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Mammillitis caused by bovine herpesvirus type 2 (BoHV-2) is an important disease
in dairy herds yet its pathogenesis remains largely unknown. This report describes
the reproduction and characterization of acute mammillitis in lactating ewes inoculated
with BoHV-2 in the skin of the udder and teats. Five out of eight inoculated ewes
developed large plaques, with focal necrosis, small vesicles and crust formation in
the inoculated areas. The lesions were first observed on day 4 post-inoculation (pi),
progressed in size and severity up to days 7-8pi and subsided progressively thereafter.
Infectious virus was isolated from the lesions at days 7 and 8pi. Viral antigens and
herpesvirus-like particles were demonstrated by electron microscopy in lesions
examined at days 5, 6 and 10pi. Histological findings included epithelial necrosis,
erosions and ulcers, and formation of syncytial cells. Intranuclear inclusions bodies
in epithelial, syncytial and inflammatory cells and lymphoplasmacytic inflammatory
infiltrate in the dermis were also observed. In a second experiment, seven out of ten
lambs inoculated into the nostrils and muzzle developed nasal hyperemia and
discharge, vesicles, and erosions in the nose. Infectious virus was isolated from lesions
during up to three days and all lambs seroconverted to BoHV-2. Attempts to reactivate
the latent infection by dexamethasone administration on day 40pi failed, since virus
shedding, clinical recrudescence or seroconversion were not observed. The
reproduction of acute infection and mammillitis resembling that occurring in cattle
paves the way for the use of sheep to study several aspects of the biology of BoHV-
2 infection.

INDEX TERMS: Bovine herpesvirus-2, BoHV-2, mammillitis, sheep, experimental infection.

RESUMO.- A mamilite causada pelo herpesvirus bovino
tipo 2 (BoHV-2) possui importante repercussao sanitaria
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vesiculas e formagao de crostas nos locais de inoculagéo.
As lesGes foram inicialmente observadas no 4° dia pos-
inoculagao (pi), progrediram em extensao e gravidade até
os dias 7-8pi e posteriormente regrediram. O virus foi iso-
lado das lesdes entre os dias 7 e 8 pi. Antigenos virais e
particulas tipicas de herpesvirus foram demonstrados por
microscopia eletrdnica em bidpsias de lesdes coletadas
nos dias 5, 6 e 10pi. Os achados histoldgicos foram ca-
racterizados por necrose epitelial, erosdes e Ulceras, com
formacdo de células sinciciais e infiltrado inflamatério
linfoplasmocitario na derme. Associadas a essas lesdes
observaram-se inclusdes eosinofilicas intranucleares em
células epiteliais, sinciciais e inflamatérias. Em um se-
gundo experimento, 7 de 10 cordeiros inoculados na
mucosa nasal desenvolveram hiperemia e descarga na-
sal, bem como vesiculas e erosdes no focinho. O virus foi
isolado das secrecdes nasais por até trés dias e todos os
cordeiros soroconverteram ao BoHV-2. Tentativas de
reativar a infeccao latente pela administragdo de dexa-
metasona no 40° dia pi foram infrutiferas, pois nao foram
observados re-excrecdo viral, recrudescéncia clinica ou
soroconversao. Esses resultados demonstram que ove-
Ihas sao susceptiveis a infeccao experimental pelo BoHV-
2 e desenvolvem lesbes semelhantes as observadas em
casos naturais de mamilite herpética. Além disso, esses
resultados sugerem o uso dessa espécie animal como
modelo para o estudo de varios aspectos da biologia da
infeccao pelo BoHV-2.

TERMOS DE INDEXAQAO: Herpesvirus bovino-2, BoHV-2,
mamilite, ovinos, infec¢éo experimental.

INTRODUCAO

O BoHV-2 é o agente etioldgico da mamilite herpética
bovina (bovine herpetic mammillitis, BHM), uma doenga
vesicular e erosiva que afeta o Ubere e os tetos de féme-
as bovinas. O virus pertence a subfamilia Alphaherpesvi-
rinae e género Simplexvirus e é estreitamente relaciona-
do com o virus do herpes simplex humano (HSV-1 e HSV-
2) e outros herpesvirus de primatas (Roizman et al. 1992,
Ehlers et al. 1999). A ocorréncia do virus foi demonstrada
em varios paises, incluindo Quénia (Martin & Gwynne
1968), Reino Unido (Johnston et al. 1971), Estados Uni-
dos da América (Dardiri & Stone 1972), Australia (Turner
et al. 1974), Brasil (Alice 1977) e Japao (Imai et al. 2005).
Sorologia positiva foi detectada em ruminantes selvagens,
cuja participacao na epidemiologia da doenca ainda € in-
certa (Plowright & Jesset 1972). A infec¢é@o pelo BoHV-2
também tem sido associada a uma doenca nodular
cuténea generalizada, denominada Pseudo lumpy skin
disease (Gibbs & Rweyemamu 1977).

Infec¢des naturais pelo BoHV-2 ocorrem principalmen-
te em novilhas e vacas jovens de primeira lactacédo, e
podem ser subclinicas ou produzirem doenca leve (Turner
et al. 1976, Scott & Holliman 1984). No entanto, a infec-
cao freqlientemente provoca lesdes cutaneas doloridas,
caracterizadas por eritema, edema, formacao de vesiculas
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e ulceracbes. Essas lesbes podem variar de pequenas
placas a extensas vesiculas e ulceras na pele do Ubere e
dos tetos (Lechtworth & LaDue 1982). Embora a BHM seja
uma doenca freqlientemente benigna e autolimitante, va-
cas afetadas podem desenvolver importante queda na
producéo de leite e aumento de suscetibilidade a mastite
bacteriana, ou serem descartadas para abate em decor-
réncia de mastite crénica (Lechtworth & LaDue 1982,
Wellenberg et al. 2002). Lesdes vesiculares também po-
dem se desenvolver no focinho de bezerros lactentes fi-
Ihos de vacas afetadas pela doenca. Ovinos e caprinos
séo0 susceptiveis a infeccao experimental pelo BoHV-2
(Westbury 1981), mas o papel dessas espécies na
epidemiologia da doencga ainda n&o foi investigado.

A patogénese da infecgéo pelo BoHV-2 ndo estd bem
esclarecida, em parte devido as incertezas em relacédo a
rota natural de infecgéo. A maioria dos estudos epidemio-
I6gicos e de patogénese foi realizada nas décadas de
1960, 1970 e 1980, quando o virus era considerado um
agente infeccioso emergente em rebanhos bovinos (Martin
et al. 1969, Gibbs et al. 1973, Martin & Scott 1979, Cas-
trucci et al. 1980, 1982, Westbury 1981, Lechtworth &
Carmichael 1982). Devido a essas incertezas, tentativas
de reproducao e caracterizagcdo da doenca foram
conduzidas utilizando-se diferentes rotas de inoculagédo
(Martin et al. 1969, Gibbs et al. 1973, Westbury 1981).
Reproducéo experimental de lesbes focais semelhantes
as descritas em infec¢gdes naturais pelo BoHV-2 foi reali-
zada em bovinos (Martin et al. 1969), ovinos e caprinos
(Westbury 1981). Lesdes cutaneas circunscritas distribu-
idas difusamente pelo corpo foram observadas apés
inoculacao intravenosa em bovinos e ovinos, entretanto,
essa rota de infeccao é considerada de importancia in-
certa em infecgdes naturais (Westbury 1981). Inoculagéo
viral intradérmica no ubere e nos tetos causou lesdes se-
melhantes as observadas em surtos naturais, mas a apli-
cacgao do virus em superficie cutanea intacta ou mesmo
apos irritagao induzida por NaOH nao causou doenca cli-
nica (Martin et al. 1969, Gibbs et al. 1973).

Nas primeiras descricdes da BHM na Europa e nos
Estados Unidos, observou-se uma evidente ocorréncia
sazonal da doenca durante o outono (Martin et al. 1966,
1969, Lechtworth & LaDue 1982). Evidéncias epidemio-
I6gicas sugeriram que o BoHV-2 pudesse ser transmitido
mecanicamente por vetores, principalmente pela mosca
dos estabulos (Stomoxys calcitrans) (Gibbs et al. 1973),
mas tal fato ndo foi comprovado.

A pele intacta parece ser uma barreira efetiva contra o
virus em infecgdes experimentais pelo BoHV-2 e o
envolvimento da derme € essencial para que lesdes mais
graves se desenvolvam (Martin et al. 1969). Esses acha-
dos argumentariam contra a possibilidade de transmis-
sao viral por maquinas de ordenha ou pelas maos do
ordenhador, porém isso pode ser facilitado se muitas va-
cas apresentam lesdes concomitantemente (Gibbs et al.
1973). A fonte de infeccao néo é prontamente detectada
na maioria dos surtos de BHM e, desde as primeiras des-
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cricbes da doenga, sugere-se a participagao de virus ori-
ginado de reativagcao espontanea de infecgdes latentes
(Gibbs et al. 1973, Martin & Scott 1979).

Ao contrario de outros alfaherpesvirus de animais e
seres humanos, a infecgéo latente causada pelo BoHV-2
nao é bem estudada e muitos aspectos da sua biologia
sao desconhecidos. A reativacao experimental da infec-
¢ao nao tem sido consistentemente demonstrada (Probert
& Povey 1975, Turner et al. 1976, Castrucci et al. 1980) e
tentativas de recuperacao viral em culturas de explante
de ganglios de nervos sensoriais ndo obtiveram sucesso
(Lechtworth & Carmichael 1980). Além disso, alguns es-
tudos que demonstraram laténcia e reativacao viral po-
dem ter introduzido duvidas em fungéo da via intravenosa
de inoculagao viral (Martin & Scott 1979, Castrucci et al.
1982). Consequientemente, os sitios anatbmicos em que
o virus pode estabelecer laténcia permanecem desconhe-
cidos (Lechtworth & Carmichael 1980).

Além do impacto sanitario e econémico em rebanhos
leiteiros infectados, da relagao genética e antigénica com
0 HSV-1 (Sterz et al. 1974, Ehlers et al. 1999) e da possi-
bilidade do uso como modelo para o estudo dessa infec-
¢do em humanos, o BoHV-2 tem sido incluido como um
dos virus animais a ser usado em estudos de terapia
antiviral (Field et al. 2006).

Os objetivos deste trabalho foram reproduzir e carac-
terizar a mamilite produzida pelo BoHV-2 em ovelhas
lactantes e avaliar a utilizacdo de ovinos como modelo
para estudo da biologia dessa infeccao.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Foram realizadas duas inoculagdes independentes de
BoHV-2 em ovinos. No primeiro experimento, oito ovelhas
lactantes foram inoculadas na pele do Ubere e tetos. Nesses
ovinos, foram observadas as caracteristicas viroldgicas,
clinicopatoldgicas e soroldgicas da infecgao aguda. No segundo
experimento, dez cordeiros lactentes foram inoculados nas
narinas e monitorados quanto aos aspectos clinicos, viroldgicos
e soroldgicos durante a infeccao aguda. Tentativas de reativagcao
de infeccéo latente nos cordeiros foram realizadas no 40° dia
pi, pela administragcdo de dexametasona (Dx).

Células e virus

Todos os procedimentos de amplificagdo viral, isolamento
de suabes, quantificacéo e soroneutralizagao viral (SN) foram
realizados em uma linhagem de células de rim bovino
denominada CRIB (Flores & Donis 1995). As células foram
cultivadas em meio essencial minimo (MEM) contendo ampi-
cilina (1,6 mg/L), estreptomicina (0,4 mg/L) e nistatina (0,02 mg/
L), e suplementadas com 5% de soro equino. A cepa de BoHV-
2 utilizada foi cedida pelo Dr. Fernando Osorio (Department of
Veterinary and Biomedical Sciences, University of Nebraska,
Lincoln, NE, USA). Para a otimizagéo da replicacao viral, todos
os procedimentos de multiplicagdo do virus foram realizados
em cultivos celulares mantidos a 33°C (O’Connor 1985).

Infeccao experimental de ovelhas lactantes (Exp.1)
Oito ovelhas lactantes negativas para o BoHV-2 na SN foram

inoculadas com a suspensao viral e duas ovelhas
permaneceram como controle. A inoculacao foi feita na pele do
Ubere e dos tetos, apds uma leve escoriagéo local por friccdo
com esponja aspera de limpeza. O inéculo de 2 mL contendo
1083TCID,,/mL de virus foi uniformemente distribuido na area
de pele escoriada, com o auxilio de cotonetes de algodao. Os
controles foram inoculados da mesma forma com MEM. Os
cordeiros lactentes de seis das ovelhas inoculadas (com
excecdo daqueles das ovelhas 7 e 8, que foram submetidas a
biopsia de pele) e das ovelhas controle, foram mantidos junto
com as maes por todo o experimento. A temperatura da
superficie das narinas (em quatro areas), do ubere (duas
medidas em cada lado) e dos tetos (duas areas em cada teto)
de trés ovelhas inoculadas foi aferida com termémetro Minitemp
FS (Raytec, Santa Cruz, CA) e a temperatura média foi calculada
para cada area.

Os ovinos foram examinados diariamente em busca de sinais
locais ou sistémicos de infecg@o. Suabes com material coletado
dos locais de inoculagdo e das lesdes foram submetidos a
tentativas de isolamento viral em células CRIB, de acordo com
protocolos de rotina. As amostras foram consideradas negativas
apos trés passagens de cinco dias cada sem efeito citopatico
(ECP).

Fragmentos de pele das ovelhas 7 e 8 foram coletados em
diferentes fases da doencga para exame histopatoldgico,
microscopia eletronica de transmisséo (MET) e detecgcéo de
antigenos por imunofluorescéncia (FA). Apds antissepsia e
anestesia local com lidocaina, um fragmento de aproximada-
mente 5 mm de didmetro foi coletado de uma placa desenvolvida
na pele do Ubere da ovelha 8, no 5° dia pi. Adicionalmente, dois
fragmentos de pele foram coletados da ovelha 7: um fragmento
de uma vesicula no teto no 6° dia pi e uma amostra de crosta
no Ubere (base do teto) no 8° dia pi. Essas amostras foram
fixadas em formalina tamponada a 10%, incluidas em parafina,
processadas rotineiramente para histopatologia e coradas pela
hematoxilina-eosina. As amostras selecionadas foram
separadas durante a coleta, fixadas em glutaraldeido a 2,5%,
pds-fixadas em tetréxido de 6smio e embebidas em epon. Cortes
semifinos foram corados com azul de metileno e desses cortes
foram selecionadas regides que foram coradas com citrato de
chumbo e acetato de uranil e examinadas por MET. Antigenos
virais foram pesquisados por imunofluorescéncia direta (FA) em
secOes de tecido desparafinizadas em xilol e reidratadas em
etanol, utilizando conjugado FITC e anticorpos anti-BoHV-2
(651-BDV-8101, NVSL, USDA, Ames, IA, USA).

Amostras de soro coletadas no dia da inoculagdo e no 28°
dia pi foram submetidas a testes de soroneutralizacao (SN),
testando-se diluigdes crescentes do soro (base 2) frente a uma
dose fixa de virus (100-200 DICC,/cavidade). Células CRIB
foram usadas como indicadoras de multiplicacéo viral. Os titulos
virais foram expressos como a reciproca da maior diluicdo do
soro capaz de prevenir a produgéo de ECP. O soro dos cordeiros
lactentes também foi testado por SN no 28° dia pi.

Infeccao experimental de cordeiros lactentes (Exp.2)

Dez cordeiros de quatro meses de idade foram inoculados
com o BoHV-2 e dois permaneceram como controles. Os
cordeiros foram inoculados na mucosa nasal e no focinho com
2 mL de suspensao contendo 10%'TCID,/mL de virus, sob o
mesmo protocolo descrito anteriormente. Os cordeiros controle
foram inoculados com MEM. Os animais foram monitorados
clinicamente todos os dias e amostras dos locais inoculados
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foram coletadas com suabes até o 12° dia pi e submetidas a
isolamento viral em células CRIB. Amostras de sangue para
SN foram coletadas no dia da inoculagcao e no 28° dia pi.

Cinco administracbes de dexametasona (Dx) durante cinco
dias (0.25mg/kg'/dia/5 dias) foram realizadas nos cordeiros
inoculados e controles, a partir do 40° dia pi. Os animais foram
monitorados clinicamente e suabes nasais foram coletados para
isolamento viral a partir do 142 dia p6s-Dx. Amostras de sangue
para sorologia foram coletadas no dia da primeira administracao
de Dx e novamente no 28° dia p6s-Dx.

Todos os procedimentos de manejo e experimentacao
animal foram realizados sob supervisao veterinaria, de acordo
com as recomendagdes do Comité Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA, lei 6.638, de 8 de maio de 1979). Os
experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica e
Experimentacdo Animal da UFSM (processo 23081-013798/
2006-04).

RESULTADOS

Mamilite aguda em ovelhas lactantes

A inoculacdo do BoHV-2 na pele do ubere e dos tetos
de 8 ovelhas lactantes resultou em mamilite clinica em
5 animais (Ovelhas 1, 2, 4, 7 e 8). Nenhum sinal de doen-
ca sistémica foi observado. O isolamento viral das lesbes
foi obtido apenas da ovelha 1, em dois dias consecutivos
(7° e 8° pi). Todas as ovelhas que desenvolveram lesdes
soroconverteram ao BoHV-2 e apresentaram titulos de 2-
32 no 28° pi. Duas das trés ovelhas que nao apresenta-
ram lesGes permaneceram soronegativas (Ovelhas 5 e 6)
e a terceira (Ovelha 3) desenvolveu titulo de 2 na SN.
Nenhum dos ovinos controles apresentou excre¢do viral,
lesédo ou soroconversao durante o experimento. Um resu-

Quadro 1. Dados virolégicos, clinicos e sorolégicos da
infeccao aguda em ovelhas lactantes inoculadas com o
BoHV-2 na pele do ubere e dos tetos

Animal Excrecao Sinais clinicos Titulos de SN
no. viralP Dias pi@ Dias pi
0-4 5 6 7 8 0 28
1 7@ - - ht%ed9pe hect hec <29 8
2 - - - h,e,p h,e,c hec <2 16
3 - - - - - - <2 2
4 - - - h,v" h,c c <2 2
5 - - - - - - <2 <2
6 - - - - - - <2 <2
7i - hp hp h,c S - <2 16
8 - - hp hepv hec hec <2 32
C1 - - - <2 <2
Cc2 - - - <2 <2

a Pés-inoculagédo, P Dia em que foi detectada a excregdo viral (dura-
¢40), ®hiperemia, 9edema, © papula, f crosta, 9 anticorpos neutralizantes
nao foram detectados na mais baixa diluig&o do soro (1:2), Nvesicula,
iovelhas submetidas a bidpsia. A identificacdo original (ntimero dos
brincos) dos animais era: brinco 108 (1), 116 (2), 118 (3), 138 (4), 159
(5), sem brinco (6), 126 (7) e 166 (8).

mo dos dados viroldgicos, clinicos e sorolégicos da in-
feccédo aguda pelo BoHV-2 esta apresentado no Quadro
1.

Cinco ovelhas inoculadas desenvolveram lesées cuta-
neas em um ou dois tetos ou no ubere. As lesdes iniciais
foram observadas entre os dias 4-5pi e se caracterizaram
por placas hiperémicas de 0,5-1,5cm em seu maior eixo.
Essas lesbes apresentaram uma pequena depressao cen-
tral vermelho-escura, que Ihes conferia um aspecto leve-
mente umbilicado (Fig.1). A progressao dessas lesdes era

o L

Fig.1. Infeccao experimental de ovelhas lactantes com o herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2). Teto da ovelha 7 com duas placas
hiperémicas e bem definidas, 6 dias pods-inoculacdo. Ha4 uma depressao central vermelho-escura que confere um aspecto

levemente umbilicado a lesao.

Fig.2. Infecgdo experimental de ovelhas lactantes com o herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2). Area erodida e bem delimitada,
circundada por uma area hiperémica que ocupa a maior parte do teto da Ovelha 1, 7 dias apds inoculagéo. Nessa fase tem

inicio a formagao de uma crosta.

Fig.3. Infeccao experimental de ovelhas lactantes com o herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2). Mesma lesédo mostrada na Fig.2, 12
dias pds-inoculagdo. A les@o ocupa aproximadamente dois tergos do teto e é caracteriza por extensa formagao de crosta.

Pesq. Vet. Bras. 28(1):87-94, janeiro 2008



Mamilite aguda em ovelhas lactantes inoculadas experimentalmente com o herpesvirus bovino 2 91

evidenciada por areas hiperémicas bem definidas, com
erosao e inicio de formagao de crostas (Fig.2). Em me-
nos de 24 horas, essas lesdes apresentaram ulceracéao e
extensa formacao de crostas (Fig.3). Vesiculas foram
observadas ocasionalmente. A gravidade das lesdes foi
maior nos dias 7-8pi e reduziu apos esse periodo. Algu-
mas crostas residuais circundadas por um halo vermelho
foram observadas até o 12° dia pi.

Os achados histolégicos variaram de acordo com a
evolucado das les6es. Na amostra de uma placa coletada
no 5° dia pi havia uma area focalmente extensa de necrose
de ceratindcitos separada do restante da epiderme por
uma fenda (necrdlise) (Fig.4). Em algumas areas do
epitélio eram observadas colegbes de neutrdfilos entre
os ceratindcitos (microabscessos de Munro). Circundan-
do a area de necrose havia um segmento de epitélio com
acentuada espongiose e degeneracao reticular dos
ceratindcitos. Numerosas células epiteliais sinciciais fo-
ram observadas associadas as lesbes (Fig.5) e havia
infiltrado inflamatério linfoplasmocitario perivascular leve
amoderado na derme. Numerosas inclusdes eosinofilicas
intranucleares (IEIN) intralesionais caracteristicas de
herpesvirus foram observadas em ceratindcitos, células
sinciciais e, ocasionalmente, em células inflamatdrias
(Fig.4 e 5). As lesdes observadas em uma amostra cole-
tada no 6° dia pi foram similares as descritas acima, po-
rém com extensas areas de erosao do epitélio cobertas
por restos celulares e lamelas de ceratina. Os ceratindcitos
remanescentes apresentaram degeneracao balonosa e
raras células sinciciais foram observadas. Ocasionais IEIN
podiam ser vistas nessa fase. Na derme havia areas
multifocais e coalescentes de acentuado infilirado infla-
matorio linfoplasmocitario. A lesdo observada no 82 dia pi

Fig.4. Infeccao experimental de ovelhas lactantes com o
herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2). Lesao desenvolvida pela
Ovelha 7, 6 dias apds inoculagdo. Ha uma area focalmente
extensa de necrose de ceratindécitos com formagéao de uma
fenda na jungdo dermoepidérmica, evidenciando um pro-
cesso de necrdlise. Numerosas inclusdes eosinofilicas
intranucleares caracteristicas de herpesvirus sdo observa-
das em células epiteliais (cabega de seta). HE, obj.20x.

herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2). Mesma lesdo mostra-
da na Fig.4. Sao observadas numerosas células epiteliais
formando sincicios (setas) que apresentam miriades de in-
clusdes eosinofilicas intranucleares (cabecas de seta). HE,
0bj.40x.

apresentou extensas areas de ulceracao do epitélio co-
bertas por extensa crosta serocelular. Havia raras IEIN e
infiltrado inflamatdrio linfoplasmocitario difuso na derme
superficial e profunda.

A MET de fragmentos coletados das lesdes das Ove-
Ihas 7 e 8 nos dias 6 e 8 pi revelou numerosas particulas
virais envelopadas com capsideo icosaédrico (morfologia
tipica de herpesvirus) na epiderme (Fig.6). O exame de
FA das amostras coletadas durante a bidpsia revelou
antigenos virais em células sinciciais. Dois cordeiros que
mamavam em ovelhas afetadas (Ovelhas 2 e 4) desen-
volveram lesdes exsudativas e erosivas nos labios. As
lesdes foram inicialmente observadas no 11° dia pi e per-

Fig.6. Infeccao experimental de ovelhas lactantes com o
herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2). Microscopia eletronica
de transmissao (MET) de uma lesdo desenvolvida no teto
da Ovelha 8, 6 dias apds a inoculagéo. H4 numerosas par-
ticulas virais com capsideo icosaédrico caracteristicas de
herpesvirus entre restos celulares. Microscopia eletronica,
barra=100nm.
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sistiram por 2-3 dias. Tentativas de isolamento viral des-
sas lesbes, no entanto, nao tiveram sucesso. Esses e
outros cordeiros lactentes em ovelhas afetadas nao soro-
converteram durante o experimento.

Infeccdo aguda pelo BoHV-2 em cordeiros

A inoculagéo do BoHV-2 no focinho dos cordeiros re-
sultou em replicacéo e disseminacao viral e desenvolvi-
mento de lesbes vesiculares e erosivas focais em sete
dos 10 ovinos (Quadro 2). Excregdo viral foi detectada
por meio do exame virologico de suabes coletados das
les@es entre os dias 2-8pi. Essas lesdes tiveram duracao
de 1-3 dias. Em todos os cordeiros foi observada secre-
cao nasal serosa entre os dias 2-6pi. Essa secrecdo apre-
sentou caracteristica mucosa ou mucopurulenta confor-
me a evolugéo da doenca. As lesbes foram caracteriza-
das por areas hiperémicas e vesiculares que progrediam
para erosdes exsudativas no epitélio do focinho. Em al-
guns cordeiros, as lesdes eram revestidas por fibrina. Os
sinais iniciaram por volta dos dias 3-4pi e evoluiram até o
8¢ dia pi, a partir do qual as les@es iniciaram a regressao.
Trés cordeiros inoculados (Ovinos 11, 12 e 13) desenvol-
veram leve descarga nasal. Nenhum sinal de doenca
sistémica foi observado nos cordeiros durante o experi-
mento e todos os animais inoculados soroconverteram
ao BoHV-2 e desenvolveram titulos que variaram de 2-8
no 28° dia pi.

Na tentativa de reativar uma suposta infecgéo latente,
os cordeiros inoculados foram tratados com Dx no 40° dia
pi € monitorados clinicamente nos dias seguintes. Nao foi
observada excrecao viral ou soroconversao apos o trata-
mento. Alguns cordeiros desenvolveram leve descarga

Quadro 2. Dados virologicos, clinicos e sorolégicos da
infeccdo aguda e apds administracao de dexametasona
em cordeiros inoculados com BoHV-2 nas narinas e
focinho

Animal Infeccdo aguda Apds Dx? (dia 40 piP)
no. Excrecdo Sinais Titulo na SN9 Excregdo Sinais Titulo na SN
viral® clinicos  (dias pi) viral  clinicos (pds-Dx)
0 28 0 28
11 - sn <2€ 4 - - 2 2
12 - snff <2 8 - sn 4 4
13 - sn <2 2 - sn 4 4
14 8(1) snyvdeh <2 2 - sn 2 2
15 52) snve <2 8 - sn 4 4
16 2(2) snyv,e <2 8 - - 8 8
17 2(3) snve <2 8 - sn 8 16
18 2(3) snyv,e <2 2 - sn 4 2
19 3(2) snve <2 8 - sn 8 16
20 3(1) snyv,e <2 8 - - 8 16
C1 - - <2 <2 - - <2 <2
c2 - - <2 <2 - - <2 <2

a Dexametasona, ° Pés-infecgao, ¢ Dia em que foi detectada a excre-
¢ao viral (duracdo), 9 Soroneutralizagdo, © Anticorpos neutralizantes
nao foram detectados na mais baixa dilui¢ao do soro (1:2), f secrecdo
nasal, 9 vesicula "eroséo. A identificacéo original (nimero dos brin-
cos) dos animais era: brinco 101 (11), 102 (12), 104 (13), 106 (14),
110 (15), 128 (16), 132 (17), 134 (18), 135 (19) e 137 (20).
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nasal serosa por 1-2 dias (Quadro 2). Os dois cordeiros
controle permaneceram sem sinais clinicos e soronegati-
vos durante todo o experimento.

A inoculagéo do BoHV-2 no focinho dos cordeiros re-
sultou em replicacdo aguda e excrecéo viral, e apareci-
mento de lesdes nos sitios de inoculagédo. Tentativas de
reativagdo viral com administragdo de Dx no 40° dia pi
nao tiveram resultados positivos.

DISCUSSAO

Neste trabalho foi descrita a reproducao experimental de
mamilite aguda em ovelhas lactantes apds a inoculagao
do BoHV-2 na pele levemente escoriada do ubere e dos
tetos. A inoculagéo do virus no focinho dos cordeiros, no
experimento paralelo, foi seguida de replicacdo e excre-
cao viral e desenvolvimento de lesbes vesiculares e
erosivas nos locais de inoculagdo. A susceptibilidade de
ovinos ao BoHV-2 indica o possivel uso dessa espécie
como modelo para o estudo de varios aspectos da infec-
céo e da doenca.

A rota natural de infecgéo pelo BoHV-2 em bovinos
nao foi ainda completamente estabelecida. Por esse mo-
tivo, a reproducéo da infeccao e doenca clinica geralmente
é realizada a partir de diferentes protocolos de inoculagéao
viral: (1) aplicagéao do virus na pele dos tetos intacta; (2)
inoculacao viral apés irritacdo com NaOH; (3) inoculacao
viral na pele apds escarificagao com lixa de papel; e (4)
inoculacao viral na pele exposta a radiacao ultravioleta
(Martin et al. 1969, Gibbs et al. 1973). Nenhum dos expe-
rimentos que usaram inoculacao na pele intacta resultou
em infeccdo ou lesdo, indicando que a pele intacta é uma
barreira eficiente contra a penetracéo do virus (Martin et
al. 1969). Inoculagao viral apds escarificagao cutanea com
agulha resultou em leve eritema e edema em alguns ani-
mais, porém néao levou a formag¢ao de vesiculas ou
soroconversao dos animais (Gibbs et al. 1973). Por outro
lado, a inoculacao intradérmica resultou em desenvolvi-
mento de lesdes classicas de BHM (Martin et al. 1969,
Gibbs et al. 1973). Essas observagoes indicam que a in-
feccao natural pode necessitar de lesdo cutanea prévia
para que o virus atinja as camadas profundas da derme e
produza doenca clinica.

Na tentativa de simular condi¢des naturais de leséo
cutanea e facilitar a penetracéo e replicacao do virus, as
ovelhas do presente experimento foram inoculadas apés
leve escarificagdo cutanea com esponja dspera de limpe-
za. Condi¢des naturais também foram simuladas pelo uso
de ovelhas lactantes em contato com seus cordeiros
lactentes. As lesdes desenvolvidas pelas ovelhas inocu-
ladas foram semelhantes (porém menos graves) as des-
critas em casos de infeccdo experimental e natural pelo
BoHV-2 (Martin et al. 1969, Gibbs et al. 1973, Westbury
1981, Lechtworth & LaDue 1982) e se caracterizaram por
eritema, placas, erosao ou ulceragao, exsudacao e for-
macéo de crostas. No entanto, o desenvolvimento de
vesiculas seguidas de ulceragéo foi observado em ape-
nas duas ovelhas. Esse achado tem sido descrito
frequentemente apds inoculacao intradérmica de BoHV-
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2 na pele dos tetos em bovinos (Martin et al. 1969, Gibbs
et al. 1973) e ovinos (Westbury 1981). Em muitos casos
naturais e experimentais, as lesdes eritematosas rapida-
mente ulceram e formam crostas, sem a formacao de
vesiculas (Martin et al. 1969, Lechtworth & LaDue 1982).
Contrastando com a rapida ulceragdo observada em ca-
s0s naturais e experimentais de infeccdo pelo BoHV-2,
as lesdes eritematosas do ubere e dos tetos das ovelhas
observadas no presente estudo desenvolveram depres-
séo central e formaram crostas em menos de 24 horas. O
exame histolégico demonstrou que as depressdes cen-
trais correspondiam a areas de necrose epidérmica. Acha-
dos similares relacionados a evolugao das lesdes foram
descritos em casos naturais de BHM (Lechtworth & LaDue
1982). No presente estudo, nao foram observadas ulce-
racoes profundas ou exsudagéo acentuada nos locais de
lesédo. Duas ovelhas inoculadas ndo soroconverteram ao
BoHV-2 e esse achado coincide com relatos anteriores,
nos quais vacas inoculadas na pele apds escarificacao
desenvolveram leve eritema, mas ndo soroconverteram
(Gibbs et al. 1973). Além de possiveis diferencas de sus-
ceptibilidade entre bovinos e ovinos, a rota de inoculagcéo
pode influenciar a evolugdo da doencga. A inoculagédo
intradérmica provavelmente possibilita que o virus alcan-
ce as camadas mais profundas da pele, se comparada
com a inoculagdo na superficie cutanea, permitindo altos
niveis de replicagéo viral e leséo tecidual.

O virus foi recuperado das lesbes de apenas uma ove-
Iha, durante o 7° e 8° dia pi. A rota de inoculacao e o sitio
de replicagédo podem explicar, parcialmente, a falha na
demonstragao de infectividade nas les6es na maioria das
ovelhas inoculadas. Em outros experimentos, o virus foi
recuperado do fluido vesicular apds aspiragédo com agu-
Iha (Martin et al. 1969) ou pressao dos suabes contra a
superficie das lesdes durante a fase exsudativa (Westbury
1981). No presente estudo as vesiculas eram pequenas
e rapidamente ulceraram e nao foi possivel colher o flui-
do.

Em contraste com a infreqliente recuperacao de virus
das lesdes desenvolvidas pelas ovelhas, o virus foi con-
sistentemente isolado durante trés dias das lesbes do fo-
cinho de sete dos 10 cordeiros inoculados. Observacdes
anteriores ndo apontam para diferencas de susceptibili-
dade a infeccao na pele de diferentes areas do corpo
(Martin et al. 1969), mas a estrutura de cada superficie
(epitélio ceratinizado versus epitélio de mucosas) e a na-
tureza das lesGes (Umida e exsudativa versus seca e
necrosante) podem explicar as diferencas observadas na
replicacédo e recuperacéo viral das ovelhas e cordeiros
inoculados. Outro fator que pode ter influenciado a
replicacao viral é a temperatura do tecido. Foi demons-
trado experimentalmente (Lechtworth & Carmichael 1984),
em vacas infectadas, que a temperatura local possui um
importante papel na patogénese da infec¢éo pelo BoHV-
2. Os niveis de replicacdo viral e quantidade de antigenos
virais e a gravidade e duracdo das lesdes foram
marcadamente maiores nas areas da pele mantidas en-

tre 3 e 9°C abaixo da temperatura corporal. Sob as cir-
cunstancias do presente experimento (com temperaturas
ambientais médias entre 15 e 20°C), diferencas que vari-
aram de 4-7°C entre narinas (27-31°C) e tetos (33,5-
35,5°C) foram observadas. Assim, além de diferencas na
estrutura e fisiologia das superficies inoculadas, é possi-
vel que variagbes de temperatura nos tecidos possam ter
influenciado a eficiéncia da replicagéo e recuperacao viral
nos locais inoculados (Ubere e tetos das ovelhas versus
focinho dos cordeiros).

A biologia da infecg¢ao latente pelo BoHV-2 é de dificil
caracterizacdo quando comparada a de outros alfaher-
pesvirus. Estudos experimentais que tentaram demons-
trar e caracterizar a infec¢ao latente pelo BoHV-2 resulta-
ram em achados conflitantes. Replicagcao e excrecao viral
apos tratamento com corticéides foram demonstradas em
bezerros, varios meses apds inoculagao intravenosa ou
intradérmica (Martin & Scott 1979, Castrucci et al. 1982).
Outros estudos falharam em induzir reativacao viral apds
administracao de corticoides (Probert & Povey 1975,
Castrucci et al. 1980) e em recuperar virus por meio de
explantes de mucosa nasal e ganglios de nervos sensori-
ais (Lechtworth & Carmichael 1980).

No presente estudo, nenhum dos cordeiros inocula-
dos excretou virus ou soroconverteu apds a administra-
cao de Dx. O protocolo do tratamento foi essencialmente
0 mesmo usado previamente para reativacdo do BoHV-5
em ovinos (Silva et al. 1999) e cabras (Diel et al. 2007) e
reativacdo do BoHV-1 e BoHV-5 em bezerros (Vogel et
al. 2003). A ndo reativagéo do virus nos cordeiros inocu-
lados sugere que a reativacao do BoHV-2 pode necessi-
tar de estimulos qualitativos e/ou quantitativos diferentes
daqueles usados para a reativacao de outros alfaherpes-
virus. O uso de protocolos alternativos para induzir
reativacdo viral e de técnicas mais sensiveis (por exem-
plo, PCR) para a deteccdo de DNA viral poderia contri-
buir para o entendimento da biologia da infeccao latente
pelo BoHV-2 e para a identificagao de sitios de laténcia
viral. O modelo animal proposto neste trabalho mostrou-
se adequado para estudos da biologia da infeccao latente
pelo BoHV-2. Como o virus parece replicar mais eficien-
temente no focinho, essa rota de inoculacao deveria ser a
selecionada para tal fim.

Os resultados destes experimentos contribuem para a
compreensao da patogénese da infeccao pelo BoHV-2 e,
talvez mais importante, abrem a perspectiva para o uso de
ovinos como modelo experimental para o estudo de varios
aspectos da infecgcao aguda e latente pelo BoHV-2.
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