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Febre catarral maligna em bovinos no Rio Grande do Sul:
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Two oubreaks of malignant catarrhal fever (MCF) occurring in cattle on two farms (A and B) in the
municipality of Santiago, state of Rio Grande do Sul (RS), Brazil, and the transmission of the disease to
susceptible calves as well as the detection of ovine herpesvirus-2 (OvHV-2) in tissues of affected cattle
are reported. The two epizootics occurred from November 2001 to February 2002 (Farm A) and in
January-February 2003 (Farm B). Numbers of cattle at risk, morbidity and letality rates were respectively
170, 10.59% and 83.33% for Farm A and 500, 2.4% and 100% for Farm B. Contact between affected
cattle and sheep was detected in both farms, but lambing ewes were present only in farm A. Duration
of clinical courses, gross findings and histopathology were the same for the affected cattle in both
farms. Most affected cattle died or were euthanatized in extremis after a clinical course of 2-8 days.
Clinical signs included fever (40.5 and 41.5°C), nasal and ocular discharge, corneal opacity,
conjunctivitis, drooling, erosions and ulcerations of the mucosae, diarrhea, hematuria, and neurological
disturbances. Eleven necropsies (9 on Farm A, 2 on Farm B) were performed. Gross lesions included
erosions and ulcers affecting the mucosae of nasal turbinates, oral cavity, gastrointestinal and urogenital
tracts; hemorrhage and necrosis of the tip of the buccal papillae, lymph node enlargement, multifocal
white foci in renal cortex, and hyperemia of leptomeninges. Microscopically, there were arteritis and
fibrinoid degeneration in medium and small arteries and arterioles of multiple organs and tissues,
necrosis and inflammation in several mucosal surfaces, keratitis, conjunctivitis, uveitis, intersticial
nephritis, and encephalitis. Transmission experiments were attempted in five calves (E1-E5) by
inocculating each of them intravenously with 500 ml of whole heparinized blood from a MCF affected
cow. The transmission was suscessful in at least three (E1-E3) of the experimental calves which
became sick after an incubation period of 15-27 days. Four experimental calves either died or were
euthanatized in extremis after a clinical course which varied from 3 days to 8 weeks. The remaining
experimental calf (E5) recovered from a mild disease and was euthanatized 14 weeks after inocculation.
Necropsies were performed in all five calves. Clinical signs, necropsy and histopathological findings
of three calves (E1-E3) were characteristic of MCE OvHV-2 viral DNA was detected by the polimerase
chain reaction (PCR) test in paraffin embedded tissues from seven cattle out of the 11 spontaneous
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MCEF cases and from three experimental calves (E1-E3). PCR tests resulted negative in the remaining
four of the 11 spontaneous MCF cases tested and in two (E4,E5) of the five experimental calves.
Immunohistochemistry performed in sections of lymphoid tissue from calf E4 failed to detect BVD
virus antigen. The experimental transmission of MCF and the characterization of the etiological agent
as OvHV-2 were successfully attempted in cattle for the first time in Brazil.

INDEX TERMS: Infectious diseases, malignant catarrhal fever, viral diseases, diseases of cattle,

pathology, polimerase chain reation.

RESUMO.- Sao relatados dois surtos de febre catarral maligna
(FCM) em bovinos de duas propriedades rurais (A e B) do munici-
pio de Santiago, Rio Grande do Sul (RS), a transmissao da doenca
a bovinos suscetiveis e a deteccao de DNA viral de herpesvirus
bovino-2 (OvHV-2) em tecidos de bovinos afetados. Os dois surtos
ocorreram de novembro de 2001 a fevereiro de 2002 (Proprieda-
de A) e de janeiro a fevereiro de 2003 (Propriedade B). O niimero
de bovinos sob risco, as taxas de morbidade e de letalidade foram,
respectivamente, 170, 10,59% e 83,33% na Propriedade A e 500,
2,4% e 100% na Propriedade B. Em ambas as propriedades havia
contato de ovinos com os bovinos afetados, mas somente na Pro-
priedade A havia ovelhas em pari¢ao. Nos bovinos afetados nas
duas propriedades, a duragao do curso clinico, os achados de
necropsia e a histopatologia foram semelhantes. A maioria dos
bovinos afetados morreu ou foi submetida a eutanasia in extremis
ap6s um curso clinico de 2 a 8 dias. Os sinais clinicos incluiam
febre (40,5 e 41,5°C), corrimento nasal e ocular, opacidade da
cornea, conjuntivite, salivacao, erosoes e ulceracoes em mucosas,
diarréia, hematfria e distrbios neurol6gicos. Foram realizadas
onze necropsias (nove na Propriedade A e duas na Propriedade B).
Lesoes macroscopicas incluiam erosoes e tGlceras nas mucosas
dos cornetos nasais, cavidade oral e tratos gastrintestinal e
urogenital; hemorragia e necrose da ponta das papilas bucais,
aumento de volume dos linfonodos, multiplos focos brancos no
cortex renal e hiperemia das leptomeninges. Microscopicamente,
havia arterite e degeneracao fibrindide em artérias de médio e
pequeno calibre e em arteriolas de mltiplos 6rgaos e tecidos,
necrose e inflamagao em varias superficies mucosas, ceratite,
conjuntivite, uveite, nefrite intersticial e encefalite. A transmissao
experimental foi tentada em cinco bezerros (E1-E5) através da
inoculagao de cada um deles, por via intravenosa, com 500 ml de
sangue total heparinizado oriundo de bovino afetado por FCM. A
transmissao foi conseguida em pelo menos trés (E1-E3) dos bezer-
ros experimentais que adoeceram apds um periodo de incubagao
de 15 a 27 dias. Quatro dos bezerros do experimento morreram
ou foram submetidos a eutanasia in extremis ap6s um curso clinico
que durou de 3 dias a 8 semanas. O bezerro experimental rema-
nescente (E5) recuperou-se apds uma doenga branda e foi subme-
tido a eutanasia 14 semanas apos a inoculagao. Os cinco bezerros
foram necropsiados. Sinais clinicos, achados de necropsia e
histopatologia de trés bezerros (E1-E3) eram caracteristicos de
FCM. O DNA viral de OvHV-2 foi detectado pela técnica de reacao
em cadeia de polimerase (PCR) em tecidos emblocados em parafi-
na de sete dos 11 bovinos espontaneamente afetados por FCM e
em tecidos emblocados em parafina de trés bezerros experimen-
tais (E1-E3). A técnica de PCR resultou negativa nos restantes qua-
tro dos 11 bovinos testados nos casos espontaneos de FCM e em
dois (E4-E5) dos cinco bezerros usados nos experimentos de trans-
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missao. Testes de imunoistoquimica realizados em cortes de teci-
do linféide do bezerro E4 resultaram negativos para antigeno do
virus da diarréia viral bovina. A transmissao experimental de FCM
de bovino para bovino e a caracterizacao do agente etiologico da
doeng¢a em bovinos como OvHV-2 foi conseguida pela primeira
vez no Brasil.

TERMOS DE INDEXACAO: Doengas infecciosas, febre catarral malig-
na, doengas a virus, doencas de bovinos, patologia, reacao em cadeia
de polimerase.

INTRODUCAO

A febre catarral maligna (FCM) é uma doenca infecciosa, viral,
pansistémica, altamente fatal, com distribui¢ao geografica am-
pla. Além de bovinos, afeta mais de 30 espécies de ruminantes
(Plowright 1990), incluindo diversas espécies de cervideos
(Driemeier et al. 2002) e, ocasionalmente, suinos (Loken et al.
1998). Caracteriza-se por febre alta, depressao, corrimento na-
sal e ocular, erosoes e ulceragoes na mucosa do trato respirato-
rio superior, ceratoconjuntivite, linfadenopatia, enterite
hemorragica, diarréia, encefalite, exantema cutaneo e artrite
(Selman et al. 1974, Barker et al. 1993, Barnard et al. 1994). As
lesoes macro e microscopicas envolvem principalmente os tra-
tos digestivo, respiratorio superior e urinario, linfonodos, figa-
do, olhos e encéfalo. As lesoes histologicas caracteristicas con-
sistem vasculite, infiltrados mononucleares em varios 6rgaos,
hiperplasia linfoide e necrose dos epitélios de revestimento
(Barker et al. 1993).

0 “grupo de virus da FCM” pertence ao género Rhadinovirus da
familia Gammaherpesvirinae (Coulter et al. 2001). A maioria das
espécies de ruminantes, domésticos ou selvagens, possui seu
radinovirus especifico e é bem adaptada a ele, i.¢, esses virus indu-
zem pouco ou nenhum efeito em seus hospedeiros naturais, mas
podem causar doenga quando afetam espécies diferentes pouco
adaptadas (Crawford et al. 2002). Até o momento, foram identifi-
cados quatro virus do grupo da FCM que causam doen¢a em
animais (Li et al. 2003a). A forma africana, ou FCM gnu-associada
(FCM-GA), é induzida pela cepa alcelaphine herpesvirus 1 (AIHV-1)
(Coulter et al. 2001). AIHV-1 é transmitido por gnus (Connochaetes
taurinus e C. gnu, subfamilia Alcelaphine). Em locais onde nao ha
gnus ocorre a forma denominada FCM nao associada a gnus ou
FCM ovino-associada (FCM-OA), pois ovinos sao implicados como
portadores do agente etiologico, denominado herpesvirus ovino-
2 (OvHV-2) (Roizman et al. 1981, Bridgen & Reid 1991). As manifes-
tacoes clinicas e patoldgicas das formas induzidas por A1HV-1 e
OvHV-2 sao as mesmas, mas ha diferencas epidemioldgicas entre
as duas (Smith 2002). Um terceiro virus desse grupo (Li et al. 2000)
induz a FCM classica no veado-de-cauda-branca (Odocoileus
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virginianus); além desses, um virus endémico em cabras domésti-
cas, provisoriamente denominado herpesvirus caprino-2 ou CpHV-
2 (Chmielewicz et al. 2001, Li et al. 2001b), tem sido associado
com alopecia, dermatite, perda de peso cronica e diarréia em
veados sika (Cervus nippon) e veados-de-cauda-branca (Crawford et
al. 2002, Keel et al. 2003, Li et al. 2003b).

Ao contrario de A1HV-1, que ja foi isolado em cultura, os
outros trés agentes patogénicos da FCM sao detectados apenas
por técnicas moleculares como a reagao em cadeia de polimerase
- PCR (Crawford et al. 1999). Atualmente, a técnica da PCR tem
sido usada para o diagnéstico da FCM-OA (O'Toole et al.1995,
Simon et al. 2003). Suas vantagens sobre o exame histopatoldgico
incluem: (a) a técnica poder ser feita in vitro, (b) tem grande sen-
sibilidade e especificidade (Miiller-Doblies et al. 1998), (c) permi-
te diagnosticar casos de FCM que nao apresentem todos os si-
nais clinicos classicos, como os casos cronicos com recupera-
¢ao da doenga clinica (O'Toole et al.1995, 1997) e (d) a aplicagao
da técnica em tecidos fixados e emblocados em parafina pode
ser utilizada para caracterizar o agente, especialmente para es-
tudos retrospectivos (Tham 1997, Crawford et al. 1999). Limita-
coes da técnica quando aplicadas a materiais fixados e
emblocados em parafina estao relacionadas a desnaturagao do
acido nucléico por fixagao muito prolongada ou em formol nao-
tamponado (Crawford et al. 1999).

AFCM em bovinos no Brasil tem sido relatada em casos diag-
nosticados pelos sinais clinicos, achados de necropsia e
histopatologia (Torres 1924, Dobereiner & Tokarnia 1959,
Sampaio et al. 1972, Oliveira et al. 1978; Figueiredo et al. 1990,
Barros et al. 1983, Marques et al. 1986, Riet-Correa et al. 1988,
Baptista & Guidi 1998, Silva et al. 2001). Testes para transmissao
da doenga e caracterizagao do agente etiol6gico nao tém sido
realizados ou tém sido realizados sem sucesso (Dobereiner &
Tokarnia 1959). Sendo assim, nao ha documentacao do tipo de
virus que causa a doeng¢a em bovinos no pais. Os sinais clinicos
e as lesoes macroscopicas na FCM sao geralmente caracteristi-
cos, mas podem ser variados e inespecificos, especialmente nos
casos leves, hiperagudos ou cronicos. Nesses casos, o diagnosti-
co deve ser baseado na deteccao de alteragoes histologicas ca-
racteristicas e resultados positivos de experimentos de transmis-
sao e técnicas laboratoriais para determinar a etiologia.

Nos anos de 2001 a 2003, dois surtos importantes de FCM
ocorreram em bovinos de duas propriedades do municipio de
Santiago, Rio Grande do Sul. O objetivo deste trabalho foi estu-
dar esses dois surtos considerando os seguintes aspectos: (a)
levantamento de dados epidemioldgicos, (b) determinagao do
quadro clinico e patologico da doenca, (c) comprovagao da na-
tureza da doenca através da transmissao a bovinos susceptiveis
e (d) determinacgao da natureza do agente etiologico através da
técnica de PCR.

MATERIAL E METODOS

Casos espontaneos

Os dados epidemiolégicos e clinicos foram colhidos através de
visitas as fazendas onde estavam ocorrendo os surtos, designadas
Propriedades A e B. Cinco visitas foram realizadas na Propriedade A
e uma visita na Propriedade B. Os dados foram complementados por
questionarios aplicados ao proprietario, ao administrador e a outros

trabalhadores da fazenda. Nove bovinos (identificados pelos nimeros
1-9) e dois bovinos (identificados como 10 e 11) foram necropsiados
nas Propriedades A e B, respectivamente. Nove bovinos (1-8 e 11)
foram necropsiados por docentes e pds-graduandos do Laboratério
de Patologia (LP) do Departamento de Patologia, Universidade Federal
de Santa Maria, e dois bovinos (9 e 10) foram necropsiados por
veterinarios de campo e o material foi enviado ao LP para exame
macroscopico e histologico. Os dados de necropsia apresentados
referem-se aos Bovinos 1-8 e 11. Fragmentos de diversos tecidos dos
bovinos necropsiados foram coletados e fixados em formol a 10% e
processados para exame histologico.

Transmissao experimental

Os dados dos cinco bezerros utilizados no experimento encontram-
se no Quadro 1. Trés desses bezerros (E1-E3), foram adquiridos do
Setor de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria e os
outros dois (E4-E5) vieram da Propriedade A, em Santiago, Rio Grande
do Sul, onde havia ocorrido um dos surtos espontaneos de FCM em
2001-2002. Os bezerros estavam em estado nutricional 3, com excegao
do Bovino E1 que apresentava estado nutricional 1, segundo a mesma
classificacao de estado corporal (Stober et al. 1990). Durante o
experimento, os bezerros foram mantidos em baias de alvenaria
com piso recoberto por serragem e recebiam feno de alfafa e agua a
vontade. Um exame consistindo de inspecao visual e afericao da
temperatura corporal era realizado diariamente nos bezerros.

Em todos os casos, o inoculo consistiu de 500 ml de sangue retirado
de um bovino com diagnoéstico de FCM e com sinais avancados da

Quadro 1. Dados dos bovinos experimentais inoculados
com 500 ml de sangue total heparinizado colhido de
bovino clinicamente afetado por febre catarral maligna

Bovino Idade Sexo Racga Origem do san-  Data de
(meses) gue inoculado inoculagcao

E1l 8 M?  Charolés x Nelore Bovino 5 21.12.01
E2 6 M Nelore Bovino E1 18.12.01
E3 5 Fb Tabapua x Charolés Bovino E1 18.12.01
E4 12 F Charolés Bovino E2 05.02.02
E5 8 F Tabapua Bovino E2 05.02.02

aMacho, Pfémea.

doenga. O primeiro indculo foi obtido do Bovino 5, uma fémea de 3
anos, na fase terminal da doen¢a. O diagnéstico de FCM foi
posteriormente confirmado pela necropsia e histopatologia no Bovino
5. O sangue total desse bovino foi inoculado no Bovino E1 (primeira
passagem). Quando o Bovino E1 adoeceu, seu sangue foi inoculado
nos Bovinos E2 e E3 (segunda passagem). Quando o Bovino E2 adoeceu,
seu sangue foi inoculado nos Bovinos E4 e E5 (terceira passagem).
Cada um dos cinco bezerros do experimento recebeu 500 ml do
sangue total de animal afetado por FCM. A inoculagao foi baseada
em um método alternativo desenvolvido para coleta e transfusao de
sangue. Detalhes dessa técnica podem ser encontrados em publicagao
especializada (Raiser et al. 2003). Resumidamente, 500 ou 1.000 ml
de sangue foram colhidos da jugular de cada bovino doador do sangue
a ser inoculado em garrafas plasticas de 1,5 litro de capacidade
contendo heparina® (5 Ul por ml de sangue colhido). Durante a coleta,
o vacuo era produzido com seringa plastica de 60 ml, torneira de trés
vias e equipos de coleta e transfusao de sangue. Em seguida 500 ml

SHeparina: Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.
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desse sangue foi transfundido na jugular de cada um dos cinco bovinos
do experimento. Para a transfusao do sangue, em cada receptor foi
utilizado equipo de transfusao com filtros contendo poros de 170 um.

Ap6s a morte espontanea (Bov. E2-E4) ou eutanasia (Bov. E1 e E5), os
bovinos do experimento foram necropsiados. O material de diversos 6rgaos
foi processado para histopatologia de maneira idéntica a dos casos naturais.
Fragmentos de tonsila do Bovino E4 incluidos em parafina foram seccionados
e submetidos ao método imunoistoquimico de estreptavidina-biotina
peroxidase para o virus da diarréia viral bovina (BVD) utilizando o anticorpo
monoclonal anti BVD 15C5 na dilui¢ao de 1:500.

Reagdo em cadeia de polimerase (PCR)

A identificagao dos bovinos e a relagao dos tecidos submetidos a
técnica de PCR encontram-se no Quadro 2. Como controles positivos
foram utilizados intestino e linfonodo emblocados em parafina
provenientes de um bisao positivo para OvHV-2 (Simon et al. 2003)

Quadro 2. Relagao dos tecidos examinados pela técnica de
reagao da polimerase em cadeia (PCR). Onze bovinos (1 a
11) sao casos espontdneos de febre catarral maligna.
Cinco bovinos (E1-E5) foram usados nos experimentos de

transmissao
()rgéo Bovino

1 23 456 7 8 9 10 11 E1 E2 E3 E4 E5
Abomaso 00 00000¢°*o0o o0 0 o0 o0 o o o
Adrenal 0O 00O0OOOO O®oO0O0 ®° 0 0 O 0 O
Bago 0O 00O ® 0 °®0 0 * 0 O 0O 0 * =
Bexiga 0O 00O OO ®®®°® *® 0 ° 0 0 ° 0 O
Bochecha 0O 00O0OOOOZ® oO0O0 O O O O 0 O
Cornetos O 00O ® 0O0O0OO O O O * * °* 0 O
Encéfalo O ® ®* 0 °® 000 ®* * 0 °* 0 ° 0 O
Figado ® 00 0O OO ® ® & ° ¢ (g o o o
Focinho 0O 00O0OOOOO O ® 0 ° 0 0 0 0 O
Int. delgado o o o * o ®* o0 o o o °* O O °* 0 O
Int. grossod 0 o0 0 0 * 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O
Lingua 0O 00O0OOOOO OO O O O O O * o
Linfonodo OO0 ® 0 °® °®0°® 0O0 °® 0O O O o °*
Rete mirabile o * * * o ® o0 0o ® 0 0O O °* ¢ °* o
Rim e o o . . e o o . . . . . 0 °
Riimen 0O 000DOOOO OO O O O O O *° o
Tonsila 0 00O ®00O0OO0OO O O O 0 * o

o

dNao examinado, "examinado, Cintestino delgado, dintestino grosso.

que foram fornecidos pelo Dr. Donal O'Toole® . Para extracao do DNA
viral foram seccionados pequenos fragmentos (cerca de 25 mg) de
varios tecidos emblocados em parafina, prefixados em formol nao-
tamponado a 10%. As secc¢oes foram colocadas em microtubos de 2
ml, desparafinadas com 1200 ul de xilol por 15 min a 55° C, lavadas
com etanol e secadas a vacuo, em temperatura ambiente. As
amostras dessecadas foram suspensas em tampao de digestao (100
mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH 8, 25 mM EDTA e 0,5% SDS) com 0,5
mg/ml de proteinase K e incubadas a 55° C por 24 horas. O DNA foi
purificado pelo método padrao de extracao fenol/cloroformio e
precipitacao com etanol (Maniatis et al. 1982). A concentracgao de
DNA extraido foi checado em gel de agarose a 0,8%. Para amplificagao
do DNA de OvHV-2 utilizou-se um kit comercial Tag PCR Mix
(QIAGEN)7, contendo 2 unidades de Taq DNA Polimerase, 100 uM
de cada dNTP, 0,25 uM de ambos primers e cerca de 0,2 ug de
DNA extraido. Para PCR primaria foram utilizados os primers
556 (5’-AGTCTGGGTATATGAATCCAGATGGCTCTC-3’) e 755 (5’-
AAGATAAGCACCAGTTATGCATCTGATAAA-3’). A reagao seguiu 35 ciclos
de 5 minutos a 94° C seguidos de 30 segundos a 94° C, 30 segundos
a55°(C, 45 segundos a 72° C; seguidos de 7 minutos a 72° C e repouso
a 4° C. Para PCR secundaria utilizou-se a mesma solu¢ao de reacao,
porém com 1 ul do produto da PCR primaria ao invés do DNA extraido;
utilizaram-se os primers 556 e 555 (5-TTCTGGGGTAGTGGCGAGCGAA
GGCTTC-3’). Areacao seguiu 35 ciclos de 5 minutos a 94° C e entao 30
segundos a 94° C, 30 segundos a 58° C, 45 segundos a 72° C; seguidos
de 7 minutos a 72° C e repouso a 4° C. Um total de 10 ul de cada
produto do PCR foi avaliado em gel de agarose a 2%.

RESULTADOS

Epidemiologia

As duas propriedades rurais (A e B) onde ocorreram os sur-
tos de FCM sao localizadas no municipio de Santiago, Rio Gran-
de do Sul. Na Propriedade A, os primeiros casos ocorreram no
inicio de novembro de 2001 e os tltimos em fevereiro de 2002.
Nessa propriedade havia ocorrido um surto de FCM em bovinos

¢ Donal O'Toole, MVB, PhD, University of Wyoming, Wyoming State
Veterinary Laboratory, 1174 Snowy Range Road, Laramie, WY 82070,
Estados Unidos.

7 QiAamp, Qiagen, Inc., Valencia, CA, Estados Unidos.

Quadro 3. Dados dos 11 bovinos necropsiados nas duas propriedades de
Santiago, RS, onde ocorreram os surtos de febre catarral maligna em 2001-2003

Numero Protocolo Data da  Propriedade Idade Raca Tipo de Evolucao da

necropsia  de origem  (anos) morte doenga (dias)
012 Vn-295-01 23.11.01 A 4 TxCP Eutanasia® 5
02 Vn-296-01 23.11.01 A 4 TxC Eutanasia 5
03 Vn-305-01 29.11.01 A 4 TxC Espontanea 4
04 Vn-321-01 18.12.01 A 5 TxC Eutanasia 5
05 Vn-330-01 21.12.01 A 3 TxC Eutanasia 8
06  Vn-016-02 21.01.02 A 10 Charolés  Eutanasia 4
07 Vn-026-02 01.02.02 A 5 NxCd Espontdnea 3
08 Vn-029-02 02.02.02 A 4 TxC Eutanasia 2
09 V-75-02 23.02.02 A 4 TxC Espontanea 2
10 V-012-03 07.01.03 B 3 SRD® Espontanea 3
11 Vn-032-03 31.01.03 B 4 SRD Eutanasia 4

2 Nove bovinos eram fémeas e um (Bov.10) era macho, beruza Tabapua com Charolés, ‘todos os

bovinos foram sacrificados in extremis, 9
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cruza Nelore com Charolés, ®sem raca definida.
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no verao de 1994/95 quando 29 de 470 vacas foram afetadas e
morreram (Barros 1994). Os bovinos afetados em 1994/5 e em
2001/02 estavam em pastagens onde havia ovinos consorciados
com os bovinos. Em 2001/02, havia numa invernada de 200
hectares, 170 vacas adultas jovens, cruzas de ragas zebuinas
com charolés. O proprietario informou que, pelo menos, quatro
ovelhas estiveram junto com as vacas nessa invernada e que
essas ovelhas haviam parido no inverno anterior (aprox. 4-5 meses
antes do inicio do surto de 2001/2). A idade das 170 vacas vari-
ava de 3-5 anos, com predominancia de vacas de 4 anos. Apenas
uma vaca mais velha (10 anos) fazia parte desse lote. Segundo
informacoes do proprietario, das 170 vacas 18 adoeceram
(morbidade de 10,59%) e 15 morreram (letalidade de 83,33%).
Nove foram necropsiadas (Quadro 3).

Na Propriedade B, os casos de FCM ocorreram em janeiro e
fevereiro de 2003. De um total de 500 bovinos com 3-4 anos de
idade, 12 adoeceram (morbidade de 2,4%) e morreram (letalidade
de 100%). Desses 12 bovinos, dois foram necropsiados (Quadro
3). Na Propriedade B, os bovinos estiveram em contato com
borregas na mesma invernada durante os 60 dias que precede-
ram o inicio do surto. Nao houve contato com ovelhas em pari¢cao
nessa propriedade. Nos dois estabelecimentos rurais, a doenca
apresentou um curso clinico agudo a subagudo. Desde a primei-
ra observacao dos sinais clinicos até a morte espontanea ou por
eutanasia in extremis, a evolucao da doenga variou de 2 a 8 dias.

Sinais clinicos

Os principais sinais clinicos estao resumidos no Quadro 4.
Foram computados somente os sinais clinicos observados nos
animais que foram necropsiados. Em geral, os sinais iniciavam
com apatia, leve corrimento nasal, corrimento ocular seroso
(Fig. 1) e febre. O agravamento desses sinais era rapido e compli-
cado por sinais neurolégicos e diarréia, culminando, na grande
maioria dos casos, em morte. Observou-se febre em todos os

Quadro 4. Sinais clinicos em 11 bovinos afetados por
febre catarral maligna nos surtos espontaneos ocorridos
emSantiago, RS, 2001-2003

Bovino
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Sinal clinico

Febre @ epnabna na e ¢ ¢ na na -
Corrimento nasal e o o . e o e o e LI
Distrbios nervosos ¢ ¢ e 0¢ o0 ° o o e LI
Corrimento ocular e 0o . * ¢ 0 0 O * o
Opacidade da cornea * o o o °* °* o0 °* o o
Diarréia o 0o o . * 0o o0 o0 o e
Sialorréia o 0 o . * 0 0 ° o o o
Erosoes e corrimento o o0 o o o °® 0o ° o0 o0 O
vulvar

Hematftria o 0o o o * 0 o0 o * o o

apresente, Pnao avaliado, Causente.

Fig.1. Corrimento ocular seroso em caso espontaneo de febre catarral
maligna (Bovino 4).

Fig. 2. Corrimento nasal mucopurulento nas narinas de caso esponta-
neo de febre catarral maligna (Bovino 4).

Fig. 3. Opacidade da cornea em caso espontaneo de febre catarral
maligna (Bovino 6).

Pesq. Vet. Bras. 24(2):93-106, abr./jun. 2004



98 Shana L. Garmatz et al.

bovinos em que a temperatura corporal foi aferida (6/6) com
temperaturas corporais variando entre 40,5 e 41,5°C. Corrimen-
to nasal seroso que evoluia para mucoso ou mucopurulento foi
observado em todos os bovinos afetados (Fig. 2). Lesoes ocula-
res, caracteristicas da forma “cabe¢a-e-olho”, foram observadas
freqiientemente (6/11) e consistiam predominantemente de opa-
cidade de cornea (Fig. 3) hiperemia das conjuntivas e esclera. Os
bovinos com intensa opacidade de cérnea estavam cegos.
Hipopion ou hifema foi observado em dois bovinos (Bov. 7 e 11).

Uma manifestacao clinica quase constante nos dois surtos
(9/11) consistiu de distirbios nervosos que variavam de intensi-
dade de acordo com o estagio da doenca. Consistiam desde
apatia, leve incoordenacao ou ataxia acentuada, hipermetria,
opistotono, tremores e freqiientes episddios convulsivos. Trés
bovinos (Bov. 2, 7 e 8) apresentaram agressividade. Os Bovinos
1, 3 e 6 apresentaram dispnéia e estertor em conseqiiéncia da
obstrugao das vias respiratorias superiores.

Na fase final da doenga, as fezes tornavam-se pastosas e diar-
réia profusa ocorreu em 4 dos 11 bovinos examinados. Trés
bovinos apresentaram intensa salivacao, em conseqiiéncia das
lesoes erosivo-ulcerativas na mucosa oral. Qutros sinais menos
frequientes incluiram hematdria (2/11), corrimento vulvar
mucopurulento acompanhada de erosoes, ulceracoes e miiase
na mucosa (2/11), crostas e erosoes na pele da regiao do lombo
e flanco, desidratacao, inapeténcia e caquexia (1/11).

Achados de necropsia

Os principais achados de necropsia incluiam lesoes nos tra-
tos digestivo, respiratorio superior e urinario. Além disso, as
alteragoes oculares observadas clinicamente foram confirma-
das na necropsia. Erosoes e ulceragcoes ocorreram na mucosa
da cavidade oral de trés dos nove bovinos. As lesoes erosivo-
ulcerativas da cavidade oral incluiam almofada dental, lingua e
gengiva ocasionando, por vezes, grandes areas de desprendi-
mento do epitélio. Na mucosa das bochechas havia erosoes e
necrose das papilas sensitivas em trés dos 9 bovinos. Erosoes e
tlceras foram observadas na mucosa do abomaso de sete bovi-
nos e na mucosa intestinal de quatro.

No trato respiratorio superior as lesoes incluiam hiperemia e
exsudato catarral nas fossas nasais, ocasionalmente acompanha-
dos de petéquias, erosoes e tlceras da mucosa das narinas.
Hiperemia, erosoes ou ulceracoes de até 1 cm de diametro
recobertas por placas diftéricas ou exsudato purulento estavam
presentes nos cornetos nasais de seis bovinos. Havia tampoes de
exsudato catarral ou fibrinopurulento na luz da traquéia,
bronquios e por¢ao inicial dos bronquiolos de dois bovinos (Bov.
2 e 5) ou petéquias e vibices na mucosa da traquéia e bronquios
de outros dois (Bov. 7 e 8).

Nefrite intersticial, representada por multiplos focos palidos
na superficie natural e de corte (Fig. 4), foi observada na maioria
dos bovinos (7/9). Esses focos palidos localizavam-se predomi-
nantemente no cortex renal, eram branco-amarelados, com 2 a
4 mm de diametro e ocasionalmente apresentavam um pequeno
orificio central, correspondente a uma artéria de pequeno cali-
bre. Na bexiga as lesoes também foram freqiientes (7/9) e carac-
terizadas por edema acentuado da parede, petéquias e equimoses
na mucosa.
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Os linfonodos mesentéricos estavam ocasionalmente aumen-
tados de volume e ao corte tinham a superficie irregular,
edematosa ou hemorragica (Bov. 4-8). Na superficie de corte dos
linfonodos retrofaringeos, prescapulares e iliacos do Bovino 11
observavam-se proliferagcoes nodulares claras de 2 a 4 mm de
diametro concentradas na regiao medular (hiperplasia linféide).
As leptomeninges estavam difusamente hiperémicas nos Bovi-
nos 2, 5 e 8. Lesoes infreqiientes incluiram erosoes lineares na
mucosa do esdfago e corrimento uterino catarral com ulcera-
cao focal na vulva (Bov. 6 e 8).

Achados histolagicos

Na histologia, observaram-se infiltrados inflamatoérios
mononucleares perivasculares, necrose do epitélio de revesti-
mento e, especialmente, vasculite fibrindide em maltiplos or-
gaos e tecidos. A intensidade das lesoes vasculares variou desde
minimo infiltrado linfocitico na adventicia até extenso compro-
metimento transmural. Essas lesoes eram comumente observa-
das em artérias e arteriolas dos rins, bexiga, cornetos nasais,
encéfalo e rete mirabile carotidea (Fig. 5). Consistiam de infiltrado
inflamato6rio mononuclear na parede, predominantemente na
adventicia, estendendo-se para os espac¢os perivasculares.
Necrose fibrindide focal ou segmentar era ocasionalmente ob-
servada na tnica média das artérias de médio e pequeno calibre
do rim (Fig. 6). Ocasionalmente observava-se oblitera¢ao da luz
vascular devido ao intenso infiltrado inflamatorio transmural,
com tumefacgao e hiperplasia de células endoteliais e miocitos e
infiltrado inflamatorio na intima.

As células inflamatorias eram compostas predominantemen-
te por linfocitos, e outras células mononucleares indistintas, com
moderado pleomorfismo, niicleos vesiculares ou moderadamente
corados. Ocasionalmente eram observados plasmocitos e
macrofagos, e, raramente, neutroéfilos. No intersticio, essas célu-
las formavam actimulos de intensidade variada, geralmente pro-
Ximos a vasos.

As lesoes oculares incluiram vasculite, edema, hemorragia,
ceratite, uveite e conjuntivite. A cornea estava espessada com
separacao das fibras estromais por edema e leve infiltrado
mononuclear e neutrofilico. Em alguns casos havia ulceracao
do epitélio, tumefagao das células epiteliais remanescentes e
neovascularizagao. Intensa congestao e hemorragia eram
freqiientemente observadas no corpo ciliar e iris. Hemorragia
na camara anterior foi observada em um bovino. As lesoes infla-
matorias mais acentuadas com vasculite necrosante concentra-
vam-se no limbo, esclera, episclera, conjuntiva bulbar e iris. Os
vasos da retina e corpo ciliar eram menos afetados. Nos casos
mais graves observava-se vasculite circunjacente ao nervo 6ptico,
corpo ciliar, limbo e ocasionalmente na esclera, cornea e
conjuntiva. Linfocitos, macrofagos, neutrofilos e alguns
plasmocitos infiltravam difusamente o intersticio. Em um bovi-
no a camara anterior esta repleta por placa de material fibrilar
protéico com poucas células mononucleares e neutrofilos
(hipopion fibrinoso).

As lesoes epiteliais incluiram necrose com erosao e/ou ulcera-
¢ao, acompanhadas de infiltrado inflamatério mononuclear se-
melhante ao infiltrado observado nos vasos. Eram invariavelmen-
te acompanhadas de vasculite leve a moderada nas camadas
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Fig. 4. Caso espontaneo de febre catarral maligna (Bovino 1). Na
superficie de corte do rim ha multiplos nédulos brancos de alguns
milimetros de diametro distribuidos pela cortical. No centro de
alguns desses pequenos nodulos pode-se perceber um orificio.
Esses nodulos representam actimulos de células inflamatorias
mononucleares ao redor de pequenas artérias (ver Fig. 6).

Fig. 6. Febre catarral maligna. Aspecto histologico das lesoes renais
(Bovino 1). Ha necrose fibrin6ide acentuada e moderado infiltrado
mononuclear da tinica média de artéria de pequeno calibre e
extenso infiltrado mononuclear na adventicia e tecido renal
perivascular. HE, obj. 20.

subjacentes. Ocorriam ao longo do trato gastrintestinal, respira-
torio superior e bexiga. Na mucosa oral, especialmente na boche-
cha e labios, havia erosoes e tlceras, e a submucosa subjacente
estava infiltrada por células inflamatorias predominantemente
mononucleares. No trato gastrintestinal as lesoes erosivo-
ulcerativas estavam presentes no abomaso e intestino delgado.
Ocasionalmente havia hemorragia e edema na submucosa com
infiltrado difuso intersticial e vasculite na lamina prépria e
submucosa. Nos cornetos nasais as lesoes variaram desde leve
congestao e hemorragia até acentuadas ulceracoes acompanha-
das de infiltrado difuso na submucosa. Em dois bovinos (Bov. 4 e

Fig. 5. Febre catarral maligna em bovinos. Aspecto histologico das
lesoes vasculares na rete mirabile carotidea. Acentuado infiltrado
inflamatério mononuclear na parede de artéria da rete mirabile
(Bovino 4). Embora as células inflamatérias afetem predominan-
temente a adventicia, o infiltrado estende-se também para a
tnica média. HE, obj. 20.

Fig. 7. Febre catarral maligna (Bovino 1). Aspecto histologico do cortex
e meninges do cerebelo. As leptomeninges estao infiltradas por
células mononucleares. Em uma artéria de pequeno calibre e uma
arteriola meningeas localizadas na porgao inferior e ao centro da
ilustracao, a tinica média tem aspecto fibrinoide e esta moderada-
mente infiltrada por células inflamatérias mononucleares; a ad-
venticia desses vasos esta acentuadamente infiltrada pelo mesmo
tipo de células inflamatérias. HE, obj. 20.

11) as arteriolas da submucosa estavam intensamente afetadas,
com actimulo de restos celulares e material eosinofilico fibrin6ide
e infiltrado inflamatério na adventicia e média. Na bexiga havia
erosoes e ulceracao do epitélio. Na lamina propria e submucosa
havia intensa hemorragia e infiltrado inflamat6rio mononuclear.
Frequientemente observava-se edema acentuado na submucosa e
muscular superficial, com vasculite fibrin6ide acentuada.
Aintensidade das lesoes no sistema nervoso central (SNC)
variava de acordo com a regiao anatomica afetada. As lesoes
mais proeminentes eram encontradas nos vasos da leptomeninge
e espacos de Virchow-Robin. Consistente infiltrado perivascular
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e vasculite foram observados nas meninges cerebelares (Fig.7 )
acompanhadas de lesoes semelhantes, porém menos acentua-
das no parénquima, especialmente na substancia branca. Os
vasos mais afetados apresentavam 4 a 6 camadas de células in-
flamatorias a partir da adventicia.

As lesoes nos linfonodos consistiam de congestao, hemorra-
gia, edema e vasculite necrosante, ocasionalmente acompanha-
da de deplecao linfoide. Os seios e cordoes medulares estavam
ocasionalmente expandidos por macroéfagos e linfocitos.
Hiperplasia de células linfociticas e reticuloendoteliais foi rara-
mente observada.

Transmissao experimental

Quatro dos cinco bovinos inoculados manifestaram sinais
clinicos compativeis com FCM ap6s periodo de incubagao que
variou de 15 a 27 dias. Trés desses quatro bovinos morreram
espontaneamente e um foi sacrificado in extremis. A evolugao do
quadro clinico nesses quatro animais foi de 3 dias a 8 semanas.
O quinto bovino (E5) mostrou sinais clinicos leves, recuperou-se

e foi submetido a eutanasia 14 semanas ap0s a inoculagao (Qua-
dro 5).

Dois dos bezerros com FCM transmitida experimentalmente
(E1 e E2) mostraram sinais clinicos de disttrbios nervosos. O
Bovino E1 manifestou incoordenagao, agressividade e convul-
soes que se repetiam com maior freqiiéncia apos estimulo e
ocasionais quedas seguidas de movimentos de pedalagem e tre-
mores musculares intermitentes. Trés dias ap6s o inicio dos si-
nais clinicos, esse bezerro nao conseguia levantar, apresentava
movimentos de pedalagem (Fig. 8) e opist6otono (Fig. 9). O Bovi-
no E2 mostrou os mesmos sinais que E1, com exce¢ao de
agressividade e com adicao de pressao da cabeca contra obje-
tos, ranger de dentes e nistagmo. No estagio terminal permane-
cia em dectibito lateral.

Quatro dos cinco bovinos dos experimentos de transmissao
de FCM apresentaram alteracoes de necropsia compativeis com
FCM. Nao foram observadas alteracoes macroscopicas na
necropsia do Bovino E5. Na pele do Bovino E2 havia erosoes na
regiao periocular e os pélos da regiao infraorbital estavam co-

Quadro 5. Periodo de incubagao, evolugao clinica, tipo de morte e principais achados clinicos nos cinco
bovinos experimentais inoculados com 500 ml de sangue colhido de bovino clinicamente afetado por febre
catarral maligna

Observagao Bovino
El E2 E3 E4 E5
Periodo de incubagao 27 dias 15 dias 15 dias 17 dias 20 dias
Curso clinico 3 dias 4 dias 10 dias 8 semanas 6 semanas
Desenlace Eutanasia® Morte espontanea Morte espontanea Morte espontanea Eutanasia®
Sinais clinicos Corrimento Corrimento Apatia Corrimento ocular  Corrimento
nasal e ocular nasal e ocular Corrimento Diarréia nasal e ocular

2 Eutanasia in extremis.

Opacidade de cornea
Dispnéia

Salivagao

Febre (41°C-41,5°C)
Distarbios nervosos

Febre (41°C-41,5°C)
Disttirbios nervosos

nasal e ocular
Opacidade de cornea
Hifema
Linfadenopatia
Diarréia

Febre (41,5 °C)

b Eutanasia 14 semanas ap6s a inoculacdo e cerca de 8 semanas apds a recuperagao.

Fig. 8. Sinais clinicos de distirbios nervosos nos casos experimentais
de febre catarral maligna. Bovino E1 mostrando convulsoes nas
fases terminais da doenga.
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Fezes pastosas
a diarréicas
Perda de peso

Fig. 9. Sinais clinicos de distiirbios nervosos nos casos experimentais
de febre catarral maligna. Bovino E1 em opist6tono.



Febre catarral maligna em bovinos: transmissao experimental para bovinos e caracterizacao do agente etiol6gico 101

bertos por exsudato ressecado. Opacidade da cornea foi obser-
vada nos Bovino E1 e E3. Hiperemia da conjuntiva ocorreu no
Bovino E3. Os linfonodos prescapulares (Bov. E2 e E3), faringeos,
mesentéricos e iliacos (Bov. E3) estavam aumentados de volume
(Bov. E2 e E3) e firmes (Bov. E3), com nddulos brancos de 2 a3
mm de didmetro tanto na cortical como na medular (Bov. E2 e
E3). Discretas erosoes recobertas por fibrina foram observadas
nos cornetos nasais do Bovino E1. No Bovino E2, os cornetos
nasais estavam avermelhados e havia exsudato mucoso na cavi-
dade nasal. Discretas erosoes na superficie distal da lingua e de
outras regioes da cavidade oral foram observadas no Bovino E4.
As alteragoes na mucosa do esofago foram vistas em trés bovi-
nos (E2-E4) e consistiam de erosoes ou ulceragoes. Ulceracoes e
erosoes também foram observadas na mucosa do riimen do
Bovino E4 e no abomaso do Bovino E1. A mucosa do célon do
Bovino E3 estava avermelhada e havia erosoes e ulceragcoes na
mucosa de toda a extensao intestinal do Bovino E4. Nodulos
branco-amarelados, multifocais, de 2 a 5 mm de diametro distri-
buiam-se no cortex renal do Bovino 1 e petéquias foram obser-
vadas na mucosa da bexiga do Bovino E2.

Alteracoes histologicas compativeis com FCM, semelhantes
aos casos naturais da doenca, foram encontradas em trés bovi-
nos inoculados (E1-E3). A primeira passagem do virus produziu
as lesoes histologicas mais acentuadas, caracterizadas por
vasculite, inflamacao intersticial e necrose epitelial.

As lesoes vasculares no SNC eram semelhantes as observadas
nos casos naturais e foram mais acentuadas nos Bovinos E1 e E2
e eram mais proeminentes nos vasos da meninge do cerebelo.

Infiltrados perivasculares e meningeos eram também observa-
dos em varios locais do SNC e rete mirabile carotidea desses dois
bovinos. A intensidade e distribuicao das lesoes vasculares no
SNC em comparagao aos sinais clinicos de distrbios nervosos
aparecem no Quadro 6. Lesoes vasculares foram observadas
ainda nas arteriolas renais (Bov. E1 e E5), no plexo pampiniforme
(Bov. E2) e no globo ocular e tecidos perioculares (Bov. E2). No
cortex renal havia extensos actimulos intersticiais de células in-
flamatorias ao redor dos vasos de maior calibre e estendendo-se
para os espacos perivasculares. O infiltrado era discreto ao re-
dor de glomérulos. As lesoes oculares consistiram de infiltrado
inflamatorio moderado focalmente extenso de células
mononucleares no estroma da cérnea e no processo ciliar; as
células inflamatorias ocasionalmente circundavam ou infiltravam
a adventicia de vasos do processo ciliar. Lesoes vasculares carac-
teristicas de FCM nao foram observadas em nenhum dos tecidos
examinados do Bovino E4.

Os focos esbranquicados vistos macroscopicamente nos
linfonodos dos Bovinos E2 e E3 correspondiam a nédulos de
hiperplasia linfocitica. Areas hemorragicas e proliferacao
multifocal de macréfagos e linfocitos foram observadas no Bovi-
no E2. Ao contrario da hiperplasia linféide caracteristica da FCM,
observou-se deple¢ao nos linfonodos e bago do Bovino E4. No
Bovino E2 acimulos multifocais de células inflamatorias ocorre-
ram na lamina propria dos cornetos nasais e havia moderada a
acentuada necrose fibrindide na parede dos vasos da lamina
propria, com leve a moderado infiltrado inflamatério na adven-
ticia. O epitélio dos cornetos do Bovino E1 estava ulcerado, com

Quadro 6. Correlagao dos sinais clinicos de distiirbios nervosos com a
localizagao e intensidade das lesoes vasculares no sistema nervoso central
(SNC) e rete mirabile carotidea em dois bovinos experimentais inoculados
com 500 ml de sangue colhido de bovino clinicamente afetado por febre
catarral maligna

Bovino  Distlirbio nervoso

Localizagao das lesoes no SNC?

2 3 4 5 6 Rete
mirabile

E1l Agressividade
Convulsoes
Incoordenagao
Opistotono (+)P  (+)
Pedalagem
Quedas
Tremores musculares

E2 Bruxismo
Convulsoes
Incoordenacgao
Nistagmo
Opistétono - -
Pedalagem
Quedas
Pressao da cabeca
Tremores musculares

+++ B+ (D (B (D ()

+++ (B (B (B ()

30s nameros correspondem as seguintes regioes do SNC: 0, medula cervical; 1, secao do bulbo na
altura do obex; 2, cerebelo; 3, ponte com pedinculos cerebelares; 4, mesencéfalo na altura dos
coliculos rostrais; 5, secao através do diencéfalo na altura da massa intermédia; e 6, secao através

do joelho do corpo caloso e dos niicleos basais.

b(+)Les€1o discreta, (+)+ discreta a moderada, ++ moderada, +++ acentuada, - ausente.
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Quadro 7. Resultado da técnica de reagao em cadeia de polimerase (PCR) realizada
em amostras de tecido de 16 bovinos. Os bovinos de 1 a 11 sao casos espontdneos de
febre catarral maligna. Cinco bovinos (E1-E5) sao os animais usados no estudo de
transmissao experimental

Orgao Bovino Tecidos Porcentagem
positivos/tecidos de positivos
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 E1 E2 E3 E4 E5 examinados
Abomaso 0* o0 o o0 o o o - 0 o o0 o 0o o o0 o 0/1 0
Adrenal o o o o o o o +“o0o o - 0o o o O O 1/2 50
Baco o o o o - o + o o - o o o O - - 1/5 20
Bexiga o o o o o o - - 4+ o - o O - o0 O 1/5 20
Bochecha o o o o o o o - o o o O O O O O 0/1 0
Cornetos o o o - o o o o O o o + + - o0 o 2/4 50
Encéfalo o + - o - o o o - 4+ o 4+ o + o o 4/7 57
Figado - o o o o o o - - + - + o - - - 2/9 22
Focinho o 0 0o o 0o 0O 0O 0O - 0 - 0 0 0 0 O 0/2 0
Int. delgadkoo o o - o - o o o o - o O - 0 O 0/4 0
Int. grosso o o o o - o O O O O O O O O O O 0/1 0
Lingua O o O O O O O O O OO O O O - o© 0/1 0
Linfonodko o o - o - + o + o o - o o o o - 26 33
Retemirab o - - - o - o o - o o o + - - o 1/8 12,5
Rim o - + - 4+ o - o - - 4+ 4+ - o - 4/12 33
Ramen O O 0O 0O 0O O O O O OO O O O - o0 0/1 0
Tonsila O o o O - 0 O O O O O O O O - o 0/2 0

aNao examinado, Pnegativo para OvHV-2, “positivo para OvHV-2, dRete mirabile carotidea.

infiltrado mononuclear inflamatério moderado difuso na
submucosa.

Havia erosao do epitélio de revestimento da bochecha do
Bovino E1 com infiltrado difuso e acentuado de células inflama-
torias mononucleares na submucosa superficial. Lesoes erosivo-
ulcerativas associadas a infiltrado mononuclear da submucosa
eram observadas na mucosa oral e lingua, es6fago e rimen (Bov.
E4) e mucosa esofagiana do Bovino E3. Leve infiltrado
mononuclear foi observado nos espacos-porta do figado dos
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Bovinos E1 e E5. No intestino havia leve infiltrado intersticial e
vasculite na submucosa e muscular (Bov. E2).

Infiltrado mononuclear foi observado no intersticio da tireide
(Bov. E1). Na bexiga do Bovino E2 havia ulceragao multifocal do
epitélio de transicao com infiltrado mononuclear na lamina pro-
pria subjacente; infiltrado minimo de células mononucleares ocor-
ria na parede dos vasos da lamina propria e submucosa associado
a edema na muscular da mucosa e submucosa.

Fragmentos de tonsila do Bovino E4 resultaram negativos
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Fig. 10. Reacao em cadeia de polimerase (PCR). Eletroforese em gel de agarose dos produtos da PCR nested mostrando fragmentos amplifi-

cados de 228 pares de bases (pb).

(A) Casos espontaneos. Linha 1: tamanho molecular padrao (pb).
Linha 2: amostra de adrenal (Bov. 8). Linha 3: amostra de linfonodo
(Bov. 8) Linha 4: amostra de bago (Bov. 7). Linha 5: amostra de rim
(Bov. 6). Linha 6: amostra de linfonodo (Bov. 6). Linha 7: amostra
de bexiga (Bov. 9). Linha 8: amostra de cerebelo (Bov. 2).
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(B) Casos experimentais. Linha 1: tamanho molecular padrao
(pb). Linha 2: amostra de rim (Bov. E1). Linha 3: amostra de figado
(Bov. E1). Linha 4: amostra de figado (Bov. E5). Linha 5: amostra
de rim (Bov. E2). Linhas 6-8: amostras de riimen, figado e tonsila,
respectivamente (Bov. E4).
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para o virus da diarréia viral bovina na técnica de imunoisto-
quimica.

Reagao em cadeia de polimerase (PCR)

Dos 14 bovinos inicialmente diagnosticados com FCM pelo
critério clinicopatologico, 10 (71,42%) foram positivos para OvHV-
2 na técnica de PCR nested (Quadro 7, Fig.10). Todos os casos
positivos na PCR foram compativeis com o diagndstico
histolégico positivo. Seis bovinos positivos na histologia resulta-
ram negativos na PCR; dois bovinos (E4 e E5) foram negativos
em ambos os testes. Sete casos espontaneos foram positivos em
um ou dois tecidos. Em relacao aos casos experimentais, foram
positivas todas as amostras de tecidos examinadas dos Bovinos
E1 e E2 e uma amostra de tecido do Bovino E3.

Do total de 71 amostras de tecidos examinadas pela técnica
de PCR, 18 foram positivas para OvHV-2. Dessas, 16 (incluindo
encéfalo, rim, linfonodo, adrenal, bexiga, corneto nasal, figado
e rete mirabile carotidea) tinham lesao histologica leve ou acentu-
ada compativel com FCM e duas (bago e linfonodo) eram de
tecidos sem alteragoes histoldgicas.

DISCUSSAO

Os sinais clinicos, os achados de necropsia e a histopatologia
observados nos 11 bovinos dos surtos ocorridos nas Proprie-
dades A e B, sao consistentes com os relatos anteriores da FCM
em bovinos (Pierson et al. 1973, Selman et al. 1974, Liggitt et
al. 1978, Ligitt et al. 1980a,b, Otter et al. 2002). Adicionalmen-
te, o diagnostico de FCM foi confirmado pela reproducao ex-
perimental da doenga (Propriedade A) e pela determinacao
genodmica de OvHV-2 nos tecidos dos bovinos afetados (Propri-
edades A e B). Varios surtos epizodticos ou a ocorréncia espo-
radica de FCM em bovinos haviam sido relatados até entao no
Brasil (Torres 1924, Dobereiner & Tokarnia 1959, Sampaio et
al. 1972, Oliveira et al. 1978, Barros et al. 1983, Marques et al.
1986, Riet-Correa et al. 1988, Figueiredo et al. 1990, Baptista &
Guidi 1998, Silva et al. 2001), mas os diagnésticos foram feitos
com base nos sinais clinicos, nas alteracoes de necropsia e na
histopatologia. Desse modo, até onde sabemos, este relato in-
clui pela primeira vez epizootias de FCM em bovinos em nosso
pais em que a transmissao e a técnica de PCR confirmaram
casos que haviam sido diagnosticados pelos sinais clinicos, al-
teracoes de necropsia e histopatologia caracteristicos. A con-
firmacao de FCM através de ensaio de PCR realizada no sangue
de um veado (Mazama goauzoubira) ja havia sido relatada em
um surto em que sete veados dessa espécie foram afetados em
um zoolo6gico de Cuiaba (Driemeier et al. 2002). Isso sugere
que o virus que circula e produz a doenga no Brasil é OvHV-2.
Tem sido demonstrado que a técnica de PCR para detec¢ao de
segmentos de DNA viral de OvHV-2 é um teste altamente sensi-
vel e especifico para os casos de FCM-OA (Miiller-Doblies et al.
1998, Crawford et al. 1999, Collins et al. 2000). Seqtiéncias do
virus podem ser demonstradas em varios tecidos, especialmen-
te no tecido linfoide (Crawford et al. 1999). O DNA de OvHV-2 é
geralmente detectado nos tecidos com vasculite (Crawford et
al. 1999) ou com infiltrado linfocitico (Collins et al. 2000). Nes-
te estudo nao se observou correlagao entre a positividade para

PCR e a intensidade do infiltrado linfocitico nos diferentes teci-
dos. Tecidos de bovinos dos surtos espontaneos que resulta-
ram negativos no teste de PCR neste estudo eram tecidos re-
emblocados ou emblocados em parafina ap6s fixacao em formol
nao-tamponado por longos periodos. Periodos de fixacao su-
periores a 45 dias produzem resultados negativos ou fraco
positivos (Crawford et al. 1999). Isso poderia explicar os casos
de discordancia entre os achados histopatologicos considera-
dos patognomicos (Barker et al. 1993) encontrados nos bovi-
nos deste estudo e os resultados da PCR. Um exemplo disso é
que o Bovino 5 que foi doador do sangue para os experimen-
tos, tinha lesoes caracteristicas de FCM, mas a presen¢a do
DNA viral de OvHV-2 nao foi detectada em seus tecidos pela
PCR. Mesmo assim, trés dos bezerros que receberam o sangue
propagado a partir do sangue do Bovino 5, desenvolveram
FCM e tiveram a presenc¢a de OvVHV-2 em seus tecidos confirma-
da por PCR.

A FCM-0A ocorre geralmente na forma esporadica afetando
um tnico bovino por rebanho (Riet-Correa et al. 1988, Barker et
al. 1993, Smith 2002), embora existam relatos de surtos com
multiplos casos (Torres 1924, Dobereiner & Tokarnia 1959,
Pierson et al. 1973, Barros et al. 1983, Marques et al. 1986,
Hamilton 1990, Collery & Foley 1996, Silva et al. 2001, Otter et
al. 2002, Dabak & Bulut 2003). Nos surtos descritos neste estudo
nas propriedades A e B, a FCM ocorreu em surtos epizo6ticos
com taxas de morbidade respectivamente de 10,59% e 2,4% e
taxas de letalidade respectivamente de 83,33% e 100%. O surto
de FCM que ocorreu nos bovinos da Propriedade A em 1994
teve uma morbidade de 6,17% e uma letalidade proxima a 100%.
A recuperagao de trés bovinos afetados na Propriedade A é um
fato interessante. Embora no passado a doenca tenha sido con-
siderada invariavelmente fatal, a ponto de haver reformulagcao
do diagnoéstico de FCM caso o animal se recuperasse (Selman et
al. 1974), sabe-se hoje que casos de recupera¢ao nao sao raros e
que formas cronicas de FCM sao observadas (O'Toole et al. 1995,
O’Toole et al. 1997, Otter et al. 2002). Foi sugerida uma tendén-
cia de os surtos de FCM-OA ocorrerem em bovinos na primavera
everao (Selman et al. 1974). Essa tendéncia foi também verificada
nos dois surtos descritos aqui e no surto observado na Proprie-
dade A em 1994 (Barros 1994).

O periodo de incubacao é longo podendo se estender de 3 a
10 semanas e a duragao do curso clinico da doenca aguda é de
3 a7 dias podendo haver casos hiperagudos de um dia de evolu-
¢ao (Smith 2002). Sob essa 6ptica, nas duas epizootias relatadas
neste estudo, em que a evolugao da doenca foi de 2 a 8 dias, os
casos poderiam ser enquadrados na categoria de curso clinico
agudo ou, no maximo, subagudo. Duragao de curso clinicos
equivalentes para a FCM em bovinos tém sido descritos (Pierson
et al. 1979, Collery & Foley 1996, Otter et al. 2002).

Um ponto a ressaltar na ocorréncia de FCM em bovinos deste
estudo foi a frequiéncia com que ocorreram sinais clinicos de dis-
tarbios nervosos. Dos 11 bovinos examinados clinicamente com
mais detalhe, apenas dois nao demonstraram distrbios neurol6-
gicos marcantes. Esse € um dado importante a ser considerado no
diagnostico diferencial de doengas do SNC em bovinos.

0 modo de disseminagao do virus da FCM-OA é pouco conhe-
cido. Dados epidemiologicos (nem sempre convincentes) suge-
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rem que os ovinos sao os portadores do virus da FCM-OA e que
excretam e transmitem o virus para outras espécies, como, por
exemplo, bovinos (Pierson et al. 1973, Selman et al. 1974, Reid et
al. 1989). E proposto que a transmissao ocorra na época da paricio
das ovelhas a semelhanga do que ocorre na transmissao do AIHV-
1 na FCM-GA (Rossiter 1983). No entanto, a determinagao do DNA
virico por PCR na secre¢ao nasal e nos leucocitos do sangue peri-
férico (LSP) de ovinos (Li et al. 2001b) sugere que cordeiros recém-
nascidos nao sao fontes importantes para a transmissao de OvHV-
2. Nesse estudo, o DNA do virus so foi detectado aos trés meses
(nos LSP) e aos cinco meses na secre¢ao nasal. Além disso, a trans-
missao da doenca por inoculagao de tecidos de ovinos contami-
nados nao foi ainda realizada (Plowright 1990). Ha consideraveis
evidéncias que bovinos com FCM aguda raramente transmitem a
infeccao para outros bovinos (Plowright 1990) e 0 mesmo prova-
velmente seja verdade para o caso de bovinos portadores recupe-
rados (O'Toole et al. 1997), mas ha algumas consideracoes que
podem ser feitas para explicar a manutencao da doenga na Propri-
edade A por quase uma década e o aparecimento da doenga onde
nao existe o contato de bovinos com ovinos (Smith 2002). Bovinos
que se recuperam de FCM permanecem cronicamente afetados e
persistentemente infectados por OvHV-2 (Baxter et al. 1993,
O’Toole et al. 1997). Isso sugere a possibilidade de que esses ani-
mais possam ser fonte da infeccao horizontal ou vertical para
outros membros do rebanho. Por outro lado, a infeccao
transplacentaria de FCM ja foi demonstrada em bovinos (Plowright
etal. 1972, O’'Toole et al. 1997) e bisoes (Schultheiss et al. 1998).
Embora nao se saiba se esses fetos iriam adoecer ou se tornar
portadores, essa poderia ser uma explicagao hipotética para a
manutencao do virus em determinadas propriedades por longos
periodos. Uma indicagao para isso é que num surto de FCM-OA
ocorrido na Gra-Bretanha, bezerros nascidos de vacas afetadas
ou assintomaticas, mas PCR positivas para OvHV-2, desenvolve-
ram FCM varios meses ap6s o nascimento (Otter et al. 2002). Isso
foi interpretado pelos autores como uma predisposicao genética,
mas poder-se-ia argumentar que se tratavam de bezerros nasci-
dos infectados e que algum fator desencadeante (por ex., estresse)
tenha provocado o recrudescimento da doeng¢a como ja foi des-
crito para cervideos (Heuschele et al. 1985) e bovinos (Rweyemamu
etal. 1976, Tham 1997).

Vasculite disseminada, um achado patognoménico da FCM
(Barker et al. 1993, Barnard et al. 1994) caracterizou invariavel-
mente todos os casos espontaneos e experimentais neste estu-
do. A magnitude do infiltrado celular linféide na adventicia teve
relacao direta com a intensidade das lesoes na camada média
dos vasos e essas eram invariavelmente acompanhadas de le-
soes inflamatdrias na adventicia. Achados semelhantes ja havi-
am sido relatados para a FCM de bovinos (Liggitt & DeMartini
1980a). Lesoes de vasculite foram observadas na rete mirabile
carotidea de todos os bovinos que apresentaram quadro clinico
neurologico neste estudo. Esse é um achado importante que
permite a diferenciacao da FCM de outras doengas do sistema
nervoso central e é recomendavel que sempre se colete, junto
com o encéfalo, esse complexo vascular associado ao ganglio
trigeminal e a hipofise.

A patogenia da FCM nao esta completamente esclarecida. A
vasculite caracteristica tem sido interpretada como uma evidén-
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cia de que as lesoes da FCM resultam de um distirbio imunolégico
induzido pelo virus (Liggitt & DeMartini 1980a) e nao da acao
citolitica direta do virus. A lesao epitelial em varios orgaos é
outra caracteristica da doenga e ocorre com infiltracao do
epitélio por linfocitos lembrando hipersensibilidade de contato
e reacao enxerto versus hospedeiro (Liggitt & DeMartini 1980b).
Sugere-se que os eventos principais na patogenia da FCM sao a
infecgao viral e a desregulacao de uma populagao de linfocitos.
A perda da atividade linfocitos supressores facilitaria a prolifera-
cao linfoide observada na doenca, enquanto que a atividade
descontrolada de células NK seria responsavel pela destruicao
tecidual (Barnard et al.1994, Smith 2002).

Foi concluido que dos cinco bezerros inoculados com 500 ml
de sangue de um bovino, apenas trés deles (E1-E3) desenvolveram
a doenca (60%). A conclusao foi baseada principalmente nos acha-
dos histopatoldogicos e na demonstragao de seqiiéncia do DNA
viral de OVHV-2 nesses trés bezerros. Febre e opacidade de cornea
foram os sinais comuns aos trés bezerros experimentais (E1-E3) e
distarbios nervosos ocorreram em dois (E1 e E2). O tempo de
incubacao foi 15 (Bovinos E2 e E3) e 27 dias (Bov. E1). Esse perio-
do de incubagao se aproxima mais do que é descrito para a FCM-
GA do que para a FCM-OA. Periodos de incubagao em casos expe-
rimentais da forma africana tém sido relatados como sendo de 11-
63 dias (Plowright 1968), 14-46 dias e 7-18 dias (Plowright 1990).
Para transmissao experimental da FCM-OA sao relatados periodos
de incubacao de 20-36 dias (Selman et al. 1974), 19-73 dias (Liggitt
et al. 1978) e 15-49 dias (Pierson et al. 1974). Os dados para o
periodo de incubacao da FCM experimental variam com os tipos e
a quantidade de material inoculado e provavelmente com outros
fatores de susceptibilidade desconhecidos (Plowright 1990). E
relatado que para a FCM-GA, o periodo de incubagao é mais longo
do que o da FCM-0A; a duracao do curso clinico seria o inverso
(Pierson et al. 1974). Para os bezerros deste estudo afetados expe-
rimentalmente, o curso clinico durou 4, 3 e 10 dias, respectiva-
mente para os Bovinos E2, E1 e E3. Provavelmente, a doenga foi
mais aguda nos Bovinos E1 e E2 devido aos sinais de distarbios
nervosos. Na transmissao experimental FCM-OA é descrito uma
vez manifestados os sinais clinicos, a morte ou eutanasia in extremnis
ocorria em, no maximo cinco dias (Liggitt et al. 1978). As razoes
pelas quais os Bovinos E4 e E5 foram considerados negativos sao
as que se seguem. Ambos foram negativos na avaliacao por PCR,
embora em nossos casos isso nao tenha sido considerado um
critério definitivo pelas razoes explicadas acima. O Bovino E4 apre-
sentou uma enfermidade caracterizada por corrimento ocular e
diarréia ap6s um periodo de incubacao de 17 dias, o que, clinica-
mente, seria consistente com FCM. No entanto, nao foram encon-
tradas as lesoes histologicas vasculares tipicas de FCM. A suspeita
de diarréia viral bovina nesse caso nao pode ser confirmada pela
imunoistoquimica. O Bovino E5 apresentou uma doenga leve e se
recuperou tendo sido sacrificado 14 semanas apos a inoculagao.
Casos de recuperag¢ao nao sao incomuns na FCM-OA em bovinos
e ha casos de doenga leve seguida de recuperagao completa, recu-
peracao com recrudescimento da doenca e casos cronicos de
FCM (O’Toole et al. 1995, 1997). Embora nao se possa afastar
definitivamente a hipotese de que o Bovino E5 constitui um desses
casos de recuperacao de FCM, isso é pouco provavel porque esse
animal nao apresentou curso clinico compativel com FCM, foi
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negativo no teste de PCR e nao apresentava alteracoes indicativas
de FCM, quer na necropsia, quer no exame histologico.

O diagnostico diferencial de FCM em bovinos inclui outras
doengas a virus como diarréia viral bovina/doen¢a das mucosas,
lingua azul, peste bovina, febre aftosa e estomatite vesicular (Smith
2002). Nao ha tratamento especifico ou vacinas eficazes contra
FCM (Plowright 1990). Alguns relatos sugerem remissao da doen-
¢a apos o uso de corticosterdides (O'Toole et al. 1995), mas casos
de recrudescimento sao também associados ao uso dessas drogas
(Rweyemamu et al. 1976, Tham 1997). Geralmente se recomenda
nao colocar bovinos em contato com ovinos e isolar bovinos afe-
tados de bovinos sadios (Otter et al. 2002). Tratamentos de supor-
te tém sido usados com relativo sucesso em alguns casos (Plowright
1990, O'Toole et al. 1997). Bovinos infectados continuam como
reservatorio do virus por meses apos a infec¢ao e isso deve ser
considerado no controle da doenga.
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