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ABSTRACT.- Silva A.M., Flores E.F., Weiblen R., Botton S.A., Irigoyen L.E, Roehe PM., Brum
M.C.S. & Canto M.C. 1998. [Acute and latent infection in sheep inoculated with bovine
herpesvirus type-5 (BHV-5).] Infec¢ao aguda e latente em ovinos inoculados com o herpesvirus
bovino tipo 5 (BHV-5). Pesquisa Veterindria Brasileira 18(3/4):99-106. Depto Medicina Veterinaria
Preventiva, Universidade Federal de Santa Maria, 97015-900 Santa Maria, RS, Brazil.

Experimental inoculation of lambs with bovine herpesvirus type 5 (BHV-5) reproduced
several aspects of the BHV-5 infection in cattle. Intranasal inoculation was followed by efficient
viral replication and shedding, establishment and reactivation of latency, and even the
development of meningoencephalitis in one animal. Lambs inoculated with the brazilian isolate
EVI-88 showed transient hipertermia, nasal hiperemia and discharge ranging from serous to
muce-purulent. The animals shed virus in nasal secretions in titers up to 107" TCID, /ml
during up to 16 days. One lamb showed clinical signs of encephalitis on day 10 post inoculation
(pi), being euthanized in extremis on day 13. Infectious virus was recovered from several areas
of the brain of this lamb, including anterior and posterior cerebrum, dorso- and ventro-lateral
hemisphere, cerebellum, pons, midbrain and olfactory bulb. Histological changes were
observed in several regions of the brain, most consistently in the anterior cerebrum, ventro-
lateral cortex and midbrain, and consisted mainly of meningitis, perivascular mononuclear
cuffing, focal gliosis, neuronal necrosis and intranuclear inclusions. Four lambs used as sentinels
acquired the infection and shed virus starting at the 2nd day pi during up to 7 days. Lambs
inoculated with the argentinian isolate A663 showed only mild respiratory signs, although
they shed virus for up to 15 days. Administration of dexamethazone to the animals starting at
day 50 pi was followed by reactivation of the latent infection and viral shedding during up to
11 days by 76.9% (10/13) of the inoculated lambs and 100% (3/3) of the sentinels. These results
demonstrate that sheep are susceptible to BHV-5 acute and latent infection and suggest that
natural infections by this virus in sheep may potentially occur. In this sense, a possible role of
this species in the epidemiology of BHV-5 infections awaits further investigation.

INDEX TERMS: Bovine herpesvirus type 5, BHV-5, experimental infection, sheep, latency, encephalitis.

RESUMO.- Infecgdo experimental de ovinos com o herpesvirus
bovino tipo 5 (BHV-5) reproduziu vérios aspectos da infec¢do
pelo BHV-5 em bovinos. Inoculagdo intranasal foi seguida de
extensiva replicacdo viral na cavidade nasal, excre¢io e trans-
missdo do virus a outros animais, estabelecimento e reati-
vacido de laténcia, e o desenvolvimento de meningoencefalite
clinica em um animal. Ovinos inoculados com a amostra brasi-
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leira EVI-88 apresentaram hipertermia transitéria, hiperemia
da mucosa nasal e corrimento nasal de seroso a muco-puru-
lento. Os animais eliminaram virus em secre¢des nasais em
titulos de até 107-''DICC,/ml por até 16 dias. Um cordeiro
apresentou sinais clinicos de encefalite no dia 10 pds-
inoculagio, sendo sacrificado in extremis no inicio do dia 13.
Infectividade foi detectada em vdrias regides do encéfalo des-
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se animal, incluindo os hemisférios anterior e posterior, cortex
dorso- e ventro-lateral, ponte, pedinculo cerebral, cerebelo e
bulbo olfatério. Alteracdes histolégicas foram observadas em
vdrias regides do encéfalo, principalmente no hemisfério an-
terior, cortex ventro-lateral e pedinculos cerebrais, e consis-
tiram de meningite mononuclear, manguitos perivasculares,
gliose focal, necrose e inclusdes intranucleares em neurénios.
Quatro ovinos mantidos como sentinelas adquiriram a infec-
¢do e eliminaram virus a partir do final do segundo dia, até 7
dias. Ovinos inoculados com a amostra argentina A663 apre-
sentaram apenas hiperemia e umidecimento da mucosa na-
sal, embora eliminassem virus nas secrecées nasais por até 15
dias. Tratamento dos animais com dexametasona a partir do
dia 50 pés-inoculagdo provocou reativagdo da infecgdo laten-
te e eliminagdo viral durante até 11 dias por 76,9% (10/13) dos
animais inoculados e por 100% (3/3) dos animais sentinela.
Esses resultados demonstram que ovinos sdo susceptiveis a
infeccdo aguda e latente pelo BHV-5 e sugerem que infec¢des
naturais de ovinos por este virus podem potencialmente ocor-
rer. Ness sentido, uma possivel participagdo da espécie ovina
como reservatdrio natural desse virus deve ser melhor
investigada.

TERMOS DE INDEXACAO: Herpesvirus bovino tipo 5, BHV-5, infec-
¢ao experimental, ovinos, laténcia, encefalite.

INTRODUCAO

O herpesvirus bovino (BHV) associado a meningoencefalite
em bovinos jovens, anteriormente classificado como
herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1), foi recentemente denomi-
nado de herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5) (Roizman 1992).
Os herpesvirus bovinos tipo 1 e 5 sao virus DNA de cadeia
dupla, com envelope, pertencentes a familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus (Roizman
1992). Os virus da subfamilia Alphaherpesvirinae tem como
principal propriedade bioldgica a habilidade de estabelecer
laténcia em neurdnios dos ginglios sensoriais apos a infec-
¢do aguda (Stevens 1994). A capacidade de estabelecer e pos-
teriormente reativar da infec¢do latente desempenha um
papel fundamental na perpetuacdo desses virus na natureza
(Rock 1994). :

A prevaléncia e distribuicdo geografica da infecc¢do pelo
BHV-5 sao pouco conhecidas, em parte devido a sua extensi-
va reagao sorolégica cruzada com o BHV-1 (d’Offay et al. 1995).
Ndo obstante, estudos retrospectivos de imunohistoquimica
e relatos clinicos tém demonstrado a presen¢a da enfermida-
de em varios paises. Casos de meningoencefalite pelo BHV-5
tém sido descritos na Argentina (Carrillo et al. 1983), Austra-
lia (Johnston & McGavin 1962, French 1962), Estados Unidos
(Eugster et al. 1974, d’Offay et al. 1993), Europa (Bartha et al.
1969) e no Brasil (Riet-Correa et al. 1989, Weiblen et al. 1989,
Vidor et al. 1998). Os sinais clinicos da enfermidade incluem
depressao, tremores, bruxismo, nistagmo, andar em circu-
los, flexao do pescogo, incoordenagao, perda do equilibrio,
convul¢oes e movimentos de pedalagem (Johnston & McGavin
1962, Bagust & Clark 1972, Eugster et al. 1974, Carrillo et al.
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1983, Schudel et al. 1986). Mortalidade ocorre em virtual-
mente 100% dos casos (Eugster et al. 1974, Carrillo et al. 1983).

Embora os bovinos sejam considerados os hospedeiros
naturais do BHV-1 e BHV-5, infec¢Oes naturais tem sido evi-
denciadas em outras espécies de ruminantes domésticos e
silvestres. Sorologia positiva ao BHV-5 tem sido detectada
em ovinos (Lindner et al. 1993a,b), enquanto sorologia posi-
tiva e manifestacoes clinicas respiratorias e oculares associa-
das ao BHV-1 tém sido demonstradas em ovinos, caprinos e
outros ruminantes (Mohanty et al. 1972, Taylor et al. 1977,
Tolari et al. 1990, Rosadio et al. 1993). Esses estudos indicam
que os bovinos ndo sao os Gnicos hospedeiros naturais do
BHV-1 e do BHV-5, e que outras espécies de ruminantes po- '
dem ser potencialmente infectadas e participar da
epidemiologia dessas infecgoes. Recentemente, infecgoes
experimentais tém confirmado a susceptibilidade de ovinos
ainfeccao aguda e latente pelo BHV-1 (Shankar & Yadav 1987,
Guliani & Sharma 1995, Hage et al. 1997).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a suscepti-
bilidade de ovinos ao herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5), como
etapa preliminar para investigacoes posteriores sobre a pos-
sivel participa¢cao dessa espécie na epidemiologia das infec-
¢oes pelo BHV-5. Esse estudo também foi motivado por uma
potencial utilizagao de ovinos como modelo experimental
para o estudo da neuropatogénese do BHV-5. Os resultados
apresentados fornecem subsidios importantes para investi-
gacoes epidemioldgicas futuras, e também abrem a possibili-
dade da utiliza¢ao de ovinos como modelo experimental para
o estudo da infec¢ao pelo BHV-5.

MATERIAL E METODOS

Animais e desenho experimental

Vinte e oito ovinos da raga Corriedale, de ambos os sexos, com
idade entre 45 e 60 dias e soronegativos ao BHV-5, foram utilizados
nesse estudo. Foram realizados dois experimentos independentes,
utilizando as amostras A663 (Carrillo et al. 1983) e EVI-88 (Roehe et
al. 1997). Em ambos os experimentos, os animais foram inoculados
pela via intranasal. Avalia¢do clinica e coleta de secre¢bes nasais
foram realizadas diariamente até o dia 21 pés-inoculagio (pi). Alguns
animais inoculados foram mantidos por 75 dias, para estudo da
infecgao latente. Iniciando aos 50 dpi, esses animais foram tratados
com dexametasona (Azium, Schering-Plough) pela via intramuscular,
em cinco doses diarias (0,1mg/kg), sendo posteriormente monitora-
dos clinicamente e submetidos a coleta de secre¢Ges nasais para a
pesquisa de virus. Coletas de sangue para sorologia foram realizadas
no dia da infec¢do experimental, 15 dias ap6s, no dia do tratamento
com dexametasona e 15 dias apos. :

Experimento 1. Nove ovinos foram inoculados com uma
suspensao contendo aproximadamente 5 x 10° DICC,, (dose
infectante de 50% de cultivo celular) da amostra A663 e trés animais
mantidos como controles foram inoculados com MEM. Animais foram
sacrificados para necropsia e coleta de tecidos para isolamento de
virus nos dias 5, 6, 8, 10 e 13 pés-inoculagdo (pi). Cinco animais (trés
inoculados e dois controles) foram mantidos por 75 dias para o
estudo da infecgao latente.

Experimento 2. Dozé ovinos foram inoculados com
aproximadamente 5 x 107%* DICC, da cepa EVI-88. Quatro animais
nao inoculados permaneceram em contato com os demais para
avaliar-se a transmissao do virus entre os animais. Treze animais (10
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inoculados e trés sentinelas) foram mantidos por 75 dias para estudo
da infecgao latente.

Células, virus e inoculagio. Os procedimentos de multiplica¢ao,
quantificagao, soro-neutralizagdo e detecgao de virus em secregoes
e tecidos utilizaram células de linhagem de rim de feto bovino
(MDBK). As células foram cultivadas em meio essencial minimo
(MEM), contendo penicilina (1,6mg/l), estreptomicina (0,4mg/l) e
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab). A amostra
A663 foi gentilmente cedida pela Dra Elba Laura Weber, Inta Castelar,
Buenos Aires, Argentina. Essa amostra foi isolada por Carrillo et al.
(1983) de casos de meningoencefalite em bezerros na Argentina e
posteriormente caracterizada (Metzler et al. 1986, Bratanich et al.
1991). A amostra EVI-88 foi isolada de casos de meningoencefalite
em bovinos no Rio Grande do Sul e parcialmente caracterizada (Roehe
et al. 1997). Os virus foram amplificados em células MDBK, até o
nivel de passagem 8 (A663) e 6 (EVI-88), e estocados a -70°C.
Suspensdes de virus, contendo aproximadamente 107! DICC,, (A663)
e 5 x 10764 DICC,, (EVI-88) foram inoculadas profundamente nas
narinas com o auxilio de cotonetes de algodao. Cada animal foi
inoculado com 5 ml da suspensao viral, dividido nas duas narinas.

Detecgdo de virus

SecregOes nasais. Secrecoes nasais foram coletadas com o auxilio
de cotonetes de algodao estéreis. Esses swabs nasais foram obtidos
pela introdu¢do profunda e massagem desses cotonetes sobre a
mucosa nasal. Os swabs foram entao imersos em 2 ml de meio de
cultura (MEM contendo 5x a concentragao normal de penicilina e
estreptomicina), homogeneizados, drenados, e o liquido resultante
foi centrifugado a 6.000 rotagoes por minuto (rpm) por 5 minutos
para a remogao de detritos e restos celulares. Apds, uma aliquota
de 0,5 ml foi adsorvida sobre um tapete de células MDBK (aprox. 2 x
10° células) cultivadas em placas de poliestireno de 24 cavidades,
por uma hora a 37°C. Apds remogao do indculo e lavagem do tapete
celular com MEM, o meio de cuitivo foi adicionado e as células
incubadas a 37°C em atmosfera de 5% CO,,.

Tecidos. Secgoes do encéfalo coletadas na necropsia foram
maceradas e desintegradas utilizando-se areia estéril. Ap6s completa
desintegra¢do e homogeneizacao, o material foi resuspendido em
MEM (10% peso/volume) e centrifugado a 2.500 rpm por 10 minutos.
0 sobrenadante foi coletado e inoculado em células MDBK. Apds 1h
de adsor¢do a 37°C, o indculo foi removido e as células foram lavadas

com MEM e adicionadas de meio de cultivo. As células inoculadas
com material de swabs nasais ou de tecidos foram monitoradas
diariamente para o aparecimento de efeito citopatico (ECP). Amostras
foram consideradas negativas para infectividade ap6s duas passagens
de cinco dias cada sem o aparecimento de ECP, com confirmag¢ao
por imunofluorescéncia direta.

Quantificagdo de virus. A infectividade nas secre¢oes nasais e
tecidos foi quantificada através do método de diluigao limitante,
em placas de poliestireno de 96 cavidades, utilizando-se dilui¢oes
1:10 crescentes do material, 8 repeti¢oes, frente a células MDBK. A
leitura dos testes foi realizada ap6s 96 horas de incubagao e os titulos
foram calculados de acordo com método de Reed & Muench (1938).
Os titulos de virus em secre¢Oes nasais foram expressos em Log,,
DICC,, por mililitro (ml), e os titulos de virus em tecidos foram
expressos em Log,, DICC,, por grama (g) de tecido. Para o calculo
das médias dos titulos de virus nas secre¢oes (Quadro 1 e Fig. 1),
foram considerados apenas os valores dos animais que estavam
eliminando virus no dia considerado.

Soroneutralizagao. Testes de soroneutralizacao (SN) foram
realizados de acordo com protocolos-padrao. Os testes foram
realizados em placas de poliestireno de 96 cavidades, utilizando-se
dilui¢oes 1:2 crescentes de soro (inativado a 56°C apds 30 min.) frente
a doses constantes de virus (aproximadamente 100 DICC,, /cavidade).
Células MDBK foram utilizadas como indicador. A leitura final foi
realizada apds 96 horas de incubagao.

Histopatologia. Sec¢oes do sistema nervoso central (hemisférios
cerebrais, pedinculo cerebral, cerebelo, ponte, bulbo, bulbo olfatério
e ganglios trigémeos) foram coletadas durante a necropsia dos
animais sacrificados. Em alguns animais do Experimento 1, amostras
do pulmao, linfonodos bronquiais, traquéia e tonsilas também foram
coletados e processadas para detecgao de virus. Parte de cada tecido
foi encaminhada para detecgao de virus e parte foi fixada em
formalina neutra tamponada a 10% para histopatologia. Os tecidos
foram processados e corados com hematoxilina-eosina (HE)
utilizando métodos de rotina.

RESULTADOS

Infecgao aguda
Os resultados de pesquisa de virus em secreg¢oes nasais e
do monitoramento clinico realizado durante a infecgao agu-

Quadro 1. Eliminagao viral e manifestagoes clinicas durante a infec¢ao aguda em ovinos inoculados com o herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5)

Exp. Amostra Indculo  Tratamento Ne Eliminagao viral Manifestagoes clinicas
(DICCs) Duragao(dias) Titulo? (afetados/total)
xP (min-max) X (max)
1 A663 5x10%  Inoculados 9 12,7(11-15) 2,7(5,89) Hipertermia transitéria (1/9)
hiperemia leve da mucosa nasal (3/9)
umidecimento da mucosa nasal (9/9)
MEM Controles 3 - - -
2 EVI-885x 107:64 Inoculados 12 12,8(11-16) 3,30(7,11) Hipertermia transitéria (4/12)
hiperemia leve da mucosanasal (9/12)
corrimento nasal seroso a muco-purulento (9/12)
depressao, tremores, bruxismo, perda do equilibrio,
flexao lateral do pescogo, andar em circulos e para
tras, prostracao (1/12)
Sentinelas 4 3,7(1-6) 2,42(3,11) Hiperemia leve da mucosa nasal (3/4)

3 Titulos expressos em Log,,CCIDg/ml.
bMédia aritmética dos valores individuais.

corrimento nasal seroso (3/4)
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Quadro 2. Distribuicao, niveis de infectividade e alteragoes histologicas no encéfalo do ovino n® 60 que apresentou sinais clinicos
neurologicos apos inoculagao intranasal com o herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5)

Hemisfério anterior Cortex Cortex Hemisfério Pedtinculo Bulbo
Dorsal Ventral ventro-lateral  dorso-lateral posterior cerebral Cerebelo Ponte Bulbo olfatorio
D? Eb D E D E D E D E D E

Infectividade ~ 4,67¢ 3,52 3,88 3,88 3,81 452 588 450 2,50 1,31 331 281 1,88 288 3,01 3,11
Meningite +4+4 +++ ++ - +++ - s - + 2 N 2 4 < ne¢
mononuclear
Manguitos +++ +++ ++ +++ +++ + - - - - - + s 5 = ne
perivasculares
Gliose +H+ e+t ++ - ++ + = = . 5 . + - . - ne
Necrose ++ ++ = + + = - - - - - - 5 E - ne
neuronal
Inclusoes ++ ++ - - - - s = 2 = = . 2 5 s ne

intranucleares

a Lado direito.” Lado esquerdo. ¢ Expresso em Log,(DICC5y/g de tecido. d Alteragao leve: +; moderada: ++; severa: +++; auséncia de alteragao: -. ¢ Nao

examinado.

Inoculados com a amostra AG63 ==
Inoculados com a amostra EVI-88 —@
Sentinelas

Titulo de virus: Logie DICCso/ml

I 2 3 4 5 o 7 8 9 10 112 13 14 15 16 17
Dia Pés-inoculagiao

Fig. 1. Titulos médios de virus em secre¢oes nasais de ovinos inocu-
lados com duas amostras do herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5).

da estao resumidos no Quadro 1 e na Figura 1. Os achados
virologicos e alteragoes histologicas no cérebro do animal
que desenvolveu encefalite estao apresentados no Quadro 2
e nas Figuras 2 e 3.

Eliminagao de virus em secregoes nasais. Ovinos inocu-
lados com as duas amostras do BHV-5 eliminaram virus em
secrecoes nasais a partir do primeiro dia pos-inoculagao (dpi),
durante 11 a 16 dias (Quadro 1, Fig. 1). Os niveis médios e a
duracao da eliminacao viral foram superiores nos animais
inoculados com a amostra EVI-88. Picos de eliminagao viral
ocorreram entre os dias 3 e 7 (amostra A663) e dias 2 e 5
(amostra EVI-88) (Fig. 1), com os titulos médios nesse perio-
do mantendo-se acima dos 10*°DICC,/ml (A663) e
10*3DICC,/ml (EVI-88). Titulos individuais maximos atingi-
ram 105%DICC,/ml (A663) e 107''DICC,/ml (EVI-88), am-
bos no 2° dia apos a inoculagao. A diferenca nos titulos de
virus entre as amostras EVI-88 e A663 foi mais marcante na
fase inicial da Infeccao (entre os dias 2 e 6pi), quando a dife-

Fig. 2. Infiltrado inflamat6rio mononuclear perivascular no cérebro
(Ovino n” 60). HE, obj. 16.
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Fig. 3. Inclusoes intranucleares eosinofilicas em astrocitos do hemisfe-
rio cerebral anterior (pontas de seta). Ovino n” 60. HE, obj. 40.
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renca entre os valores médios chegou a atingir 3 Log,, (Fig.
1). A diferenca entre os valores médios de eliminagao das
duas amostras durante todo o periodo, no entanto, foi inferi-
ora 1 Log,, (Quadro 1). Infectividade nao foi detectada nas
secregoes nasais coletadas a partir do dia 16 e 17 (Experi-
mentos 1 e 2, respectivamente), caracterizando o final da
replicacao viral durante a infeccao aguda. Os animais senti-
nela (Experimento 2) iniciaram a eliminar virus a partir do
inicio do 3¢ dia (48 h pés-inoculagao). Titulos maximos
(10%%8DICC,/ml) foram detectados no segundo dia de elimi-
nac¢ao, com valores oscilando até o dia 8 (Fig. 1).

Observagoes clinicas. Os animais inoculados com a amos-
tra A663 apresentaram manifestacoes clinicas muito discre-
tas, incluindo hipertermia passageira em um animal e leve
hiperemia e umidecimento da mucosa nasal em alguns ani-
mais (Quadro 1). Os animais controle nao apresentaram qual-
quer alteracao clinica evidente. Alguns ovinos inoculados com
a amostra EVI-88 apresentaram hipertermia transitéria (1 a 2
dias), atingindo 41,5°C. Nove ovinos apresentaram hiperemia
moderada da mucosa nasal, acompanhada de corrimento ini-
cialmente seroso, passando a mucoso e mucopurulento (Qua-
dro 1). Esses sinais persistiram por 3 a 4 dias e resolveram-se
sem complicagoes adicionais. O cordeiro (n° 60) apresentou
depressao a partir do 102 dia, com sinais neurol6gicos mode-
rados e intermitentes. No 112 e 122 dia, os sinais neurologi-
cos acentuaram-se, consistindo de crises de tremores, tris-
mos mandibulares, incoordenagao, perda do equilibrio, flexao
lateral do pesco¢o, andar em circulos e para tras. Os sinais
progrediram levando o animal ao dectbito, incapacidade de
permanecer em pé e movimentos de pedalagem no final do
dia 12 e inicio do dia 13 pi, quando foi sacrificado. Trés dos
animais mantidos como sentinelas apresentaram sinais res-
piratérios discretos (Quadro 1).

Infectividade em tecidos. Alguns ovinos inoculados com
a amostra A663 (Experimento 1) foram sacrificados a diferen-
tes intervalos ap6s a inoculagao, para a pesquisa de virus no
sistema nervoso central (SNC). Em animais sacrificados nos
dias 6, 8 e 10 pos-inoculagao, infectividade foi detectada ape-
nas nas tonsilas e traquéia, além da cavidade nasal. Em um
animal sacrificado no dia 13 pi, infectividade foi detectada
no hemisfério posterior, pedtnculo cerebral além das tonsilas,

pulmao e linfonodo bronquial. Esses resultados foram os pri-
meiros indicativos da capacidade do BHV-5 de invadir o SNC
ap0s infeccao experimental de ovinos.

O animal que desenvolveu sinais clinicos neurolégicos
(Experimento 2) apresentou infectividade em varias areas do
encéfalo. Embora a distribuicao de virus tenha sido bilateral
e presente em todas as areas analisadas, diferentes niveis de
infectividade foram detectados nas diferentes sec¢bes do
encéfalo (Quadro 2). Os maiores titulos de virus foram evi-
denciados no cortex dorso-lateral (1033DICC, /g), hemisfé-
rio anterior (10*67DICC; /g), e ventro-lateral (10*52DICC,/g).
Niveis médios de infectividade foram detectados no bulbo
(10*9DICC,,/g), ponte (10>%8DICC,/g), pedinculo cerebral
(1033TDICC,/g) e no bulbo olfatério (10*1'DICC,,/g), enquanto
niveis abaixo de 2 Log,/DICC,y/g foram detectados no he-
misfério posterior e cerebelo. Infectividade nao foi demons-
trada nos ganglios trigémeos. Em resumo, a pesquisa e
quantificacao de virus no encéfalo do cordeiro acometido de
encefalite revelou infectividade em niveis variaveis, de distri-
bui¢ao bilateral e presentes em todas as seccoes analisadas.

Histopatologia. O exame histolégico do SNC do cordeiro
que apresentou sinais clinicos neuroldgicos revelou altera-
¢oes microscopicas de severidade varidvel em diversas regi-
oes do encéfalo (Quadro 2). Essas alteracoes caracterizavam-
se pela presen¢a de manguitos mononucleares perivasculares,
gliose focal, degeneragcao neuronal ocasional e meningite
mononuclear (linfo-histiocitaria) (Quadro 2, Fig. 2). Inclusées
intranucleares grandes, eosinofilicas, foram observadas em
neurdnios e astrocitos de secgoes do hemisfério anterior (Qua-
dro 2, Fig. 3).

Infecgdo latente. Alguns animais foram mantidos por 75
dias ap0s a inoculagao para investigar-se a capacidade do BHV-
5 de estabelecer e reativar da infec¢ao latente. Iniciando aos
50 dpi, esses animais foram tratados com dexametasona du-
rante cinco dias consecutivos e monitorados em relacao a
aspectos virologicos e sorologicos. O resultados da pesquisa
de virus em secrec¢oes nasais apds a administracao de
dexametasona estao resumidos no Quadro 3. Monitoramento
dos animais ap6s a administragdo de dexametasona nao re-
velou qualquer alteracao clinica. Infectividade foi detectada
em secre¢Oes nasais a partir do 82 dia (Experimento 1) e 4¢

Quadro 3. Resposta a administra¢ao de dexametasona por ovinos inoculados com o
herpesvirus bovino tipo 5 (BHV-5)

Exp. Amostra  Animais N2

Eliminagao viral®

Ne (%) Inicio Duaragdo (dias) Titulo (DICCgy/ml)
(dpt®)  x (variagdo) x (max)
1 A663 Inoculados 3 2 (66,6) 8 2,5(2-3) 2,38 (2,96)
2 EVI-88  Inoculados 10¢  8(80,0) 4 7,0 (3-11) 1,58 (4,81)
: Sentinelas 3¢ 3(100,0)

_ 3Presenca de virus em secre¢oes nasais;

9 3.3(2-5) ndd

bpjas apos o inicio do tratamento com dexametasona;
“Dois animais inoculados e um sentinela morreram de causas nao relacionadas no intervalo entre
o término da infecgao aguda e o tratamento com dexametasona;

d[solamento de virus sem quantificagio.
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dia (Experimento 2) do inicio do tratamento. Reativa¢do da
infec¢do, com eliminagdo viral em secregoes nasais por dois
a trés dias, foi demonstrada em dois (66,6%) ovinos inocula-

dos com a amostra A663. O terceiro animal nao eliminou

virus em quantidades detectaveis. Este animal apresentou
aumento do titulo de anticorpos neutralizantes apés o trata-
mento (de 1:4 para 1:16). No Experimento 2, oito dos 10 ani-
mais inoculados (80%) que foram mantidos durante esse pe-
riodo eliminaram virus apés a administragao de
dexametasona. A eliminagao viral durou entre 3 e 11 dias
(média 7 dias), sendo intermitente em alguns animais. Os trés
animais sentinelas mantidos para o estudo da infecgao laten-
te eliminaram virus apés o tratamento. A eliminagao viral
durou de 2 a 5 dias, e ocorreu em niveis significativamente
menores do que nos animais inoculados (Quadro 3). Consi-
derando os dois experimentos, 10 dos 13 animais inoculados
(76,9%) e 3 de 3 (100%) sentinelas eliminaram virus em secre-
¢Oes nasais ap4s tratamento com dexametasona. No Experi-
mento 2, trés animais apresentaram um aumento de 2 dilui-
¢oes (1:32 para 1:128; 1:8 para 1:32) e os demais tiveram au-
mento de uma dilui¢do ou mantiveram os titulos de anticorpos
neutralizantes ap6s o tratamento com dexametasona. Ne-
nhum dos sentinelas apresentou acréscimo detectdvel nos
anticorpos neutralizantes apos a reativagao da infec¢ao la-
tente. Infectividade nao foi detectada nas secrecoes de em
nenhum dos animais mantidos como controle.

DISCUSSAO

Os resultados da inoculacao experimental de ovinos apresen-
tados nesse estudo constituem-se nas primeiras evidéncias
diretas da susceptibilidade de outra espécie de ruminantes,
que nao bovinos, a infec¢ao pelo herpesvirus bovino tipo 5
(BHV-5). Anteriormente, as evidéncias de infec¢ao pelo BHV-
5 em outros ruminantes eram indiretas e circunstanciais, res-
tringindo-se fundamentalmente a sorologia positiva detecta-
da em ovinos (Lindner et al. 1993a,). A escassez de informa-
¢oes relativas ao BHV-5 deve-se em parte a imprecisao histo-
rica na sua classificagao taxondmica (até recentemente con-
siderado um subtipo do BHV-1) e a sua extensiva reagao
sorolégica cruzada com o BHV-1. Contrastando com a escas-
sez de informacoes relativas ao BHV-5, a susceptibilidade de
ovinos e outros ruminantes ao BHV-1 tem sido bem docu-
mentada. Sorologia positiva ao BHV-1 tém sido detectada em
ovinos (Taylor et al. 1977, Rosadio et al. 1993, Frolich 1996 ),
caprinos (Taylor et al. 1977, Rosadio et al. 1993, Rajaraman
et al. 1994) e em outros ruminantes domésticos e silvestres
(Legrottagile & Mancianti 1982, Rosadio et al. 1993). Epis4di-
os de infec¢ao natural, com o isolamento do virus de caprinos
(Mohanty et al. 1972, Tolari et al. 1990) e ovinos (Clark et al.
1993) também ja foram relatados. A susceptibilidade de ovi-
nos ao BHV-1 tem sido igualmente demonstrada através de
infeccoes experimentais (Shankar & Yadav 1987, Giuliani &
Sharma 1995, Hage et al. 1997) e acidentalmente, através de
vacinagcdo com virus vivo modificado (Lehmkuhl & Cutlip
1985). Esses relatos indicam que os bovinos nao sao os hos-
pedeiros naturais exclusivos do herpesvirus bovino, e que
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infecgbes naturais pelo BHV-1 (e possivelmente pelo BHV-5),
podem ocasionalmente ocorrer em outros ruminantes. Infec-
¢Oes naturais e transmissao interespecifica com papel
epidemioldgico relevante ja tem sido descrita em enfermida-
des viricas como a febre catarral maligna (Heuschele & Cas-
tro 1985), enfermidades por pestivirus (Nettleton 1990),
estomatite vesicular (Mason 1978), lingua azul (Erasmus 1990),
e febre aftosa (House & House 1993), entre outras.

A histéria natural do BHV-5 é enigmatica é pouco conhe-
cida. Embora estreitamente relacionado as cepas respiratéri-
as e genitais do BHV-1 (BHV-1.1 e BHV-1.2, respectivamente),
o BHV-5 possui caracteristicas genéticas, bioldgicas e
epidemioldgicas que o distingue das cepas cldssicas do BHV-
1 (Brake & Studdert 1985, Meltzer et al. 1986, Bratanich et
al. 1991). A enfermidade neuroldgica associada ao BHV-5 tem
ocorréncia esporadica, contrastando com a ocorréncia
enzooltica das manifestacoes respiratérias e genitais causa-
das pelo BHV-1 (Studdert 1989). Da mesma forma, o BHV-5
tem sido isolado quase que exclusivamente de casos fatais
de meningoencefalite, nao estando aparentemente associa-
do a outras manifestagoes clinicas (Eugster et al. 1974, Carrillo
et al. 1983, Studdert 1989). Isto contrasta com a ocorréncia
de encefalite apenas como sequela ocasional em outras in-
feccoes por alfaherpesvirus, como o virus da pseudoraiva (PRV)
em suinos, o herpesvirus equino (EHV) e o virus da herpes
simplex (HSV) em humanos (Brake & Studdert 1985). Esse
comportamento epidemioldgico peculiar tem suscitado es-
peculagoes sobre a origem e epidemiologia do BHV-5. Tem
sido inclusive sugerido que o BHV-5 possa ser originario de
outra espécie de ruminantes, talvez Bos indicus (Brake &
Studdert 1985, Studdert 1989). A transmissao ocasional do
virus a bovinos de ragas européias, seria entdo seguido de
eventos fatais de meningoencefalite (Studdert 1989). Isto
poderia explicar, pelo menos em parte, a ocorréncia espora-
dica e inevitavelmente fatal da enfermidade neuroldgica cau-
sada pelo BHV-5.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram que ovi-
nos soronegativos sao susceptiveis a infeccao pelo BHV-5, e
que a inoculagao experimental de ovinos reproduz varios as-
pectos da infec¢ao de bovinos. Os niveis de replicacio e du-
ragdo da eliminagao do virus em secre¢oes nasais foram bas-
tante semelhantes aos descritos em bovinos (Bagust & Clark
1972, Belknap et al. 1994). O periodo de eliminagdo viral,
das duas amostras virais testadas, foi inclusive superior ao
relatado em infec¢oes experimentais com o BHV-5 em bezer-
ros (Hall et al. 1966, Bagust & Clark 1972, Belknap et al. 1994).
A quantificagao de virus nessas secre¢oes revelou niveis sig-
nificativos, com titulos méximos atingindo 107-'* DICC50/ml
em um animas e com titulos proximos de 106-°DICC50/ml per-
sistindo por até trés dias em alguns animais (para a amostra
EVI-88). A eliminagao viral nas secre¢oes nasais comprovou
ser infectiva para ovinos soronegativos mantidos em contato
com os animais inoculados. Transmissdo efetiva ocorreu aos
quatro animais sentinela, que adquiriram a infec¢ao e elimi-
naram virus a partir do final do segundo dia durante até 7
dias. E pertinente mencionar que esses animais foram manti-
dos em condigoes de contato estreito que provavelmente s
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ocorram em manejos semi-intensivos e intensivos. Estudos
atualmente em andamento visam avaliar a transmissao do
virus entre ovinos, e entre ovinos e bovinos, em condi¢coes
de campo.

A replicacao da amostra EVI-88 durante a infec¢do aguda
foi seguida de manifestagoes clinicas moderadas de doen¢a
respiratoria, e mesmo do desenvolvimento de encefalite cli-
nica em um animal. Mesmo ndo sendo um virus geralmente
associado a enfermidade respiratéria, a inoculagao experi-
mental de bezerros com o BHV-5 pode produzir manifesta-
¢oes clinicas respiratorias discretas (Hall et al. 1966, Belknap
et al. 1994). O mesmo tem sido observado apés inoculagao
experimental do BHV-1 em ovinos (Hage et al. 1997) e ocasi-
onalmente em infec¢oes naturais pelo BHV-1 em caprinos
(Mohanty et al. 1972). A diferenc¢a nos niveis de eliminagao
viral, sobretudo nos primeiros dias, e nas manifestacoes cli-
nicas nos animais inoculados com as duas amostras pode ser
atribuida, em parte, a diferente quantidade de virus utilizada
no indéculo. Também é possivel que parte dessa diferenca deva-
se a diferencas bioldgicas existentes entre as amostras, o que
poderia resultar em niveis de replicacao e patogenicidade
distintas.

Embora a amostra EVI-88 tenha sido isolada de casos de
meningoencefalite em bovinos jovens (Roehe et al. 1997), a
reproducao da enfermidade clinica em bezerros nao temsido
consistente (Roehe, comunica¢ao pessoal). Por isso, e pelo
fato da susceptibilidade de ovinos ao BHV-5 ser até entao
uma incognita, o desenvolvimento de encefalite clinica em
um animal constituiu-se em um evento surpreendente. Nao
obstante, o periodo de incubagao, as manifestagoes clinicas
de enfermidade nervosa, e o curso da enfermidade foram
semelhantes as descri¢oes de casos naturais e infec¢coes ex-
perimentais com o BHV-5 em bovinos (Hall et al. 1966, Bagust
& Clark, 1972, Carrillo et al. 1983, Schudel et al. 1986, Belknap
et al. 1994). Da mesma forma, a distribui¢ao e niveis de
infectividade no sistema nervoso central, e os achados
histopatoldgicas foram consistentes com o que tem sido des-
crito em bovinos (Hall et al. 1966, Bagust & Clark 1972,
Belknap et al. 1994, d’Offay et al. 1993, 1995).

A manutencao dos virus da subfamilia Alphaherpesvirinae
em seus hospedeiros naturais depende fundamentalmente
da sua habilidade de estabelecer e reativar a infecgao latente
(Rock 1994). Por isso, uma hipotética participacao da espécie
ovina como reservatorio natural do BHV-5 deveria necessari-
amente incluir esses predicados. O acompanhamento
viroldgico dos animais ap4s o tratamento com dexametasona
evidenciou que a infeccao aguda foi seguida do estabeleci-
mento de laténcia na maioria dos animais. Na grande maio-
ria dos animais, a infecgao latente foi prontamente reativada
pelo estresse induzido, como demonstrado pela eliminagao
do virus em secrecoes nasais. A duracao e os niveis de elimi-
nagdo viral durante a reativagao foram inferiores aos obser-
vados durante a infec¢ao aguda, a exemplo do que ocorre em
bovinos (Shankar & Yadav 1987, Belknap et al. 1994, Hage et
al. 1997). Apesar desses animais terem eliminado virus em
quantidades consideraveis durante até 7 dias, a capacidade
de transmitirem o virus a outros animais, a exemplo do que

foi demonstrado durante a infec¢ao aguda, nao foi avaliada.
A inclusao de ovinos (e bovinos) como sentinelas em experi-
mentos futuros serd qtil para avaliar se a elimina¢do viral
que ocorre durante a reativacao € suficiente e capaz de disse-
minar a infec¢do a outros animais. '

A eficiente replicacao do virus na mucosa nasal, o estabe-
lecimento e reativagao de laténcia, e o desenvolvimento de
meningoencefalite clinica revestem-se de importante signifi-
cado bioldgico. Esses eventos sao demonstrativos de que a
biologia da infec¢ao de ovinos pelo BHV-5 é essencialmente
similar a infeccao de bovinos. A demonstracao de laténcia
implica que o virus utilizou-se de mecanismos similares (ou
equivalentes) para invadir e ser transportado pelos axdnios
sensoriais até os ganglios sensoriais, e para estabelecer a in-
feccao latente. A recrudescéncia da infec¢ao latente, com a
conseqiiente replicagao e eliminagdo viral em secrecges, pro-
vavelmente também envolveu mecanismos equivalentes aos
descritos para alfaherpesvirus em varias espécies animais. Da
mesma forma, o desenvolvimento de enfermidade nervosa é
um indicativo de que o BHV-5 mantém, em ovinos, a sua pro-
priedade de invadir, replicar e disseminar-se no sistema ner-
voso central (SNC), podendo causar encefalite. A via de aces-
so do virus ao SNC desse animal nao pode ser analisada. No
entanto, o periodo de incuba¢ao da enfermidade, a distribui-
¢ao de infectividade no encéfalo, além da demonstracdo de
que o virus atingiu os ganglios sensoriais, sao sugestivas.da
utilizacao de vias nervosas para atingir o SNC.

Em resumo, os resultados apresentados nesse artigo de-
monstram que ovinos sao susceptiveis a infec¢ao pelo BHV-5,
reproduzindo de maneira similar varios aspectos da infec¢cao
em bovinos. Essas resultados, aliados a detec¢ao de sorologia
positiva em ovinos, sugerem que infec¢oes naturais pelo BHV-
5 podem potencialmente ocorrer nessa espécie. Essas obser-
vacoes podem revestir-se de especial relevancia, sobretudo
em areas endémicas ao BHV-5, onde bovinos e ovinos sao
criados e manejados em areas e instalacoes comuns. A convi-
véncia e manejo conjuntos, como ocorre em varias regioes,
especialmente o sul do Brasil, podem criar condi¢coes para a
transmissao do virus entre essas espécies. Nesses casos, me-
didas de controle ou erradicagao da infec¢ao pelo BHV-5 de-
vem obrigatoriamente considerar essa espécie como poten-
cial reservatério do virus.

O significado desses achados, sobretudo relativos a pos-
sivel importancia da espécie ovina na manuten¢ao e trans-
missao do virus na natureza, permanecem incertos, mas me-
recem investigagoes futuras. Por outro lado, os varios aspec-
tos em comum entre as infec¢oes de ovinos e bovinos abrem
a possibilidade da utilizagao de ovinos como modelo experi-
mental para o estudo da infeccao pelo BHV-5.
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