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Herpesvirus bovino tipo 1: Topicos sobre a infecgdo e métodos de diagndstico !

Bovine herpervirus type 1: infection and diagnosis methods !
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Resumo: O herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) encontra-se amplamente disseminado em rebanhos de corte e leite,
determinando grandes prejuizos econdmicos a exploracdo pecuaria. A infeccao pelo BHV-1 pode comprometer os
tratos respiratério, genital, reprodutivo e nervoso e ocasionar uma ampla variedade de manifestag@es clinicas que séo
comuns a outras doengas infecto-parasitarias, inviabilizando o diagnéstico clinico conclusivo. Véarias metodologias
foram desenvolvidas para a realiza¢ao do diagnéstico laboratorial do BHV-1. Contudo, as técnicas sorolégicas tradicionais
sdo incapazes de diferenciar a soroconversao originada pela infeccdo natural daquela devido a vacinacao. Com isto, o
diagnostico conclusivo somente é possivel pela identificacdo do BHV-1 diretamente em amostras clinicas. O isolamento
viral em cultivo celular apresenta como desvantagem a necessidade da viabilidade da particula viral, 0 que em muitas
situacdes pode ocasionar uma reducdo na sensibilidade e especificidade da técnica. As técnicas de imunoperoxidase
e imunofluorescéncia, apesar de ndo exigirem a infecciosidade do virus, podem ser seriamente comprometidas caso
a integridade estrutural da particula ndo seja mantida. Atualmente a técnica da reacdo em cadeia pela polimerase esta
sendo universalmente adotada no diagnostico de diversas viroses, inclusive do BHV-1. Esta metodologia apresenta
como principais vantagens a ndo exigéncia da viabilidade da particula viral, alta sensibilidade / especificidade e rapidez
na obtencdo dos resultados.
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Abstract: Bovine herpervirus type 1 (BHV-1) is widespread in beef and dairy herds, causing great economic losses in
cattle breeding. Infections caused by BHV-1 involving the respiratory, genital, reproductive and nervous systems can
determine a wide variety of clinical manifestations wich are common on the other infectious and parasitic diseases.
Several methodologies have been developed for laboratory diagnosis of BHV-1. Traditional serological techniques are
unable to diferentiate animals exposed to the virus strains in the vaccine from those seropositives by natural exposure to
the field strains. Thus the diagnosis can only be conclusive by detecting BHV-1 directly in clinical samples. Virus isolation
has the disadvantage of requering viability in the viral particle, which in many situations may reduce the sensitivity and
specificity of the technique. The immunoperoxidase and immunofluorescent techniques, although they do not require the
infectiousness of the virus, can be seriously compromised if the structural integrity of the viral particle is not maintained.
Currently the polymerase chain reaction assay is being universally adopted in the diagnosis of many virus, including
BHV-1. This methodology has the advantage of not requiring the viral particle viability while providing high sensitivity and
specificity and fast results.
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propriedades antigénicas, moleculares e funcéo biol6-
gica nos processos de interacdo com a célula hospe-
deira e de replicacao (SCHWYZER; ACKERMANN, 1996).

1 Etiologia

O herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) encontra-se am-
plamente disseminado, determinando grandes prejuizos

econdmicos aos paises que exploram a bovinocultura
como atividade econémica (KIRKBRIDE, 1985).

O BHV-1 pertence a familia Herpesviridae, sub-familia
Alphaherpesvirinae. A particula viral tem entre 70 a 110
nm de diametro e é constituida por um capsideo icosaé-
drico, envelope glicoproteico e genoma DNA linear de
fita dupla (FENNER, 1987).

O envelope viral € composto por dez glicoproteinas,
denominadas gB, gC, gD, gE, gl, gH, gL, gG, gK e gM.
As glicoproteinas do BHV-1 diferenciam-se em suas

Trés glicoproteinas do envelope, devido a sua locali-
zagao e funcéo biolégica, possuem grande potencial
imunogénico. A gB é a mais imunogénica e, durante a
replicacdo viral, esta envolvida nas etapas de adsor¢éo,
penetracdo e fuséo celular (VAN DRUNEN LITTEL — VAN
DER HURK et al., 1990). A gC é muito importante na
indug&o de anticorpos neutralizantes, sendo-lhe atribuida
a funcdo de adsorcdo do virus a célula hospedeira
(OKAZAKI et al., 1987). A gD é uma glicoproteina essen-
cial para a replicacdo viral e sugere-se que também
esteja envolvida na adsorcéo, penetracao e fusdo celular
(FEHLER et al., 1992).

* Apoio Financeiro: CNPq, CAPES e CPG/UEL

2 Aluna do Programa de Pés-graduacao (nivel: Mestrado) em Sanidade Animal / UEL
3 Laboratério de Virologia Animal, Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Agrarias, Universidade Estadual

de Londrina. e-mail: <alfieri@uel.br>

Semina: Ci. Agrérias, Londrina, v. 22, n.2, p. 203-209, jul./dez. 2001

203



Outra proteina constituinte do BHV-1 € a timidina
kinase. Embora esta enzima nado seja de fundamental
importancia para a replica¢éo do virus em cultivo celular,
atribui-se a ela o0 envolvimento no processo de reativacéo
do BHV-1 em estado de laténcia (SCHWYZER,;
ACKERMANN, 1996).

2 Sinais Clinicos

A infeccdo determinada pelo BHV-1 afeta principal-
mente os tratos respiratorio e genital dos bovinos e pode
ser subdividida em duas entidades clinicas denominadas
Rinotraqueite Infecciosa Bovina (IBR) e Vulvovaginite/
Balanopostite Pustular Infecciosa (IPV/IPB) (GIBBS;
RWEYEMANN, 1977).

A forma respiratOria caracteriza-se por aumento da
temperatura corporal, hiperemia das mucosas, rinite,
dispnéia, corrimento nasal seroso, lesées erosivas na
mucosa nasal e, ocasionalmente, pneumonia. A taxa
de mortalidade € baixa mas podem ocorrer complica-
¢bes em decorréncia de infec¢des bacterianas secun-
darias ou de outras infeccBes virais superpostas
(KAHRS, 1977; WYLER et al., 1989).

Em fémeas, a forma genital manifesta-se clinica-
mente pelo aparecimento de pequenas vesiculas de 1
a 2 mm de didmetro que evoluem para pustulas e
erosdes localizadas na vulva e vagina. O epitélio vulvar
apresenta-se edemaciado, hiperémico e com secre¢ao
gue pode tornar-se mucopurulenta devido a contami-
nacao bacteriana secundéaria. Em touros, lesées simila-
res sdo encontradas no prepucio e pénis (GIBBS;
RWEYEMANN, 1977; WYLER et al., 1989).

Entretanto, IBR e IPV ndo s&o as Unicas formas de
manifestacédo clinica das infeccbes pelo BHV-1. Tanto
em rebanhos de corte quanto de leite também podem
ocorrer quadros clinicos de conjuntivite, enterite, encefa-
lite e disturbios reprodutivos. Estes sao caracterizados
por mortalidade embrionaria precoce e/ou tardia, com
repeti¢bes de cios a intervalos regulares e/ou irregulares;
mortalidade fetal com aborto; natimortos; mortalidade
neonatal e infertilidade (KARHS, 1977; STRAUB, 1991).

O BHV-1 pode ser classificado em sub-tipos, sendo
0 BHV-1.1 (IBR-like) relacionado com problemas respi-
ratorios, reprodutivos e casos de conjuntivite. O BHV-
1.2, e BHV-1.2, (IPV-like) sdo mais freqlientes em
infecgdes relacionadas com o trato genital. O BHV-1.3,
e 0 BHV-1.3_, atualmente reclassificados como BHV-5,
determina sintomatologia nervosa em bezerros e animais
adultos sendo responsavel pelo quadro clinico de
meningoencefalite (PAULI et al., 1981; ROEHE et al.,
1997).

3 Transmissao

A transmisséo do BHV-1 pode ocorrer por inalacao
de aeross0is contaminados ou por contato direto com
secre¢Oes nasais de animais infectados. Ambas as
formas de transmisséo sdo consideradas importantes
na disseminagdo do virus em rebanhos criados sob
condic¢des confinadas (VAN DONKERSGOED; BABIUK,
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1991). A transmisséao indireta ocorre principalmente pela
ingestéo de 4gua e alimentos contaminados e pelo uso,
nas coletas de sémen, de vaginas artificiais contamina-
das (ENGELS; ACKERMANN, 1996).

Outra forma de transmisséo é a venérea, pela monta
natural e/ou inseminacgéo artificial (1A) onde, nesta
Ultima, o sémen desempenha papel fundamental na
cadeia epidemioldgica (PHILPOTT, 1993). O sémen
geralmente é contaminado durante a ejaculagéo, por
contato com o virus presente na mucosa prepucial.
Vérios estudos demonstram que muitos patégenos
presentes no sémen podem manter-se viaveis frente ao
processo de congelamento, tornando a pratica da 1A
uma possivel veiculadora de doencas no rebanho
(EAGLESOME; GARCIA, 1992). A IA de vacas com sémen
contaminado pelo BHV-1 reduz a taxa de concepgéo e
pode causar infertilidade, endometrite, aborto e o desen-
volvimento anormal do feto (ELAZHARY et al., 1980;
WYLER et al., 1989).

Uma das principais conseqiiéncias resultantes da
primo-infec¢@o pelo BHV-1 é a capacidade do virus
permanecer em estado de laténcia, mantendo-se em
ganglios periféricos sem se replicar e persistindo por
toda a vida do animal (ACKERMANN; WYLER, 1984).
Este mecanismo justifica os periodos de reexcrecao
viral, acompanhados ou ndo de sinais clinicos, de forma
que os animais uma vez infectados pelo BHV-1 serdo
portadores do virus e potenciais disseminadores da
doenca no rebanho por toda a vida produtiva (STRAUB,
1990). O mecanismo de indugao da laténcia viral ainda
n&o € totalmente conhecido, porém sabe-se que durante
areativacdo o BHV-1 € transportado via nervosa, a partir
dos géanglios periféricos, retornando ao foco primario
dainfeccdo. Neste local ocorre replicacéo e eliminagcéo
viral. Casos de reativacdo do BHV-1 foram observados
em animais submetidos ao tratamento com corticoste-
réides ou a condicdes variadas de estresse (DENNET
et al., 1976). Durante o periodo de laténcia ndo séo
sintetizadas proteinas virais. Conseqiientemente, devido
anao apresentacéo de antigenos do BHV-1 ao sistema
imunolégico, pode ocorrer decréscimo no titulo de anti-
corpos neutralizantes (ACKERMANN et al., 1982).

A introdugcdo do BHV-1 em rebanhos bovinos
determina prejuizos econdmicos significativos que séo
representados por alteracdes em todos os indices indi-
cativos de eficiéncia reprodutiva do rebanho. Sao parti-
cularmente comprometidos: i) intervalo entre-partos; ii)
namero de doses de sémen e/ou nimero de servigos
por prenhez positiva, iii) taxa de concepcao; iv) taxa de
mortalidade embrionaria precoce e/ou tardia; v) percenta-
gem de abortos, natimortos e mortalidade neonatal; vi)
peso ao nascer; vii) frequiéncia de endometrites; entre
outros. Também devem ser incluidos em uma andlise
dos prejuizos econdmicos decorrentes da infeccdo em
um rebanho soronegativo os custos referentes a reducao
na producéo de leite; perda de peso; tratamento dos
animais com sinais clinicos, em especial 0os que com-
prometem o sistema respiratério; eventuais ébitos; além
do aumento das despesas com mao de obra, assisténcia
técnica, diagnadstico e profilaxia (WYLER et al., 1989).
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4 Epidemiologia

O BHV-1 esté presente em rebanhos bovinos de
praticamente todo o mundo (GIBBS; RWEYEMANN,
1977). Na maioria dos paises europeus, a situagao é
endémica e as taxas de infeccdo descritas sdo muito
variaveis. Na Gra-Bretanha o percentual de rebanhos
soropositivos alcanca 40 a 50% e na Bélgica, 62%.
Por outro lado, Dinamarca e Suica, devido a baixa
freqiiéncia de animais soropositivos e a implementacgao
de um rigido programa de erradicacéo, com o sacrificio
dos animais portadores, conseguiram obter a condicao
de paises livres do BHV-1 (ACKERMANN et al., 1990).
Na América do Norte a infeccé@o apresenta carater endé-
mico sendo que os sinais clinicos sé@o controlados por
meio de programas de vacinagdo. No Canadéa foram
descritas taxas de 37,8% e 59,5 % de animais e de
rebanhos, respectivamente, infectados pelo BHV-1 e
programas imunoprofilaticos s&o de uso rotineiro neste
pais (DURHAM; HASSARD, 1990).

No Brasil, dados regionais, obtidos a partir de levan-
tamentos soroldgicos, revelam a expressiva dissemina-
¢do do virus em rebanhos de corte e leite. Mueller et al.
(1981) encontraram 42,2% de animais reagentes no
Estado de S&o Paulo. No Rio Grande do Sul foram des-
critas taxas de soropositividade de 81,7% (RAVAZZOLO
etal., 1989) e 71,3 % (VIDOR et al., 1995).

Em um amplo estudo da freqiiéncia de ocorréncia
de IBR no Brasil a presenca de anticorpos anti-BHV-1
foi pesquisada em 21.062 amostras de soros de fé-
meas bovinas de 1.992 rebanhos n&o vacinados contra
IBR e com histdrico de problemas reprodutivos. As
amostras, colhidas no periodo de janeiro de 1997 a
dezembro de 1998 em 21 estados brasileiros, foram
analisadas pelo teste de ELISA (HerdChecka, Idexx
Laboratories, EUA). Em 13.541 (64,3%) amostras
analisadas foram identificados anticorpos anti-BHV-1.
Animais soropositivos foram encontrados em 1.886
(94,7%) rebanhos e em todos os 21 estados da federa-
¢do incluidos no estudo (RICHTZENHAIN et al., 1999).

No Estado do Parana, Médici et al. (2000), também
trabalhando em rebanhos com problemas reprodutivos,
relataram que 41,9% das amostras de soro e 90,5% dos
rebanhos de aptid&o leiteira avaliados foram positivos
para o BHV-1. Em rebanhos de corte, a frequéncia de
animais soropositivos e de rebanhos infectados foi de
50,8% e 100%, respectivamente.

No Laboratério de Virologia Animal da Universidade
Estadual de Londrina, no periodo de 1995 a 2001, testes
sorolégicos (ELISA e soroneutralizacao) para o diag-
noéstico da infec¢do pelo BHV-1 foram realizados em
26.441 amostras de soros sangiineos de rebanhos
bovinos de corte e de leite ndo vacinados contra IBR e
com histoérico de problemas reprodutivos. As amostras
foram provenientes dos Estados do Parana, Sao Paulo,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e Rondonia.
A Tabela 1 apresenta a frequéncia de ocorréncia de
animais soropositivos distribuida por Estado da Federa-
¢ao (ALFIERI, dados néo publicados).
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Tabela 1 — Freqiiéncia de ocorréncia de diagnostico sorologico do
BHV-1 em bovinos adultos nao vacinados contra a IBR e com
histérico de problemas reprodutivos, Brasil, 1995-2001.

5 Diagnostico

A diversidade dos sinais clinicos, bem como a pre-
senca dos mesmos sinais em outras doencas infeccio-
sas e parasitarias, ndo permite a elaboracao de um
diagnéstico clinico conclusivo da infecgéo ocasionada
pelo BHV-1. Até mesmo nos casos de vulvovaginite, onde
as lesdes séo caracteristicas, o diagndéstico € apenas
presuntivo. Nesta forma de apresentacéo clinica é
necessario, em particular, realizar o diagnostico diferencial
dasinfec¢des ocasionadas por Micoplasma bovigenitalium
e Ureaplasma diversum que sao responsaveis por vulvo-
-vaginite granular (RUHNKE et al., 1984).

Nos quadros clinicos que envolvem o sistema respira-
tério é importante diferenciar a infecgdo pelo BHV-1
daquelas ocasionadas por outros patdgenos que estao
agrupados no Complexo Respiratério Bovino, como o
virus respiratorio sincicial bovino (BRSV), virus da diarréia
viral bovina (BVDV), virus parainfluenza tipo 3 (PI-3) e
bactérias do género Pasteurella (OBANDO et al., 1999).

Nos casos de encefalites (BHV-5), devem ser des-
cartadas outras infec¢des e/ou patologias que compro-
metem o sistema nervoso central de bovinos como o virus
da raiva, babesiose cerebral, enterotoxemia, toxinfec-
¢Oes, intoxicacao por plantas toxicas, uréia, chumbo,
acidentes ofidicos e encefalopatia espongiforme bovina
(SANCHES et al., 2000).

Nos distirbios reprodutivos ocasionados pelo BHV-
1 o diagndstico clinico é praticamente impossivel. O
aborto, considerado a manifestacdo clinica mais evi-
dente dainfec¢éo deve ainda ser diferenciado de outras
causas infecciosas como a brucelose, leptospirose,
campilobacteriose, neosporose, tricomonose e de infec-
¢Bes ocasionadas pelo virus da diarréia viral bovina e
por micoplasmas. Causas néo infecciosas relaciona-
das ao manejo (estresse térmico), endotoxinas, corticos-
teréides exdgenos, desordens genéticas e/ou nutricio-
nais, teratogenia, plantas téxicas, micotoxinas (zearale-
nona), entre outras causas, também devem ser inclui-
das no diagnostico diferencial (LARSON, 1996).

O histérico sanitario do rebanho, relacionado com
as taxas de produtividade, programas de vacinacao e
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manejo alimentar, pode ter fundamental importancia na
elaboracéo do diagnéstico. Porém, somente com o apoio
de técnicas laboratoriais o diagnéstico do BHV-1 é
conclusivo.

O diagnostico laboratorial da infecgéo pelo BHV-1
pode ser etioldgico ou soroldgico. Atualmente as técnicas
sorolégicas mais utilizadas na detecgdo de anticorpos
especificos incluem a soroneutralizacado (SN) e os
ensaios imunoenzimaticos (ELISA). Para minimizar o
risco da introdug&o de animais infectados em rebanhos
ou em centrais de inseminacgéo, livres do BHV-1, 0s
testes soroldgicos devem ser sensiveis o suficiente para
evitar resultados falso-negativos, principalmente quando
os titulos de anticorpos especificos para o virus sao
baixos. A detec¢do de animais portadores do virus em
laténcia também é de extrema importancia nos progra-
mas de controle e erradicacéo da doenga e, em algumas
situagdes, essa identificacdo ndo é possivel de ser reali-
zada por meio de métodos soroldgicos tradicionais uma
vez que 0s animais podem apresentar baixo titulo de
anticorpos para 0 BHV-1.

A técnica de soroneutralizacéo (SN), pela dependén-
cia da manutencéo de linhagens celulares, é onerosa.
Devido a menor sensibilidade com relacao a técnica de
ELISA a SN pode ainda ndo detectar anticorpos em alguns
animais que apresentem ainfecgéo viral em estado de
laténcia prolongada ou nagueles recentemente infectados.
Nestas duas situacdes os animais podem apresentar
titulos basais de anticorpos neutralizantes que ndo séo
detectaveis por meio deste procedimento sorolégico,
originando com isto resultados falso-negativos (WYLER
etal., 1989).

Kramps et al. (1994) demonstraram que o teste de
ELISA, empregado na deteccdo de anticorpos neutrali-
zantes da glicoproteina gB do BHV-1, foi mais sensivel
gue a técnica de soroneutralizacéo, tendo sido capaz
de detectar baixo titulo de anticorpos em animais
inoculados experimentalmente.

Em trabalhos posteriores, devido as divergéncias nos
resultados entre os testes de soroneutraliza¢éo, ELISA
e de imunofluorescéncia indireta, Kramps et al. (1996),
demonstraram a necessidade de uma padronizacdo
efetiva dos testes sorolégicos para a identificacéo de
animais com titulos limiares de anticorpos para o BHV-1.

Entretanto, as técnicas de soroneutralizagéo e ELISA
podem ser inviabilizadas como recurso diagnéstico em
rebanhos que adotam a vacinagéo profilatica. Embora
sejam importantes na identificacdo de animais que
foram expostos ao virus, e consequentemente apresen-
tam conversao soroldgica, estas metodologias sédo
incapazes de diferenciar os titulos provenientes da expo-
sicdo ao virus vacinal daqueles oriundos da exposicao
natural ao virus de campo.

Desta forma, o diagnéstico da infec¢ao pelo BHV-1
somente é conclusivo mediante a elaboracdo de
metodologias que possibilitem o diagndstico etioldgico.
Para isto podem ser utilizadas técnicas que identifi-
quem: i) a particula viral, como o isolamento do virus
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em cultivo celular e a microscopia eletronica; ii) os
antigenos virais, por meio de técnicas como imunofluo-
rescéncia, imunoperoxidase e ELISA diretos; iii) 0 genoma
viral, por técnicas moleculares como a hibridizacao e a
reacao em cadeia pela polimerase (WYLER et al., 1989).

O isolamento do BHV-1 em cultivo celular é conside-
rado o método de diagnéstico etioldégico padréo.
Entretanto, € uma técnica laboriosa, de custo elevado
e dispendiosa em relacao ao tempo dedicado para a
sua elaboracdo. Esta metodologia apresenta ainda
como desvantagem a necessidade de material clinico
bem conservado, j& que a técnica exige a presenca de
particulas virais viaveis, ou seja, infectantes. Nos abortos
comprovadamente ocasionados pelo BHV-1 em somente
40% dos casos foi possivel o isolamento viral. Isto ocorre
principalmente devido as oscilagfes de temperatura,
as quais o virus € labil, inviabilizando o isolamento pela
perda da infecciosidade da particula viral (KIRKBRIDE,
1992). O tempo exigido para a obtencao de resultados
€ outra desvantagem da técnica pois sao necessarios,
no minimo, de 14 a 28 dias para a conclusédo do
diagnastico.

O atraso no transito das amostras biolégicas do
campo até o laboratdrio, associado as mas condicdes
de estocagem do material, séo condicdes incompativeis
com esse procedimento diagnéstico, uma vez que as
particulas virais devem permanecer viaveis e, conse-
guentemente, infectivas. Alguns tecidos contém ainda
enzimas que sao toxicas para o cultivo de células e,
adicionalmente, podem conter inibidores que interferem
no processo de isolamento viral (EDWARDS et al.,
1983).

O isolamento do BHV-1 a partir de amostra de sémen
também pode ser de dificil realiza¢&o devido, principal-
mente, & toxicidade natural do plasma seminal sobre a
monocamada celular (KAHRS, 1977; SCHULTZ et al.,
1982).

As técnicas de imunoperoxidase e imunofluorescén-
cia, apesar de ndo exigirem a infecciosidade da particula
viral, também podem ser seriamente comprometidas
pelas mas condicdes de transporte e estocagem citadas
anteriormente. Isto ocorre porque tais metodologias,
para o sucesso do diagnostico, exigem fundamental-
mente a integridade estrutural da particula e das proteinas
virais. Outro fator limitante € o método de preparo do
esfregaco celular que exige um nimero de células
adequado para a leitura das laminas e também a disponi-
bilidade de um anti-soro detector de boa qualidade.

A técnica de imunofluorescéncia requer um grande
namero de células infectadas pelo virus e um técnico
experiente para realizar a leitura das laminas, incluindo
também a boa qualidade dos reagentes que nao séo
facilmente disponiveis. Reacdes inespecificas podem
ocorrer em tecidos autolisados ou em tecidos com
contaminacgao bacteriana secundaria. Edwards et al.
(1983) verificaram que a leitura das laminas teve um
resultado satisfatério e de confiabilidade por um prazo
méaximo de trés dias de estocagem do material. Apés
esse periodo houve uma progressiva destruicdo da
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arquitetura celular e redugéo acentuada no nimero de
células integras no esfregaco.

Outro método de diagnéstico direto € o teste de
ELISA. Collins et al. (1988) desenvolveram um sistema
de ELISA de captura de antigeno para a detecgéo do
BHV-1 utilizando swabs nasais de animais infectados.
Apesar da alta especificidade, o teste revelou ser pouco
sensivel, incapaz de detectar titulos virais inferiores a
1x10° TCID,,.

Diante destes inconvenientes e da necessidade do
desenvolvimento de um método de diagndstico mais
especifico, sensivel e rapido foram desenvolvidas
técnicas moleculares para a detec¢do do genoma do
BHV-1 diretamente em amostras clinicas. Inicialmente
foram empregadas as técnicas de hibridizagdo, que
consistem basicamente em detectar seqiiéncias alvo
do DNA viral por meio de sondas (probes) ligadas a
marcadores. Embora seja um método altamente especi-
fico, a hibridizacao também pode falhar na deteccao de
animais com baixo titulo viral, como ocorre nos casos de
infecgdo latente (BELAK; BALLAGI-PORDANY, 1993;
VILCEK et al., 1994).

Com isto, uma técnica de amplificacédo, a reacao
em cadeia pela polimerase (PCR) esta sendo muito
utilizada como método diagndstico, cujo principio baseia-
se fundamentalmente na simulacéo e repeticéo seriada
de processos celulares in vitro, para a sintese exponen-
cial de sequéncias de DNA (Mc PHERSON et al., 1994).

Entre as vantagens da técnica de PCR esta incluida
a ampla variedade de amostras biolégicas que podem
ser utilizadas no diagnéstico, tais como: fragmentos
de tecidos de feto abortado, sistema nervoso central,
secrecdes, sémen e cultura de tecidos, contendo parti-
culas virais viaveis e ndo viaveis. A técnica de PCR
possibilita a detec¢édo de particulas virais ndo infec-
tantes, pois a analise é feita por meio da identificacéo
do genoma viral (HAYDEN et al., 1991; BELAK; BALLAGI-
PORDANY, 1993).

Portanto, o impacto causado pelo atraso no transito
das amostras até o laboratério e pela condicdo
inapropriada de transporte e/ou estocagem € considera-
velmente inferior quando comparado aos demais
métodos de diagndstico direto citados anteriormente.
Além disso, resultados conclusivos podem ser obtidos
em poucas horas, revelando também ser um método
altamente sensivel e especifico (ERLICH et al., 1991).

O emprego da técnica de PCR também tem contri-
buido para elucidar a patogenia da infec¢éo pelo BHV-
1. Mweene et al. (1996) identificaram os sitios de laténcia
do virus em animais experimentalmente infectados,
sendo o DNA isolado e amplificado a partir do ganglio
trigémio, ovario, pulméo, mucosas nasal e traqueal,
baco, nédulos linfaticos pré-escapular e pré-crural e de
leucécitos.

Como o BHV-1 é eliminado de forma intermitente no
fluido seminal a técnica de PCR também pode ser
empregada efetivamente como um método de monito-
ramento e de controle da qualidade do sémen de bovinos
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soropositivos e, conseqiientemente, portadores do virus.
Esse procedimento permite a manutencdo, em regime
de colheita de sémen, de animais de alto valor zootécnico
soropositivos para 0 BHV-1 e, principalmente, minimiza
0s riscos de transmissdo da doenca em centrais de
coleta de sémen (GEE et al., 1996).

A eficacia da PCR na detec¢do do BHV-1 em
amostras clinicas, naturalmente ou artificialmente infec-
tadas, tem sido descrita. Com freqiiéncia séo realizadas
amplificacBes de regides conservadas dos genes que
codificam: i) a glicoproteina B (VILCEK et al., 1994; MASRI
et al., 1996; MWEENE et al., 1996; SANTURDE et al.,
1996; KATARIA et al., 1997; ROCHA et al., 1998); ii) a
glicoproteina C (VAN ENGELENBURG et al., 1993;
KATARIA et al., 1997); iii) a glicoproteina D (WEIDMANN
et al., 1993; GEE et al., 1996; WAGTER et al., 1996;
ZHOU et al., 1999); e iv) a timidina kinase (KIBENGE et
al., 1994; YASON et al., 1995; MOORE et al., 2000).

Trabalhos comparativos com outras metodologias
de diagndstico comprovam a eficiéncia da PCR na iden-
tificacdo de animais infectados pelo BHV-1. Xia et al.
(1995), demonstraram que a PCR, associada a técnica
de Southern Blot, foi 100 vezes mais sensivel do que o
isolamento viral em cultivo celular. Resultados seme-
Ihantes foram obtidos por Van Engelenburg et al. (1995)
gue identificaram 0 BHV-1 no sémen por um maior periodo
de tempo apés a infec¢do ou a reativagéo do virus.

A técnica de PCR também foi capaz de detectar o
BHV-1 precocemente, a partir do quarto dia pos-infecgao,
antes mesmo do aparecimento de anticorpos detecta-
veis pelos procedimentos sorolégicos tradicionais
(MASRI et al., 1996).

Outra importante vantagem relacionada a técnica
de PCR é a possibilidade da identificacéo dos subtipos
virais que pode ser obtida pela: i) analise do perfil de
restricdo do produto amplificado ap6s a digestdo com
enzimas de restricdo; ii) Southern blotting utilizando
sondas (probes) especificas; e iii) seqlienciamento
gendmico (MILLER et al., 1988; d'OFFAY et al., 1993;
XIA et al., 1995). A caracterizacdo dos sub-tipos virais
circulantes em uma regiéo e/ou periodo pode contribuir
significativamente com estudos de carater epidemiolo-
gico, antigénico e molecular do BHV-1. Estes estudos
apresentam grande impacto nas condutas de diagnds-
tico, controle e profilaxia desta importante virose dos
bovinos.
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