
descritas em surtos de infeccao pelo BoHV-1 (Pritchard
etal. 1997).

Os isolados de doenca genital podem ser adicionalmente
classificados em BoHV-1.2a e 1.2b, com base em
reatividade com AcMs e REA. No entanto, a correlagao
desta classificacdo com parametros epidemioldgicos e cli-
nico-patoldgicos ainda ndo esta bem definida (Van Oirschot
1995). Os isolados de BoHV-1 associados com abortos
pertencem principalmente ao subtipo respiratorio (BoHV-
1.1) e menos freqlientemente ao subtipo BoHV-1.2a
(Edwards et al. 1991, Miller et al. 1991). Por outro lado, os
isolados de BoHV-1.2b aparentemente sdo menos virulen-
tos e pouco abortigénicos (Whetstone et al. 1989).

O envolvimento do BoHV-1.2 com infecgéo genital e
disturbios reprodutivos tem sido bem documentado, po-
rém a patogenia da infeccdo aguda e latente por esse
virus tem sido pouco investigada. Grande parte do co-
nhecimento acerca da infec¢cdo provém de estudos anti-
gos, realizados anteriormente a distingdo clara dos
subtipos 1.1. e 1.2, ou pela inoculagao do virus por vias
nao naturais (Snowdon 1965, Deas & Johnston 1973, Allan
et al. 1975, Parsonson & Snowdon 1975, Narita et al.
1978). Assim, conclusdes equivocadas ou parcialmente
corretas podem ter sido derivadas da inoculagédo de iso-
lados respiratorios (BoHV-1.1) pela via genital (Narita et
al. 1978); pela exposicao de fémeas a touros infectados
com isolados nao identificados e pouco caracterizados
(Allan et al. 1975) e pela investigacao do potencial aborti-
génico dos subtipos 1.1, 1.2a e 1.2b apds inoculacao in-
travenosa (Miller et al. 1991).

A habilidade do BoHV-1 persistir no hospedeiro e ser
submetido a episddios de reativagéo apos infec¢édo genital
tem sido bem demonstrada e foi inicialmente atribuida a
uma imunidade de curta duragao. Estudos classicos de-
monstraram que o virus persiste no rebanho por meio de
episodios periddicos de reativagdo da infeccao latente
(Snowdon 1965, Dennet et al. 1976). Apds a infecgédo ou
inoculacao do BoHV-1.2 no trato genital em fémeas, o
virus replica na mucosa local e estabelece infecgéao la-
tente nos ganglios sacrais (Ackermann & Wyler 1984).
Reativacao esporadica da infeccao latente e consequen-
te re-excrecao viral podem ocorrer de forma natural ou

Pesq. Vet. Bras. 28(3):140-148, marco 2008



142 Andréia Henzel et al.

serem induzidas pela administragéo de corticosterdides
(Snowdon 1965, Sheffy & Davies 1972, Dennet et al. 1976).
A reativacéo da infecgao latente pode ser acompanhada
de um periodo de excrecao viral sem necessariamente
estar acompanhada de sinais clinicos (Snowdon 1965,
Dennet et al. 1976). Assim, a infecgéo latente e posterior
reativacao explicam a persisténcia do virus e o apareci-
mento de novos casos clinicos no rebanho ao longo do
tempo (Dennet et al. 1976, Ackermann et al. 1982, Acker-
mann & Wyler 1984, Pritchard et al. 1997). A infeccao
latente pelo BoHV-1.2 em fémeas tem sido pouco estu-
dada e varios aspectos da patogenia permanecem nao
esclarecidos.

Em um estudo anterior, foi relatada a reproducao de
balanopostite clinica em touros jovens inoculados pela via
intraprepucial com o isolado SV-56/90 (Vogel et al. 2004).
O SV-56/90 é uma amostra de BoHV-1.2 isolada de um
surto de balanopostite em touros de uma central de
inseminacéo no Rio Grande do Sul, Brasil (Weiblen et al.
1992).

O objetivo do presente estudo foi investigar a habilida-
de deste isolado em produzir doenga genital em bezerras
soronegativas apoés a inoculacao genital, além de carac-
terizar a infeccdo aguda e latente. A capacidade desse
isolado em produzir vulvovaginite clinica pode credencia-
lo para estudos posteriores de patogenia, como também
para uso em testes de desafio e protecédo vacinal.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental. Cinco bezerras soronegativas para
0 BoHV-1 foram utilizadas neste experimento. Quatro animais
foram inoculados com o virus e um permaneceu como controle.
As bezerras foram inoculadas com o BoHV-1.2 pela via genital
e a infeccdo aguda foi monitorada nos aspectos clinicos e
viroldgicos. Cinquenta e cinco dias apds a inoculagéo (p.i.), os
animais foram submetidos a administragcdo de dexametasona
(Dx) para reativagédo da infecgéo latente, e foram monitoradas
nos dias seguintes. Trinta e seis dias apos a administracéo de
Dx (p.r.), todos os animais foram submetidos a eutanasia para
a coleta de tecidos. Géanglios sacrais e linfonodos regionais
foram coletados e submetidos a pesquisa de DNA viral por meio
de um PCR-nested.

Virus e células. Todos os procedimentos de multiplicagéo
e quantificagdo de virus, soroneutralizagédo e isolamento viral
de secrecdes vulvovaginais e de tecidos foram realizados em
células da linhagem de rim bovino CRIB (Flores & Donis 1995).
As células foram cultivadas em meio essencial minimo (MEM),
contendo penicilina (1,6mg/L), estreptomicina (0,4mg/L),
anfoterecina (2mg/L), suplementado com 10% de soro fetal
bovino. A cepa de BoHV-1.2 SV-56/90 foi isolada de um surto
de balanopostite em touros de uma central de inseminacéo
artificial no estado do Rio Grande do Sul, Brasil (Weiblen et al.
1992). Esse virus foi posteriormente submetido a caracterizagao
antigénica e molecular, constatando-se tratar de virus do subtipo
1.2 (D’Arce et al. 2002).

Animais, inoculacao viral e administracao de dexame-
tasona (Dx). Quatro bezerras soronegativas para o BoHV-1,
com idade entre 8 e 10 meses foram inoculadas e uma bezerra
permaneceu como controle nao inoculado. Os animais foram
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inoculados na vulva, vestibulo e no terco posterior da vagina,
com 3mL de uma suspenséo contendo 108'TCID,/mL do vi-
rus, com auxilio de um suabe. A bezerra controle foi inoculada
com o mesmo volume de MEM. Cinquenta e cinco dias apds a
inoculagéo (p.i.), as bezerras inoculadas foram submetidas a
administracado de Dx (0,2mg/kg/dia) por cinco dias consecuti-
vos. Os animais inoculados e o controle foram submetidos a
eutanasia no dia 91 p.i. (36 dias apds a reativagao, p.r.) para a
coleta de tecidos. Todos os procedimentos de manipulacédo e
experimentacédo dos animais foram realizados com a supervi-
sao de um Médico Veterinario e de acordo com o Comité Brasi-
leiro de experimentagéo animal (COBEA, law #6.638 of May 8,
1979). O experimento foi aprovado anteriormente pelo Comité
de Etica da UFSM (numero de aprovagao: 48/2006).

Monitoramento dos animais, coleta e processamento das
amostras. As bezerras foram monitoradas clinicamente pelo
exame genital e a afericdo da temperatura retal durante 15 dias
apos a inoculagao e 15 dias apds a administragcéo de Dx. Se-
cregOes vaginais foram coletadas com auxilio de suabes e acon-
dicionadas em 1 mL de MEM, do dia zero (dia da inoculagéo)
ao dia 14 p.i. e nos 5 dias que precederam a administracdo de
Dx. Para avaliagdo da reativagdo da infecgéao latente, secre-
¢coes vaginais foram coletadas durante 15 dias apés a adminis-
tragcdo de Dx. No laboratdrio, os suabes foram fortemente agi-
tados em um vortex e posteriormente centrifugados a uma ro-
tacdo de 10.000xg por 3min. Para tentativas de isolamento viral,
uma parte do sobrenadante dos suabes (0,2mL) foi inoculado
em monocamadas de células CRIB cultivadas em placas de
poliestireno de 24 cavidades e submetido a trés passagens de
cinco dias cada para monitoramento do efeito citopatico. A
infectividade das secrec¢des que foram positivas no isolamento
viral foi posteriormente quantificada por titulagcdo por diluicao
limitante, e os titulos virais foram expressos em log,,TCID,/
mL. Amostras de sangue para a pesquisa de anticorpos anti-
BoHV-1 foram coletadas no dia da inoculagao e nos dias 14 e
28 pi; no dia da administracéo de Dx e 14 e 28 dias apods. Para
a deteccéo de anticorpos, as amostras de soro foram submeti-
das ao teste de soroneutralizag@o (SN) de acordo com a técni-
ca descrita por Lovato et al. (1995).

Na necropsia, foram coletados os ganglios sacrais e
linfonodos regionais do trato genital dos animais inoculados e
do animal controle para a pesquisa de DNA viral por PCR e
para isolamento viral. Foram coletados os seguintes ganglios
sacrais: genito-femoral (L3-L4); ciatico (S1-S2); obturador (L4-
L6); pudendo (S2-S4); e retal caudal (S4-S5). Os linfonodos
regionais coletados foram: supramamario, inguinal profundo,
sacral, iliaco médio e pré-femoral (Quadro 3). Tentativas de
isolamento viral foram realizadas apenas dos tecidos que foram
positivos no PCR. Para a pesquisa de virus, aproximadamente
500mg de cada tecido foram maceradas e homogeneizadas
em MEM na proporgéo de 10% (peso/volume). A suspensao foi
inoculada em monocamadas de células CRIB para
monitoramento da replicagdo viral, como descrito para o
isolamento viral a partir das secregcdes genitais.

Extracao de DNA e PCR. Para a realizacdo de PCR, amos-
tras de tecidos (200-400mg) foram fragmentadas individualmen-
te com o auxilio de laminas de bisturi, e submetidas a extragéo
de DNA utilizando o reagente DNAzol (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) de acordo com instrugdes do fabricante. Apds a ex-
tracaéo, o DNA foi solubilizado em 8mM NaOH (0,15-0,20 ml) e
estocado a -20°C até o teste. A concentracao de DNA foi deter-
minada em um espectrofotémetro de UV a 260nm.
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O DNA viral foi detectado por um PCR-nested para uma
regiao do gene da glicoproteina B (gB) do BoHV-1, descrito por
Ros & Belak (1999) e modificado por Mayer et al. (2006). A
sequéncia alvo (444pb) foi inicialmente amplificada com os
primers externos #1 (forward) 5-CCAGTCCAGGCAACCGT-
CAC-3’ (posicédo 57.338) e #2 (reverse) 5’-CTCGAAAG-
CCGAGTACCTGCG-3 (posicao 57.782). A segunda reacao
utilizou 2uL da primeira reacdo como molde e os primers internos
#3 (forward) 5-GTGGTGGCCTTTGACCGCGAC-3’ (posigao
57.143) e #4 (reverse) 5-GCTCCGGCGAGTAGCTGG TGTG-
3’ (posicao 57.416). As reacdes de PCR foram realizadas em
um volume final de 25uL, utilizando 2uL do molde de DNA
(aproximadamente 1ug do total de DNA), 100ng de cada primer,
1mM MgCl,, 10mM de dNTPs, 10% DMSO, 1x tamp&o e 0,5
unidades de Tag polymerase (Invitrogen). As condi¢des do PCR
foram: denaturacao inicial a 94°C por 10min seguido de 40 ciclos
de 94°C - 1 min (denaturagdo); 56°C - 40 seg (anelamento) e
de 72°C - 40 seg (extensao); e uma extensao final de 72°C por
7min. Como controle positivo foi utilizado o DNA extraido do
ganglio sacral de um touro inoculado pela via intraprepucial com
o isolado SV-56/90 (Vogel et al. 2004). Como controle negativo
foi utilizado o DNA extraido de um ganglio sacral do animal
controle. A analise dos produtos foi realizada apds eletroforese
em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etidio, e
examinado sob luz UV.

RESULTADOS

Infecc@o aguda. O Quadro 1 apresenta um resumo
dos achados virolégicos observados durante a infeccéao
aguda. Excrecéo viral em secre¢bes genitais foi detecta-
da entre os dias 1 e 10 p.i., com duracéo de 8-10 dias e
titulos de até 107-3TCID,,/mL. Os titulos maximos foram
observados entre os dias 2 e 3 p.i. Todos os animais ino-
culados apresentaram titulos de anticorpos neutralizantes
(4-32) no dia 28 p.i. O animal controle nao excretou virus
nem soroconverteu durante a realizacao do experimento.

Nenhum dos animais inoculados apresentou aumento
da temperatura corporal durante o periodo de monitora-
mento. As quatro bezerras inoculadas desenvolveram si-
nais moderados a severos de vulvovaginite. Os sinais fo-
ram inicialmente observados no dia 2 p.i., € eram carac-
terizados por congestao e edema da mucosa vulvovesti-

Fig.1. Regiao vulvovestibular de bezerras inoculadas com o
BoHV-1.2, durante a infeccao aguda. (A) Bezerra 09 (dia 6
p.i.): edema e congestao; presenca de pequenas pustulas
(seta) e secrecao fibrinopurulenta. (B) Bezerra 122 (dia 6
p.i.): edema e congestao; secre¢do de coloragao amarela-
da recobrindo as vesiculas e pustulas remanescentes.

bular e da vagina posterior. No dia 3 p.i., os sinais se
tornaram mais pronunciados e observou-se o aparecimen-
to de pequenas vesiculas (aprox. 1-2mm de diametro) na
mucosa genital (Fig.1A). As vesiculas aumentaram pro-

Quadro 1. Excrecao viral em secrecdes genitais e titulo de anticorpos neutralizantes durante a
infeccao aguda, em bezerras inoculadas com o herpesvirus bovino tipo 1.2 (BoHV-1.2) no trato genital

Animal Excregao viral® Titulo de anticorpos

Dias apods inoculacéo (pi) neutralizantesP
Dias

1 2 3 4 5 6 ‘7 8 9 10 11-14 0 28
09 2.8 7.3 6.7 3.8 4.9 4.8 3.9 3.5 21 d<1.8¢ - <2 16
122 ntd 6.9 4.8 3.8 4.5 3.7 45 d<1.8 25 - - <2 32
124 nt 5.8 5.5 5.5 4.8 3.8 32 d<1.8 d<1.8 - - <2 8
125 5.6 5.8 3.8 4.9 2.9 3.3 29 d<1.8 nt - - <2 4
Controle - - - - - - - - - - - <2 <2

aTitulos virais em secre¢Oes vaginais expressos em logyy TCIDgo/mL.

b Titulos de anticorpos neutralizantes expressos como a reciproca de maior diluicio do soro capaz de prevenir a produgao
de efeito citopatico em cultivo celular.

¢ Infectividade detectada apenas no inéculo nao diluido.

d Amostra néo testada.
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Quadro 2. Excrecgao viral em secreg¢oes genitais e titulo de anticorpos neutralizantes apds a
administracdo de dexametasona (Dx), em bezerras inoculadas com herpesvirus bovino tipo 1.2
(BoHV-1.2) no trato genital

Animal Excrecéo viral? Titulo de anticorpos

Dias ap6s a adminstracdo de Dx (pDx) neutralizantes®
Dia (pDx)

1-2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 0 28
09 - d<1.8 2.6 29 3.1 4.3 3.6 nt® d<1.8 - d<1.8 16 32
122 - nt d<1.89 d<1.8 238 3.3 1.8 d<1.8 - - - 32 128
124 - - - d<1.8 d<1.8 35 d<1.8 d<1.8 d<1.8 d<1.8 d<1.8 4 32
125 - d<1.8 3.1 2.8 3.3 3.8 d<1.8 d<1.8 d<1.8 - - 4 16
Controle - - - - - - - - - - - <2 <2

aTitulos virais obtidos em secregdes vaginais expressos em log;, TCIDg/mL.
b Titulos de anticorpos neutralizantes expressos como a reciproca de menor diluicdo do soro capaz de prevenir a produgéo
de efeito citopatico em cultivo celular inoculado com o BoHV-1.

¢ Amostra n&o testada.
d Infectividade detectada apenas no inéculo néo diluido.

gressivamente de diametro e deram lugar a pustulas, que
eventualmente se tornaram coalescentes e recobertas por
uma secrec¢ao amarelada. Durante esse periodo, houve o
surgimento de novas vesiculas. Observou-se um corri-
mento genital, que era inicialmente discreto e seromucoso
(dias 2-4 p.i.), passando a abundante e mucopurulento
(dias 5-8) (Fig.1B). A severidade das lesdes aumentou
progressivamente até os dias 5-8 p.i. e declinou a partir
dai até o dia 10 p.i., quando apenas lesdes residuais eram
observadas. Durante o pico dos sinais clinicos, os ani-
mais hesitavam em se locomover, apresentavam a cau-
da erguida e deslocada lateralmente e urinavam com fre-
glUéncia, em pequenos jatos.

Essas observacbes demonstram que o isolado SV56/
90 - originalmente isolado de casos de balanopostite - é
capaz de replicar eficientemente na mucosa genital de
fémeas e produzir vulvovaginite moderada a severa apds
infeccao experimental.

Infeccao latente. A pesquisa de virus em secrecoes
genitais coletadas nos cinco dias que precederam a ad-
ministragéo de Dx n&o revelou a presenca de infectividade.
Apds a administragdo de Dx, o virus foi excretado nas
secrec¢des genitais de todas as bezerras inoculadas, a
partir do dia 3 p.r., porém em titulos inferiores aos detec-
tados durante a infec¢gdo aguda. A excrecgéo viral persis-
tiu até o dia 12 p.r. em dois animais (Quadro 2). Trés be-
zerras apresentaram um aumento significativo (superior
a 4x) nos titulos neutralizantes apds a administracéo de
Dx.

Uma observacao até certo ponto surpreendente foi a
recrudescéncia clinica, bem pronunciada, apresentada por
todas as bezerras inoculadas durante a reativacao. Ede-
ma vulvovaginal foi observado a partir do dia 2 p.r. e du-
rou por até 8-10 dias. Em uma bezerra (125), oedemae a
congestéo foram inclusive mais pronunciados do que du-
rante a infeccdo aguda, porém sem a presencga de
vesiculas (Fig.2A). A recrudescéncia na bezerra 124 cur-
sou com o desenvolvimento de vesiculas e pustulas, que
evoluiram para crostas. Neste animal, pequenas vesiculas
e pustulas foram observadas até o dia 14 p.r. (Fig.2B).
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Fig.2. Regido vulvovestibular de bezerras inoculadas com o
BoHV-1.2, apds a reativacédo induzida pela administragdo
de dexametasona (Dx). (A) Bezerra 125 (dia 6 p.r.): edema
e congestao. (B) Bezerra 124 (dia 7 p.r.): edema, conges-
tdo e pequenas pustulas (seta).

Em geral, a severidade dos sinais aumentou até os dias 5
e 9 p.r., regredindo progressivamente a partir de entdo. O
animal controle ndo apresentou qualquer alteragéo clini-
ca durante o experimento.
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Quadro 3. Deteccao de DNA do herpesvirus bovino tipo
1.2 (BoHV-1.2) por PCR em tecidos de bezerras inoculadas
no trato genital, aos 91 dias pds-inoculacao (36 dias pos-

reativacao)

Tecido Animal +/total ~ Controle
09 122 124 125
Ganglio sacral
Genitofemoral A 4b + + 3/4
Obturador + - - - 1/4
Ciatico + + + - 3/4
Pudendo + + + + 4/4
Retal caudal + + - + 3/4
Linfonodo regional
Supramamario + + 2/4
Inguinal profundo - + + - 2/4
Sacral + + + 3/4
lliaco médio + 1/4
Prefemoral - + + 2/4

& Amostra negativa para pesquisa de DNA viral.
b Amostra positiva.

Fig.3. Especificidade do PCR para o gene da glicoproteina B
utilizado para detectar a presenca de DNA do BoHV-1.2 em
tecidos de bezerras inoculadas experimentalmente. A Figu-
ra mostra um gel de agarose a 1,5% corado com brometo
de etidio. Colunas 1 e 14: marcador de peso molecular
(ladder de 100pb). Coluna 2: controle positivo: DNA extrai-
do do ganglio sacral de um touro latentemente infectado
com o BoHV-1.2. Coluna 3: DNA extraido de um ganglio
sacral de um bezerro ndo infectado. Colunas 4 a 13: DNA
extraido de tecidos coletados do animal n® 124 no dia 91 p.i.
(36 p.r.); 4: ganglio obturador; 5: ganglio pudendo; 6: ganglio
ciatico; 7: ganglio genitofemoral; 8: ganglio retal caudal; 9:
linfonodo supramamario; 10: linfonodo prefemoral; 11:
linfonodo inguinal profundo; 12: linfonodo sacral; 13: linfonodo
ilflaco médio. Os fragmentos de 300 e 400pb do /adder estao
indicados no lado esquerdo; o tamanho dos produtos ampli-
ficados (273 bp) esta indicado do lado direito.

Estes resultados indicam que a infec¢éo latente esta-
belecida pelo isolado SV-56/90 em bezerras apds infec-
céo genital pode ser reativada pela administracéo de Dx,
e que a reativacao cursa com recrudescéncia clinica.

Deteccdo de DNA viral em tecidos. Os resultados
da pesquisa de DNA viral latente nos ganglios sacrais e
em linfonodos regionais coletados no dia 36 p.r. (91 dias
p.i.) estdo apresentados no Quadro 3. A Figura 3 apre-
senta os produtos de PCR amplificados dos tecidos da
bezerra 124. O DNA viral foi detectado com mais frequén-
cia no ganglio pudendo (4/4), seguido do genitofemoral,
ciatico, retal caudal (3/4) e obturador (1/4). Em todos os
animais, o DNA viral foi também detectado em alguns lin-
fonodos regionais, com diferentes freqiéncias. A

especificidade da amplificagdo pode ser comprovada pela
auséncia de deteccao de DNA nos tecidos do animal con-
trole. Tentativas de isolamento viral a partir dos tecidos
positivos no PCR resultaram negativas, o que caracteriza
a infecgao latente: presenca de DNA viral na auséncia de
replicacao e producao de progénie infecciosa.

DISCUSSAO

O isolado SV-56/90 replicou com eficiéncia e produziu
vulvovaginite clinica de intensidade moderada a severa
em bezerras, apds inoculagéo no trato genital. A infeccéo
aguda foi seguida do estabelecimento de infeccao laten-
te, que pode ser reativada pela administracao de Dx. A
reativacao induzida experimentalmente cursou com ex-
crecdo viral, recrudescéncia clinica e soroconversao. O
DNA viral latente - sem presenca de replicagao produtiva
- foi detectado por PCR em varios géanglios sacrais e em
alguns linfonodos regionais no dia 36 p.r. Esses achados
demonstram que o isolado SV-56/90 é virulento também
para fémeas e contribuem para o entendimento da
patogenia da infec¢do genital pelo BoHV-1.2.

Os isolados de BoHV-1.2 associados com IPB prova-
velmente s&o os mesmos envolvidos na etiologia da IPV
e, certamente, circulam entre machos e fémeas indistin-
tamente (Deas & Johnston 1973, Kahrs 2001). Até o pre-
sente, nao existem marcadores moleculares que permi-
tam a distin¢cdo entre isolados de IPV e de IPB, mas pe-
quenas diferencas genotipicas e fenotipicas podem exis-
tir entre as amostras isoladas desses quadros. Essas di-
ferencas, se realmente existirem, provavelmente refletem
a adaptacao do virus aos respectivos epitélios (dos tratos
genitais feminino e masculino, respectivamente) (Muyl-
kens et al. 2007). Nao obstante, infec¢cdes naturais e ex-
perimentais indicam que amostras isoladas de IPB, ou do
sémen de touros com infeccao subclinica, sdo capazes
de produzir IPV e vice-versa (Saxegaard 1970, Deas &
Johnston 1973, Parsonson & Snowdon 1975, Pritchard et
al. 1997). Os resultados do presente estudo corroboram
essas informagdes: a amostra SV-56/90 - isolada de um
surto de IPB e capaz de reproduzir a doenca clinica apds
infeccdo experimental em touros jovens - apresentou a
mesma capacidade de replicagao e viruléncia quando ino-
culada no trato genital de fémeas. Essas propriedades
fazem deste isolado um candidato adequado para estu-
dos de patogenia da infeccao genital em ambos o0s sexos
e para testes de desafio a protecao vacinal.

Mesmo antes do reconhecimento do BoHV-1 como o
agente etioldgico do IPV/IPB, a persisténcia da infeccéo
nos rebanhos e a ocorréncia intermitente de casos clinicos
de doenca genital eram atribuidos a uma suposta imunida-
de de curta duragao, a um agente até entdao desconhecido.
Apos a identificacdo do BoHV como agente etioldgico da
IPV/IPB, varios estudos relataram a persisténcia e
reativacdo periodica da infeccdo em machos e fémeas
(Snowdon 1965, Sheffy & Davies 1972, Dennet et al. 1976).
Posteriormente, dois estudos classicos demonstraram a
presenca do DNA latente do BoHV-1 nos ganglios trigémeos
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e sacrais de bezerros e bezerras ap6s a infecgéo intranasal
e genital (Ackermann et al. 1982, Ackermann & Wyler 1984).
Recentemente, foi relatado um mapeamento detalhado da
distribuicao do DNA viral latente do BoHV-1.2 apds inocu-
lacéo pela via intraprepucial do SV-56/90 em touros jovens,
no qual a infecgao latente foi detectada em varios ganglios
sacrais e em linfonodos regionais (Vogel et al. 2004). Um
dos objetivos do presente experimento foi mapear a infec-
cao latente nos ganglios sacrais e linfonodos regionais de
fémeas inoculadas com este isolado.

Os resultados deste mapeamento corroboram e
complementam estudos realizados por Ackermann &
Wyler (1984). Esses autores detectaram o DNA latente
do BoHV-1 por hibridizagao in situ (ISH) em 9 de 20
ganglios sacrais de duas bezerras inoculadas pela via
intravaginal. No entanto, naquele estudo, a identidade dos
ganglios sacrais envolvidos nao foi especificada. Além
disso, nao foram investigados possiveis sitios adicionais
de laténcia. No presente estudo, o DNA viral latente foi
detectado em 14/20 ganglios sacrais e em 10/20 linfono-
dos regionais coletados no dia 91 p.i. (36 p.r.). Estes
ganglios contém os corpos celulares de neurdnios senso-
riais que inervam a genitalia externa e interna (Pasquini &
Spurgeon 1989). A maior freqiéncia de detec¢ao obser-
vada neste estudo em comparacdo ao anterior
(Ackermann & Wyler 1984) pode ser atribuida, em parte,
amaior sensibilidade da PCR em relagéo a ISH. Também
é possivel que a distribuicdo do DNA latente tenha se
expandido apos a reativacao induzida pela administragao
de Dx, como foi demonstrado na infeccao pelo BoHV-5
em bezerros (Vogel et al. 2003) e em coelhos (Mayer et
al. 2006). No presente estudo, a pesquisa de DNA viral
latente foi realizada apds um episédio de reativacéo ex-
perimental. Assim, é possivel que alguns sitios de laténcia
detectados no dia 36 p.r. ndo tenham sido colonizados
imediatamente apds a infecgao primaria e, sim, apds a
reativacdo induzida experimentalmente.

Em um estudo anterior (Vogel et al. 2004), apds
inoculacao intraprepucial do isolado SV-56/90 em touros
jovens, o DNA latente foi detectado por PCR em 16 de 19
ganglios sacrais, em 4 de 17 linfonodos regionais e tam-
bém no plexo simpatico de um animal. Apesar das dife-
rencas de freqiéncia de detec¢do de DNA nos diferentes
tecidos, ambos os estudos demonstraram que o BoHV-
1.2 estabelece infeccao latente em varios ganglios sacrais,
e também em linfonodos regionais apds infeccao genital.

Os resultados deste experimento corroboram e
complementam estudos anteriores, demonstrando que o
DNA latente do BoHV-1 pode ser encontrado em outros
sitios, além dos ganglios nervosos, tanto apds a infecgao
respiratoria (Lovato et al. 2000, Winckler et al. 2000) quan-
to genital (Vogel et al. 2004). O DNA latente de outros
alfaherpesvirus (virus do herpes simplex humano, HSV;
virus da pseudoraiva, PRV) também tem sido detectado
em sitios ndo-neurais (Cantin et al. 1994, Cheung 1995).
No entanto, até o presente, o significado biolégico da pre-
sencga de DNA latente do BoHV-1 e de outros alfaherpes-
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virus em sitios ndo neurais permanece nao esclarecido,
pois reativagao viral a partir destes sitios ainda nao foi
demonstrada. E possivel que a presenca de DNA viral
latente em sitios nao neurais (especialmente em tecido
linféide) seja apenas um achado circunstancial, em con-
seqlUéncia da replicacao viral nestes tecidos durante a
infeccao aguda; ou devido ao direcionamento e localiza-
¢ao de linfdcitos infectados (Winckler et al. 2000). De
qualquer forma, a presenca de DNA latente em sitios nao
neurais € um achado interessante cujo significado biol6-
gico merece estudos adicionais.

A reativacédo da infecgéo latente se constitui em um
meio eficiente de disseminagcao dos alfaherpesvirus na
natureza (Rock 1994). Touros soropositivos para o BoHV-
1 excretam o virus em secregdes genitais durante episo-
dios de reativagao natural e/ou experimental (Bitsch 1973,
Dennet et al. 1976, Vogel et al. 2004). Da mesma forma, o
virus pode ser detectado no trato genital de fémeas, inter-
mitentemente, por um longo tempo apds a infec¢éao agu-
da (Snowdon 1965) e apds a reativacdo induzida por
corticosteréides (Ackermann & Wyler 1984). Embora os
titulos e a duracdo da excrecao viral durante a reativacéo
sejam geralmente inferiores aos da infec¢@o aguda, a re-
excrecao que ocorre durante a reativagao parece ser su-
ficiente para manter a circulagé@o do virus nos rebanhos.
Neste estudo, o BoHV-1 foi excretado, durante a reativa-
¢éo, em titulos moderados (até 10*3TCID,/ml) nas se-
crecoes vaginais das bezerras por seis a oito dias apos a
administracéo de Dx. Embora experimentos para investi-
gar a transmissao do virus durante a reativagcao nao te-
nham sido conduzidos, os niveis e duracado da excrecao
viral sdo provavelmente suficientes para a ocorréncia de
transmissdo a outros animais. A campo, condi¢des de
estresse, como manejo intensivo, impostas as fémeas
durante a temporada de reproducéo, provavelmente con-
tribuem para a reativacao, excrecao e transmissao viral.

A reativacdo da infecgao latente por herpesvirus ani-
mais raramente é acompanhada de recrudescéncia clini-
ca evidente (Pastoret & Thiry 1985). No entanto, observa-
¢bes de campo ja haviam relatado a ocorréncia de episo-
dios recorrentes de IPV por um longo tempo apés a infec-
¢cao aguda (Snowdon 1965). Da mesma forma, a
reativacdo do BoHV-1.2 induzida por corticosterdides, em
vacas com infecgao latente, pode ser acompanhada por
sinais leves de IPV (Dennet et al. 1976), embora esse
nao seja um achado consistente (Ackermann & Wyler
1984). No presente estudo, a reativagao induzida pela Dx
resultou em IPV semelhante a observada durante a infec-
¢cao aguda. Pequenas diferencas foram encontradas no
numero de vesiculas (mais numerosas durante a infec-
¢ao aguda), quantidade de secrecdo e intensidade do
edema e congestao (mais severos durante a reativagao).
Por outro lado, esses achados confirmam observacdes
anteriores, nas quais a recrudescéncia clinica, durante a
reativacao, foi detectada em touros inoculados com o iso-
lado SV-56/90 (Vogel et al. 2004). A campo, é provavel
que a recrudescéncia clinica ocorra com mais frequéncia
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do que anteriormente relatada, mas, por ser menos seve-
ra, passe despercebida na maioria das vezes. Por outro
lado, a ocorréncia esporadica de casos de IPV num reba-
nho por um longo periodo nao necessariamente indica
recrudescéncia da infeccao latente. Uma parte destes
novos casos pode ser decorrente da infeccao primaria
em alguns animais, com virus excretado pela reativacao
da infecgcdo em animais portadores.

Concluindo, os resultados do presente experimento
demonstram o fenotipo virulento do BoHV-1.2, amostra
SV-56/90, para o trato genital de fémeas e a capacidade
desse isolado em estabelecer e reativar a infeccéo laten-
te. Confirmando resultados anteriores, o DNA latente do
BoHV-1.2 foi detectado em varios ganglios sacrais e tam-
bém em alguns linfonodos regionais. O significado biol6-
gico desses sitios ndao-neurais de laténcia € incerto e atu-
almente esta sendo investigado. Por outro lado, a repro-
ducao consistente de doenca genital apds inoculagao ex-
perimental de fémeas soronegativas credencia o isolado
SV-56/90 para estudos de patogenia e testes de desafio
e protecao vacinal.
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