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RESUMO 

O conhecimento das enfermidades que acometem bovinos é de extrema importância, as 

doenças de manifestação neurológica são frequentes e causadas por vários agentes, o 

Herpesvírus bovino tipo 5 ( BoHV – 5 ) é um vírus que provoca neuropatia em bovinos, 

latência no sistema nervoso central (SNC) e manifestação clínica em períodos de estresse. 

Objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorrência da infecção pelo BoHV-5 em bovinos 

pela reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) com base na utilização de dois 

protocolos e analisar os achados histopatológicos de amostras de sistema nervoso central de 

bovinos. Foram obtidas 48 amostras de SNC de bovinos, constituídas por encéfalo, cerebelo, 

tronco encefálico e medula, procedentes de três matadouros localizados nas cidades de 

Ouricuri, Bodocó e Exu, Sertão do Araripe, Pernambuco. Na análise molecular foram 

utilizados dois protocolos com diferentes primers. Com os iniciadores utilizados no protocolo 

1 obteve-se 29,16% (14/48) das amostras positivas, no entanto, os iniciadores utilizados no 

protocolo 2, resultaram em picos bem definidos no controle positivo e todas as amostras 

resultaram negativas pela qPCR. Com base na análise histopatológica do SNC das amostras 

provenientes de bovinos do matadouro de Ouricuri-PE evidenciou-se as seguintes lesões: 

infiltrado linfocitário 90% (18/20), gliose 80% (16/20), neuronofagia 80% (16/20), edema 

70% (14/20), macrófagos 65% (13/20), congestão 65% (13/20), desmielinização 45% (9/20), 

hemorragias 35% (7/20), necrose 15% (3/20), células gitter 5% (1/20), espongiose 5% (1/20) 

e manguito perivascular 5% (1/20). Em decorrência da diversidade de patógenos e 

similaridade das enfermidades neurológicas em bovinos, o uso de primers que apresentem 

poucas reações cruzadas (dímeros) é fundamental para a eficiência e o êxito do diagnóstico na 

qPCR frente ao BoHV-5. 

 

Palavras-chave: Biologia molecular. Encefalite. Herpesvirose. Histopatologia. Ruminantes.  

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT  

The knowledge of diseases that affect cattle is extremely important, the neurological 

manifestation of disease are frequent and caused by various agents , the Bovine herpesvirus 

type 5 ( BoHV - 5 ) is a virus that causes neuropathy in cattle , latency in the central nervous 

system ( SNC) and clinical manifestation in periods of stress. The object of the study was to 

research the DNA presence of Herpesvirus Type 5 in cattle through the Real Time 

Polymerase Chain Reaction (qPCR) based upon the utilization of two protocols and analyze 

the histopathological findings in samples of the cattle central nervous system. Forty-eight (48) 

cattle samples of the central nervous system samples were obtained comprised of brain, 

cerebellum, brain stem and spinal cord derived from three slaughterhouses located in the 

cities of Ouricuri, Bodocó and Exú, Araripe Wilderness in the state of Pernambuco. Under 

molecular analysis the efficiency of the protocols was compared using the following primers. 

With the primers used in protocol 1 there was obtained 29.16% (14/48) of the positive 

samples, however, the utilized primers in protocol 2 resulted in well defined peaks with 

regard to positivity of the positive controls and all of the samples were negative toward the 

qPCR. Based on histopathology analysis of central nervous system samples from Ouricuri-PE 

the following lesions became evident: lymphocytic infiltrate 90% (18/20), gliosis 80% 

(16/20), neuronophagia 80% (16/20), edema 70% (14/20), macrophages 65% (13/20), 

congestion 65% (13/20), demyelination 45% (9/20), bleeding 35% (7/20), necrosis 15% 

(3/20), gitter cell 5% (1/20), spongiosis 5% (1/20) and perivascular cuff 5% (1/20). As a result 

of the diversity of pathogens and similarity of neurological diseases in cattle the use of 

primers that present few crossed reactions (dimers) is fundamental for the efficiency and 

success of the qPCR against BoHV – 5. 

 

Keywords: Molecular biology. Encephalitis. Herpes virus. Histopathology. Ruminants. 
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1 INTRODUÇÃO 

A bovinocultura é uma atividade de grande importância econômica no Brasil, 

ocupando a segunda posição no ranking mundial, sendo antecedido pela Índia (USDA, 

2010). Em 2011, a criação de bovinos apresentou um aumento de 1,6% em relação a 

2010 (209,5 milhões), totalizando um efetivo de aproximadamente 212,8 milhões de 

cabeças (IBGE, 2011). A região Nordeste, por sua vez, registrou uma queda no seu 

efetivo totalizando 28.244 milhões de cabeças em 2012, fato justificado pela seca 

prolongada que resultou na perda de inúmeros plantéis, sendo Pernambuco o principal 

estado atingido (IBGE, 2013). 

Somando-se as perdas ocorridas pelas intempéries climáticas, as enfermidades de 

ordem geral determinam prejuízos. Neste contexto destacam-se nos bovinos os 

distúrbios de ordem neurológica que abrangem um grupo de enfermidades consideradas 

de importância, quer seja pelos aspectos que envolvem a saúde pública ou pelas 

expressivas perdas econômicas que ocasionam. Em decorrência de sinais clínicos 

semelhantes, são aspectos importantes para o diagnóstico das neuropatias: a frequência 

da doença e o estudo epidemiológico (AQUINO NETO et al., 2009). 

O Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) durante a década de 

80 elaborou dois programas direcionados a vigilância e notificação das neuropatias em 

bovinos no Brasil, essas ações ocorreram em virtude do surgimento da encefalite 

espongiforme bovina na Europa, nesse período o MAPA criou Programa de Vigilância 

das Encefalopatias Espongiformes em Ruminantes, o Programa Nacional de Controle de 

Raiva em Herbívoros e em decorrência da Raiva ser a principal neuropatia notificada no 

Brasil (WELLS et al., 1987, SANCHES et al., 2000; BARROS et al., 2003; BARROS 

et al., 2006). No Brasil as principais enfermidades notificadas que afetam o SNC de 

bovinos são a raiva, e a meningoencefalite por herpesvírus bovino -5 (BoHV-5) e a 

febre catarral maligna (FCM). 

Os herpesvírus são heterogêneos, não diferenciados morfologicamente pela 

microscopia eletrônica e podem replicar-se em diferentes tecidos como o nervoso, 

glandular, linfoide e órgãos parenquimatosos (STRAUB, 1982). Os herpesvírus 

possuem uma alta especificidade com seus hospedeiros, o que indica que o vírus possa 

ter evoluído juntamente com seus hospedeiros (THIRY et al., 2007). Para explicar o 

surgimento e a adaptação do BoHV- 5 à espécie bovina foram formuladas várias 
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hipóteses, o BoHV-5 poderia ser um herpesvírus natural de espécies de ruminantes 

relacionadas que teria se adaptado aos bovinos. Nestes animais, por uma falha em fases 

finais do ciclo de replicação viral, por ocasião do estabelecimento de latência no gânglio 

trigêmeo, o vírus provocaria uma encefalite fatal. Outras hipóteses são que o BoHV-5 

poderia ser um vírus recombinante entre o BoHV-1 e outro herpesvírus relacionado de 

ruminantes ou então um rearranjo genômico do BoHV-1 (STUDDERT, 1989). 

A similaridade de sinais com outras doenças infecciosas e parasitárias, não permite a 

elaboração de um diagnóstico clínico conclusivo da infecção ocasionada pelo BoHV – 5 

(TAKIUCHI et al., 2001). A complementação diagnóstica por meio da associação de 

técnicas de caracterização etiológica com a observação de alterações morfológicas, e 

avaliação epidemiológica da ocorrência de doenças neurológicas da região são 

fundamentais para o êxito no diagnóstico (ARRUDA et al., 2010).  

A família Herpesviridae possui a característica de estabelecer latência em células 

ganglionares do animal infectado, nesse momento, podem ocorrer episódios de 

reativação e excreção viral não acompanhada de sinais clínicos, por meio de pontes 

intercelulares o vírus pode migrar de uma célula à outra sem entrar em contato com o 

espaço extracelular e com os líquidos corporais, ficando indisponíveis para a atuação de 

anticorpos. (STRAUB, 1982).  

Durante a latência não é possível o isolamento do vírus e a imunohistoquímica para 

a demonstração de antígenos virais na célula infectada. Entretanto, a utilização de 

técnicas moleculares é capaz de detectar o DNA viral e identificar os sítios de latência. 

Em contraste com a infecção ativa, onde a replicação viral seguida de lise celular ocorre 

principalmente em tecidos periféricos, a infecção latente geralmente não determina a 

lise da célula infectada e ocorre em células de vida longa, com baixa taxa de replicação 

e altamente diferenciadas, como os neurônios e células linfoides (ASHBAUGH et al., 

1997; CARON et al., 2002). 

Tendo em vista a escassez de informações sobre a ocorrência da infecção pelo 

BoHV-5 no Estado de Pernambuco, especificamente na Região do Sertão do Araripe, 

faz-se necessário conhecer a ocorrência do agente e assim possibilitar a adoção de 

medidas sanitárias de controle e prevenção adequadas.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 DOENÇAS NEUROLÓGICAS EM BOVINOS  

 

Diversos agentes, priônicos, virais, bacterianos, parasitários, e não infecciosos 

podem provocar encefalites, que são lesões inflamatórias no Sistema Nervoso Central 

(SNC). Alguns dos agentes são zoonoses, por isso impactam diretamente a saúde 

pública como o vírus da raiva, o príon agente causador da encefalopatia espongiforme 

bovina (EEB), a Listeria monocytogenes, outros infectam apenas animais como os vírus 

da família Herpesviridae, a leucose enzoótica bovina, e o vírus da diarreia viral bovina. 

Esta diversidade de agentes implica em esforços por parte do Sistema de Defesa 

Sanitária Animal para realizar o diagnóstico diferencial e confirmação do agente para 

aplicar as medidas específicas de controle (CLAUS et al., 2002; BARROS et al., 2006). 

O diagnóstico ante mortem é de difícil realização devido à ausência de sinais 

clínicos patognomônicos. Por este motivo, o diagnóstico post mortem com auxílio de 

métodos laboratoriais é indispensável (HALFEN e VIDOR, 2001).  

 

2.2 HERPESVÍRUS BOVINO – 5 

 

As infecções por Herpesvírus bovino têm acarretado grandes prejuízos 

econômicos nos rebanhos bovinos, queda na produção leiteira, morte embrionária e 

fetal, reduzida eficiência reprodutiva de fêmeas e machos, bem como restrições ao 

comércio internacional de animais e de seus subprodutos, descritos no Código de 

Sanitário para Animais Terrestres (OIE, 2010). 

 O Herpesvírus bovino – 5 (BoHV-5) provoca uma doença infecciosa viral aguda 

e altamente fatal em animais, a ocorrência é mundial, caracterizada por sinais 

neurológicos corticais e associada à inflamação do encéfalo e meninges com necrose do 

córtex telencefálico (RISSI et al., 2006). Os bovinos são considerados os hospedeiros 

naturais dos BoHV-5; casos espontâneos da enfermidade têm sido descritos apenas 

nessa espécie, mas a doença já foi reproduzida experimentalmente em ovinos e coelhos 

(SILVA et al., 1998; FLORES et al., 2009; CADORE et al., 2011; PEDRAZA-

ORDÓÑEZ et al., 2012). 
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A meningoencefalite herpética dos bovinos pode ser confundida clinicamente 

com doenças como a raiva, pseudorraiva, polioencefalomalácia por deficiência de 

tiamina, intoxicação por chumbo e intoxicação por sal (SANCHES et al., 2000; LEMOS 

et al., 2002; SPILKI et al., 2003). 

 

2.3 NOMENCLATURA E CLASSIFICAÇÃO DOS HERPESVÍRUS 

 

A palavra herpes deriva do grego  (herpein), que significa rastejar, 

referindo-se à característica da lesão determinada pelos herpesvírus humanos, como o 

Herpes simplex vírus (HSV) e Varicella zoster vírus (VZV). Os vírions da família 

Herpesviridae contem envelope composto por uma membrana lipídica e glicoproteínas 

um capsídeo icosaédrico de aproximadamente 100-110 nm de diâmetro, constituído por 

12 capsômeros pentaméricos e 150 hexaméricos (KNOWLES, 2011). O DNA e o 

capsídeo são envoltos por um material amorfo denominado tegumento e externamente 

por um envelope lipoprotéico, no qual se encontram inseridas várias glicoproteínas 

virais que formam projeções (ROIZMAN et al., 2001). O genoma do BoHV-5 possui 

137.821 pares de base (137,8 kpb), sendo composto por 75% de guanina/citosina ( 

DELHON et al., 2003) 

O BoHV-5 pertence à ordem Herpesvirales, a qual se constitui por três famílias 

de herpesvírus denominadas Alloherpesviridae, Herpesviridae e Malacoherpesviridae. 

A família Herpesviridae é dividida em três subfamílias denominadas Alpha, Beta e 

Gammaherpesvirinae. A Alphaherpesvirinae contém quatro gêneros: Simplexvírus, 

Varicelovírus, Mardivírus e lltovirus. Dentro do gênero Varicelovírus, há dezessete 

espécies que acometem variados hospedeiros. Entre essas dezessete espécies, 

encontram-se o BoHV_5 (ICTV, 2009). Os genes dos Alphaherpesvirus são expressos 

pelo mecanismo de cascata. Assim, no instante em que o genoma viral se liberta do 

capsídio inicia-se a produção de proteínas precoces imediatas, que promovem a 

produção de proteínas imediatas; por fim há produção de proteínas tardias seguindo a 

síntese do DNA viral (SALVADOR et al., 1998). 

Devido às semelhanças com estirpes virais respiratórias e genitais, inicialmente 

o BoHV-5 foi classificado como BoHV-1.3, com base em diferenças epidemiológicas, 

antigênicas e moleculares, o subtipo 3, foi reconhecido como um vírus distinto, 
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denominado BoHV-5 e passou a compor uma nova espécie da família Herpesviridae 

(ROIZMAN et al., 1992). O tipo 5 encontra-se dividido nos subtipos: BoHV-5a, BoHV-

5b e BoHV-5c (D’ARCE et al., 2002, HOLZ, 2010). Entretanto, não existe informação 

a respeito de associações entre distintos subtipos de BoHV-5 e diferentes quadros 

clínicos. A única associação clara e reconhecida é a correlação entre casos de encefalite 

e meningoencefalites agudas e o isolamento de BoHV-5 a partir de tecido nervoso de 

animais afetados (CARRILO et al., 1983; WEIBLEN et al., 1989; D’OFFAY et al., 

1995; COLODEL et al., 2002). A maior diferença entre o BoHV-1 e o BoHV-5 está na 

capacidade do BoHV-5 invadir e replicar-se no SNC, determinando enfermidade 

neurológica (BAGUST, 1972; STUDDERT, 1989; ROIZMAN et al., 1992; BELKNAP 

et al., 1994).  

Análises com anticorpos monoclonais (MAbs) têm demonstrado diferenças 

antigênicas entre as principais glicoproteínas (gB, gC e gD) do BoHV-5 e do BoHV-1. 

A sequência de aminoácidos do segmento amino-terminal da gC desses dois vírus 

apresenta diferenças significativas (COLLINS et al., 1993; CHOWDHURY, 1995; 

ROEHE et al., 1997). Os estudos conduzidos com o objetivo de elucidar as bases 

genômica e antigênica da neurovirulência do BoHV-5 têm-se concentrado nas 

glicoproteínas virais que apresentam as maiores diferenças quando comparadas às 

presentes em estirpes do BoHV-1. Assim, glicoproteínas como a gC, gE e gI têm sido 

relacionadas com o potencial neuropatogênico do BoHV-5 (CHOWDHURY et al., 

2000a, 2000b).  

Com relação à composição genômica, o DNA do BoHV-5 apresenta 

similaridade de 85% com o BoHV- 1. Sugere-se que as diferenças na sequência de 

nucleotídeos entre esses dois vírus estejam distribuídas por todo o genoma (ENGLES et 

al., 1987; CHOWDHURY, 1995). 

 

2.4. EPIDEMIOLOGIA 

 

A transmissão é geralmente associada ao contato íntimo com essas superfícies, 

mas o BoHV-5 é também propagado por aerossóis e secreções corpóreas (FENNER et 

al., 1993). Foi comprovado que o vírus é eliminado via sêmen, em animais 

assintomáticos (ESTEVES et al., 2003; GOMES et al., 2003; SILVA et al., 2007). 
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Apresentando baixos índices de morbidade, mas elevados índices de letalidade 

(SALVADOR et al., 1998), a doença ocorre na forma de surtos ou em casos isolados, 

com coeficientes de morbidade que podem variar de 0,05% - 5%, a letalidade é quase 

sempre 100% (RISSI et al., 2007).  

A infecção pelo BoHV-5 determina meningoencefalite herpética em bovinos de 

todas as faixas etárias, principalmente nos jovens. No Brasil, encefalites causadas pelo 

BoHV-5 têm sido confirmadas de forma crescente nos rebanhos, sendo considerada a 

segunda maior causa de encefalite com etiologia determinada em bovinos, sendo a 

primeira a raiva (SANCHES et al., 2000; SOUZA et al., 2002).  

Surtos de encefalite herpética têm sido relatados em vários países, onde o primeiro 

surto notificado, ocorreu na Austrália em bezerros de dois a seis meses de idade 

(JOHNSTON et al., 1962), seguido pela Hungria (BARTHA et al., 1969), Estados 

Unidos (EUGSTER et al., 1974; D'OFFAY et al., 1995; ELY et al., 1996), Canadá 

(BECK, 1975), Escócia (WATT et al., 1981), Uruguai (DIAS et al., 1982), Argentina 

(CARRILLO et al., 1983; VALERA et al., 2000; PEREZ et al., 2003) e Colômbia 

(PEDRAZA et al., 2010).  

No Brasil, já foram descritos surtos em alguns estados das regiões Centro-oeste 

(DE PAULA et al., 2005), Sudeste (SALVADOR et al., 1998; GOMES et al., 2002; 

AQUINO NETO, 2005) e Norte (RIET-CORREA et al., 2006). Estudo realizado no 

semiárido nordestino determinou o BoHV-5 como responsável por 2,7% (3/111) dos 

casos de doença neurológica em bovinos (GALIZA et al., 2010), enquanto Sanches et 

al. (2000), na região Sul encontraram em 305 casos 4,59% positivos para BoHV-5. 

Fonseca Jr. et al. (2011), por meio da PCR Multiplex detectaram cerca de 20% (10/65) 

em amostras de encéfalo provenientes de várias regiões do estado de Minas Gerais.  

Mudanças ambientais podem também atuar em conjunto sobre o sistema 

imunológico, predispondo os animais a outros patógenos, e a reativação de infecções 

latentes. O estresse, má nutrição, aglomeração, mudança de alimentação, transporte, tem 

sido frequentemente responsabilizada por surtos de doenças associadas ao BoHV-1 e 

BoHV-5 em bovinos (FLORES e CARGNELUTTI, 2012). 
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2.5 PATOGENIA E SINAIS CLÍNICOS 

 

São três as características básicas da infecção pelos herpesvírus: 

epiteliotropismo, lise celular e capacidade de latência. As principais portas de entrada 

do vírus são as superfícies mucosas do trato respiratório e genital, (MEYER et al., 2001; 

GOMES et al., 2003; VOGEL et al., 2004). A maioria dos herpesvírus, provavelmente, 

reconhece múltiplos receptores celulares, qualquer um dos quais pode ser suficiente 

para a entrada na célula (SPEAR e LONGNECKER, 2003). A partir de então, ocorrem 

as seguintes fases: 1) adsorção; 2) penetração; 3) transporte do nucleocapsídeo e 

proteínas virais contidas no tegumento ao núcleo das células infectadas; 4) transcrição, 

replicação e síntese do DNA e proteínas virais; 5) montagem e preenchimento dos 

capsídeos e 6) liberação da progênie infecciosa. Presume-se que ocorra de forma 

semelhante para o BoHV-1 e 5 (ROIZMAN e KNIPE, 2001). 

A primeira via de infecção é a olfatória, após inoculação intranasal, os alvos 

iniciais de replicação dos Alphaherpesvirus são as células superficiais da mucosa 

respiratória, essa fase pode persistir por mais de 15 dias (VOGEL et al., 2004). Após 

replicação na mucosa nasofaríngea, os vírions invadem as terminações dos neurônios 

bipolares que inervam a mucosa e distribuem-se na mucosa, o vírus é provavelmente 

transportado na forma de partícula subviral (capsídeo desprovido de envelope) em 

vesículas envolvidas com o transporte axônico retrógrado aos corpos neuronais de 

neurônios sensoriais e autonômicos, na mucosa do trato respiratório superior 

produzindo sinais respiratórios leves a moderados (FLORES et al., 1998; MEYER et 

al., 2001; VOGEL et al., 2004). 

A segunda pela via trigeminal, pelos axônios dos neurônios pseudounipolares, 

cujos corpos celulares localizam-se no gânglio trigêmeo e projetam terminações aos 

núcleos sensoriais da ponte e do bulbo (NARITA et al., 1976, CHOWDHURY et al., 

1997; LEE et al., 1999; MEYER et al., 2001, PEREZ et al., 2002). A invasão e 

replicação viral no SNC resultam em meningoencefalite não supurativa (BAGUST, 

1972; NARITA et al., 1976; BELTRÃO et al., 2000; MEYER et al., 2001; PEREZ et 

al., 2002). 

Nos corpos neuronais, o vírus pode replicar-se ativamente ou estabelecer 

infecção latente. Ácidos nucléicos e proteínas virais são facilmente demonstráveis nos 
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gânglios sensoriais, o vírus persiste dentro dos neurônios provavelmente por toda a vida 

do hospedeiro, sob a forma de uma molécula circular fechada, e onde somente uma 

pequena porção do gene viral é expressa, e exames ultraestruturais revelam replicação 

viral ativa. Replicação significativa no sistema nervoso periférico após a infecção aguda 

ou reativação da latência pode resultar em invasão do sistema nervoso central, 

provocando alterações que variam desde infecção subclínica até encefalite fatal 

(FLORES et al., 1998). 

Os genes e as proteínas codificadas envolvidos na neurovirulência de 

Alphaherpesvirus são classificados em três grupos: as enzimas envolvidas no 

metabolismo de ácido nucleico, os fatores que modulam a resposta imunitária e as 

glicoproteínas virais. As glicoproteínas virais desempenham importante papel na 

virulência, mediando adsorção e a penetração do vírion na célula hospedeira, além da 

disseminação célula a célula e a indução de resposta imune do hospedeiro, como 

ligações às imunoglobulinas e componentes do sistema imune (DEL MÉDICO ZAJAC 

et al., 2010; ROLLOF, 2014).  

As glicoproteínas B (gB), C (gC) e D (gD) são imunodominantes e estão 

presentes em maior concentração, sendo importantes para o início do processo de 

infecção viral, e contribuem com a adsorção viral ligando-se a receptores celulares da 

membrana celular (ROLLOF, 2014). Já as glicoproteínas E (gE) e G (gG) estão 

envolvidas na transmissão do vírus célula a célula, sendo a gG necessária para manter a 

adesão entre as células infectadas (NAKAMICHI et al., 2002). A gG tem a 

particularidade de ser útil na diferenciação do BoHV-1 e 5, uma vez que a região 

codificadora apresenta na sua porção final uma deleção no genoma do BoHV-1, em 

comparação com o BoHV-5, além de pequenas trocas e inserções ao longo do gene 

(OLIVEIRA, 2006). 

A doença apresenta curso clínico de 1 a 15 dias, inicialmente os sinais clínicos 

associados com a infecção do BoHV – 5 são febre, depressão profunda, corrimento 

nasal, ocular e disfagia (CARRILLO et al., 1983). Os sinais neurológicos geralmente se 

iniciam no 9º ou 10º dia pós-infecção e incluem tremores, bruxismo, salivação, protusão 

da língua, opistótono, cegueira, andar em círculos, prostração seguida de convulsões, 

pressão da cabeça contra anteparos, hiperexcitabilidade, decúbito e morte (BAGUST, 
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1972; NARITA et al., 1976; BELTRÃO et al., 2000; MEYER et al., 2001; PEREZ et 

al., 2002).  

Os sinais neurológicos são progressivos e geralmente resultam em morte, 

embora casos de recuperação após curso clínico de intensidade leve ou moderada 

também possam ocorrer (BELKNAP et al., 1994; BELTRÃO et al., 2000) Pode ainda 

estabelecer latência sem produzir sinais clínicos de meningoencefalite durante a 

infecção primária (MEYER et al., 2001). 

 

2.6 ACHADOS HISTOPATOLÓGICOS  

 

O vírus e alterações histopatológicas podem ser detectados em várias áreas do 

encéfalo de animais que morrem ou são sacrificados durante o curso da enfermidade 

neurológica (BELTRÃO et al., 2000; MEYER et al., 2001; PEREZ et al., 2002).  

Histopatologicamente a doença é caracterizada pela presença de 

meningoencefalite não supurativa com necrose em córtex cerebral (COLODEL et al., 

2002; ELIAS et al., 2004). A localização e intensidade das lesões são variáveis podendo 

apresentar áreas de malácia. Em alterações recentes são observados necrose neuronal 

aguda, com presença de neurônios com núcleos picnóticos e citoplasma acidofílico e 

retraído (neurônios vermelhos), edema, tumefação do endotélio vascular, infiltrado 

inflamatório mononuclear ou misto, nos espaços de Virchow Robin (manguitos 

perivasculares) e infiltração difusa do neurópilo (SALVADOR el al., 1998; COLODEL 

et al., 2002; ELIAS et al., 2004; RISSI et al., 2006). Gliose difusa ou focal, 

neuronofagia e áreas focalmente extensas de necrose do componente neuroectodérmico, 

preenchidos por macrófagos volumosos de citoplasma espumoso (células Gitter) e 

manutenção das estruturas mesenquimais (vasos e células da glia), características de 

malácia (COLODEL et al., 2002; ELIAS et al., 2004; RISSI et al., 2006). 

 

 

2.7 DIAGNÓSTICO 

O diagnóstico das encefalites virais de bovinos pode ser obtido associando-se 

dados epidemiológicos, sinais clínicos e resultados de exames laboratoriais ante-mortem 

e post-mortem (COLODEL et al., 2002; ELIAS et al., 2004, RISSI et al., 2006).  
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Nas doenças herpéticas durante a infecção aguda e reativação da latência há 

excreção viral em secreções nasais e genitais. Entretanto, a massa viral e o tempo em 

que é eliminada são maiores na infecção genital quando comparados a nasal (VOGEL et 

al., 2003). A detecção por meio de métodos diretos inclui o isolamento viral, 

hibridização in situ e imunohistoquímica (D’OFFAY et al., 1995; ELY et al., 1996).  

O diagnóstico da infecção pelo BoHV-5 pode ser realizado por métodos 

indiretos como: vírus neutralização, imunofluorescência, imunoperoxidase, porém como 

o BoHV-1 e o BoHV-5 apresentam similaridades em suas sequências de ácido 

desoxirribonucleico (DNA), isto dificulta a distinção correta entre estas duas estirpes 

virais, pois podem ocorrer reações cruzadas (MEYER et al., 2001). A sorologia tem 

valor limitado no diagnóstico indireto, uma vez que os métodos rotineiros disponíveis 

para a detecção de anticorpos não diferenciam animais infectados pelo BoHV-5 

daqueles infectados pelo BoHV-1 (WELLENBERG et al., 2001). 

Em estudo realizado para a tentativa de avaliação sorológica discriminativa entre 

animais infectados com o BoHV-1 e o BoHV-5, testes de soroneutralização foram 

empregados frente a estirpes de ambos os tipos virais e os títulos obtidos foram 

comparados. Os resultados demonstraram, além da reatividade sorológica entre esses 

vírus, uma proporção de animais suspeitos de infecções pelo BoHV- 1 que foram 

positivos para BoHV-5 (ANZILIERO et al., 2011). 

Para o diagnóstico do BoHV-1, a PCR em tempo real é comumente 

recomendada pela OIE (2010). A utilização da PCR na identificação do agente viral em 

material genético de amostras clínicas é o meio mais preciso, a técnica apresenta maior 

sensibilidade e especificidade quando comparada às tradicionais técnicas de isolamento 

viral, imunofluorescência e hibridização para o diagnóstico dos herpesvírus bovinos 

(CAMPOS et al., 2009). Em virtude do aparecimento de reações cruzadas originadas da 

alta homologia genômica e antigênica entre o BoHV-1 e BoHV-5, o diagnóstico 

molecular é uma ferramenta importante na diferenciação dos dois agentes (ESTEVES et 

al., 2007).  

O uso da análise molecular é apropriado para detectar o BoHV-5 e diferenciá-lo 

do BoHV-1, em amostras de campo ou procedentes de experimentos laboratoriais 

(ALEGRE et al., 2001; GOMES et al., 2003), além de permitir a detecção de DNA viral 

em período de latência e a identificação desses sítios (SILVA et al., 1998). Ensaios 
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moleculares com uso de enzimas de restrição propiciaram a caracterização de amostras 

de BoHV-5 em subtipos BoHV-5a, BoHV-5b e BoHV-5na/nb (D’ARCE et al., 2002; 

OLIVEIRA, 2006).  

Vários tipos de PCR vêm sendo desenvolvidas para o aprimoramento do 

diagnóstico dos herpesvírus em bovinos, tais como: PCR convencional, nested-PCR, 

multiplex-PCR e PCR Real Time (qPCR). Esteves et al. ( 2007)  e Arruda et al. (2010), 

empregaram a PCR convencional em amostras parafinadas para realizar o estudo 

retrospectivo em bovinos com doenças neurológicas, que foram anteriormente 

inconclusivas frente a outros métodos de diagnóstico.  

Apesar da existência de diversos trabalhos na literatura utilizando a PCR, ainda 

são poucos os relatos do diagnóstico de BoHV-1 e 5 por qPCR, trabalhos recentes 

demostram a detecção do BoHV-5 com sistema SYBR Green em embriões bovinos 

(CARDOSO et al., 2013) e em amostras parafinadas de cérebro bovino (PEDRAZA-

ORDOÑEZ et al., 2013). 

Pedraza-Ordoñez et al. (2013), estudaram amostras emblocadas em parafina, 

comparando os iniciadores utilizados por Gomes et al. (2002) e Campos et al. (2009),  

conseguiram reduzir as reações cruzadas e aumentar a eficiência da qPCR para o 

diagnóstico do BoHV-5, além de concluírem que a técnica é uma ferramenta útil no 

diagnóstico da infecção por herpesvírus em bovinos, mesmo em amostras armazenadas 

em formalina ácida por longos períodos. 

 

2.8 CONTROLE E PREVENÇÃO 

 

O controle da infecção pelo herpesvírus, como o BoHV-1, fundamenta-se 

principalmente na imunização com vacinas inativadas ou com vacinas vivas 

modificadas. Na indisponibilidade, até o momento, de um imunógeno contendo 

especificamente o BoHV-5, as vacinas preparadas com o BoHV-1 podem ser utilizadas, 

de uma forma emergencial, para a tentativa de controle de focos de meningoencefalite 

herpética, pois ocorre proteção cruzada entre BoHV-1 e BoHV-5 (STRAUB, 1991; 

FENNER et al., 1993). 

As medidas de controle do BoHV-5 em um rebanho estão relacionadas com a 

severidade da infecção, práticas de manejo e com índices de prevalência. Programas de 
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vacinação são recomendados para sistemas de recria e confinamento que agregam 

bovinos de várias procedências e em regiões que apresentem alto índice da infecção no 

rebanho com comprovação laboratorial da doença. O exame prévio de reprodutores 

antes da introdução do animal no rebanho, o descarte de animais positivos, são medidas 

de biossegurança para evitar a introdução e disseminação da doença nos rebanhos sem 

histórico da enfermidade (FLORES e CARGNELUTTI, 2012). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Determinar a ocorrência da infecção pelo Herpesvírus Bovino 5 em sistema 

nervoso central de bovinos procedentes de matadouros localizados no Sertão do Araripe 

- Pernambuco. 

 

3.2  OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

- Pesquisar a presença de DNA do BoHV-5 pela Reação em Cadeia da Polimerase em 

Tempo Real (qPCR);  

- Comparar dois protocolos sugeridos pela literatura para detecção de DNA do BoHV-5 

pela Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real (qPCR). 

- Identificar e avaliar alterações microscópicas pela análise histopatológica 

convencional em amostras de sistema nervoso central de bovinos procedentes do 

município de Ouricuri-PE. 
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5.CAPÍTULO 1 - Ocorrência do Herpesvírus Bovino 5 em Bovinos Procedentes de 

Matadouros no estado de Pernambuco, Brasil. 
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RESUMO 

Objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorrência da infecção pelo Herpesvirus 

Bovino 5 (BoHV-5) pela reação em cadeia da polimerase em tempo real (qPCR) com 

base em dois protocolos e analisar os achados histopatológicos de amostras de sistema 

nervoso central de bovinos. Foram obtidas 48 amostras de sistema nervoso central 

(SNC) de bovinos procedentes de três matadouros localizados no Sertão do Araripe, 

Pernambuco. Para análise molecular foram utilizados dois protocolos com diferentes 

primers. Com os iniciadores utilizados no protocolo 1 obteve-se 29,16% (14/48) das 

amostras positivas, no entanto, para os iniciadores utilizados no protocolo 2 todas as 

amostras resultaram negativas a qPCR. Com base na análise histopatológica das 

amostras provenientes de bovinos do matadouro de Ouricuri-PE foram evidenciadas 

mailto:andreaafo@hotmail.com
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principalmente a presença de infiltrado linfocitário 90% (18/20), gliose 80% (16/20) e 

neuronofagia 80% (16/20). Em decorrência da diversidade de patógenos e similaridade 

das enfermidades neurológicas em bovinos, o uso de técnicas sensíveis e precisas como 

a qPCR, bem como primers que apresentem poucas reações cruzadas (dímeros) são 

fundamentais para a eficiência e o êxito do diagnóstico do BoHV-5. 

Palavras-chave: biologia molecular, encefalite viral, histopatologia, ruminantes. 

 

ABSTRACT  

The object of the study was to research the DNA presence of Bovine Herpesvirus Type 

5 through the Real Time Polymerase Chain Reaction (qPCR) based in utilization of two 

protocols and analyze the histopathological findings in samples of the cattle central 

nervous system. Forty-eight (48) cattle samples of the central nervous system samples 

were obtained from three slaughterhouses located in Araripe Wilderness in the state of 

Pernambuco. Under molecular analysis the efficiency of the protocols was compared 

using the following primers. With the primers used in protocol 1 there was obtained 

29.16% (14/48) of the positive samples, however, the utilized primers in protocol 2 

resulted in 100% of samples negative toward the qPCR. Based on histopathology 

analysis of central nervous system samples from Ouricuri-PE the following lesions 

became evident: lymphocytic infiltrate 90% (18/20), gliosis 80% (16/20) and 

neuronophagia 80% (16/20). As a result of the diversity of pathogens and similarity of 

neurological diseases in cattle, the use of sensitive and accurate techniques such as 

qPCR and primers that present few crossed reactions (dimers) are fundamentals to the 

efficiency and success of BoHV -5 diagnosis.  

Keywords: molecular biology, viral encephalitis, histopathology, ruminants. 

 

INTRODUÇÃO 

Os distúrbios do sistema nervoso central (SNC) em bovinos compreendem um 

grande grupo de doenças que determinam perdas econômicas e impactos na saúde 

pública (Lemos et al., 2001; Galiza et al., 2010). A variação e semelhança da 

manifestação clínica das neuropatias, bem como a diversidade de agentes infecciosos 

envolvidos e a dificuldade de diagnóstico, são aspectos importantes que limitam as 

ações de controle nessas enfermidades (Aquino Neto et al., 2009). 
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Entre os agentes infecciosos envolvidos em doenças neurológicas estão as 

bactérias, protozoários e os vírus (Claus et al.,2002). Neste último grupo destacam-se os 

herpesvírus bovino, pois determinam perdas produtivas e reprodutivas significativas 

(Kirkbride et al.,1992; Junqueira et al.,2006; Rufino et al.,2006).  

O herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) vírus da família Herpesviridae, 

subfamília Alphaherpesvirinae e gênero Varicellovirus está relacionado a enfermidade 

infecciosa viral aguda e altamente fatal descrita em diversos países. O BoHV-5 acomete 

o SNC e caracteriza-se ao exame histopatológico por quadro de meningoencefalite não 

supurativa com necrose em córtex cerebral (Roizman et al.,1992). 

O diagnóstico das encefalites virais dos bovinos baseia-se na associação de 

dados epidemiológicos, sinais clínicos e resultados de exames laboratoriais ante e post-

mortem (Colodel et al.,2002; Elias et al.,2004; Rissi et al., 2006). Apesar da existência 

de diversos trabalhos na literatura utilizando a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), 

ainda são escassos os estudos que envolvem o diagnóstico de BoHV-5 pela Reação em 

Cadeia da Polimerase em tempo real (qPCR), destacando-se trabalhos de detecção do 

agente com sistema SYBR Green® em embriões bovinos (Cardoso et al.,2013) e em 

amostras parafinadas de cérebro bovino (Pedraza-Ordoñez et al.,2013). 

Dessa forma, objetivou-se com este estudo pesquisar a ocorrência da infecção 

pelo Herpesvírus bovino tipo 5 (BoHV-5) em bovinos pela reação em cadeia da 

polimerase em tempo real (qPCR) com base na utilização de dois protocolos e analisar 

os achados histopatológicos de amostras de sistema nervoso central de bovinos. 

MATERIAL E MÉTODOS 

Área de Estudo  

A pesquisa foi realizada em três matadouros que recebem inspeção sanitária 

municipal, localizados nos municípios de Exu, Bodocó e Ouricuri, Sertão do Araripe-

PE (Figura 1). A região situa-se na extremidade noroeste do estado de Pernambuco, 

composta no total por 10 municípios, limitando-se com os Estados do Ceará e Piauí e 

com o Sertão Central e Sertão do São Francisco de Pernambuco. 
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Figura 1 – Região do Sertão do Araripe, estado de 

Pernambuco. Em destaque (círculos) os municípios estudados. 
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Obtenção das Amostras 

Foram coletadas 48 amostras de sistema nervoso central (hemisférios cerebrais, 

medula, tronco encefálico, cerebelo) de bovinos, de ambos os sexos e diferentes raças, 

sem sinais clínicos neurológicos, constatados na avaliação ante mortem nos respectivos 

matadouros. As amostras de tecido nervoso foram coletadas logo após o abate, na linha 

B foi efetuado o exame do conjunto cabeça-língua, nessa etapa a calota craniana foi 

aberta manualmente com emprego de machadinha. Após a coleta as amostras foram 

acondicionadas em recipientes plásticos, identificadas e transportadas em caixas 

isotérmicas contendo gelo reciclável, sendo posteriormente congeladas e encaminhadas 

ao Laboratório de Doenças Infectocontagiosas da UFRPE e ao Laboratório Nacional 

Agropecuário em Pernambuco – LANAGRO para realização da análise molecular. No 

município de Ouricuri foram coletadas 20 amostras que além de submetidas ao 

congelamento para análise molecular, foram destinadas a exame histopatológico, 

devidamente acondicionadas em frascos contendo formol tamponado a 10% e 

encaminhados ao Laboratório de Histopatologia do Departamento de Medicina 

Veterinária da UFRPE para processamento. 

Processamento das Amostras 

Processamento Histopatológico 

Os fragmentos de tecido nervoso após fixação em formol tamponado a 10% foram 

processados pelos métodos usuais para análise histopatológica. Após a fixação foi 

realizada a desidratação dos fragmentos em banhos de álcool absoluto, seguido de 

diafanização em xilol, banho de parafina a 60°C e por fim os fragmentos foram 

incluídos em parafina. Posteriormente os blocos foram seccionados em micrótomo em 

fatias de 5µm e as lâminas coradas pela técnica de Hematoxilina e Eosina (HE) 

(Luna,1968). 

Extração de DNA Herpesvírus Bovino 5  

De cada amostra obtida de SNC bovino foram separados fragmentos de hemisférios 

cerebrais, medula, tronco encefálico e cerebelo, acondicionados em microtubos de 2,0 

mL, devidamente identificados e mantidos a – 80ºC até o processamento.  
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O processo de extração do DNA do BoHV – 5 foi realizado segundo Maniatis et 

al. (1989). Após prévia maceração das amostras de encéfalo bovino utilizando cadinho e 

pistilo, o material obtido foi devidamente armazenado, posteriormente em tubo de 

polipropileno de 1,5 mL identificado foram adicionados 100µL da amostra macerada, 

100µL de TE (Tris 10mM – EDTA 1mM pH 8,0) e 100µL de fenol equilibrado pH 8,0. 

Em seguida, a amostra foi homogeneizada por 1min em vórtex e centrifugada a 14.000 

rpm por 5 min a 4ºC. Após a centrifugação, o sobrenadante foi transferido para outro 

tubo de polipropileno identificado. A este foi adicionado 50µL de fenol, 50µL de 

clorofórmio e novamente a amostra foi homogeneizada por 1 min e centrifugada a 

14.000 rpm por 5 min a 4ºC, sendo o sobrenadante transferido para outro tubo de 

polipropileno identificado e acrescido de 100 µL de clorofórmio, realizou-se nova 

homogeneização da amostra por 1 min e centrifugação nas mesmas condições 

anteriores. Da mesma forma, em outro tubo de polipropileno, adicionou-se 10µL de 

acetato de amônio 3M, 100 µL de sobrenadante e 100 µL de isopropanol, a mistura foi 

mixada e incubada por 24h em freezer. 

Após a incubação, a amostra foi centrifugada a 14.000 rpm durante 15 min, o 

sobrenadante desprezado e o pellet lavado com 500 µL de etanol 70%, centrifugado a 

14.000 rpm durante 5 min a 4ºC, desprezou-se o etanol 70% e o pellet foi deixado em 

temperatura ambiente até total secagem do tubo, ao pellet acrescentou-se 50 µL de água 

ultrapura. 

Análise Molecular por PCR Real time (qPCR)  

A presença do DNA do BoHV-5 nas 48 amostras do material submetido a 

extração foi analisada pela técnica de qPCR segundo metodologia descrita por Pedraza-

Ordóñez et al. (2013). Foram utilizados dois protocolos, o protocolo 1 utilizando-se a 

sequência codificadora da glicoproteína C (gC) PF 5 'GTGGAGCGCCGCTTCGC-3' e 

PR 5 'TATCGCGGAGAGCAGGCG-3 gerando um produto de 236bp (NCBI, 2007) e o 

protocolo 2 sequência codificadora da glicoproteína G (gG) PF 5’ 

TACGGACTGCCGGATTAACA-3’, e 5’ GTCACCACTA 

CCACCGCCGCCAACAT-3’ apresentando 222bp (Engelhardt e Keil, 1996). A 

concentração dos iniciadores foi 200nm, as condições da reação foram as seguintes: 

94ºC durante 5 min, seguido 45 ciclos (94ºC durante 15 sec, 60°C durante 30s para a 
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desnaturação e 72°C durante 30 segundos para emparelhamento e extensão). Os dados 

de fluorescência e os números do ciclo limiar (CT) foram determinados utilizando o 

Rotor-Gene Q Seriess Software 2.2.3 (Build 11) Copyrigth
©

 2012 QIAGEN GmbH.  

A quantificação da qPCR foi determinada por meio da curva padrão, calculada 

pela análise de diluições seriadas do controle positivo, o ciclo no qual a reação atinge o 

limiar da fase exponencial é o ciclo threshold (Ct), ele permite avaliar a quantificação 

exata e reprodutível baseado na fluorescência emitida. O Ct é inversamente 

proporcional à concentração de DNA da amostra, um Ct baixo apresenta uma maior 

sensibilidade do teste e consequentemente uma melhor eficiência do teste, o Slope 

indica a eficiência da amplificação e um resultado -3.3 indicam 100% de eficiência.  

Amostras de controle positivo do vírus, gentilmente cedidas pelo professor Dr. 

Rudi Weiblen do Laboratório de Virologia Animal da Universidade Federal de Santa 

Maria (UFSM), foram incluídas no estudo como controle positivo e água ultrapura 

esterilizada foi utilizada como controle negativo. 

Na eficiência do controle da quantificação do teste, foi realizado através da 

análise da curva padrão da qPCR/BoHV-5 frente aos dois primers, para o protocolo 1 o 

valor de M (slope) foi igual a -1,373 representando uma eficiência de 84% , o Ciclo 

Threshold ( CT) alcançado B = 27.81 (Fig. 2 ) 

 

Figura 2 – Representação do teste de eficiência dos primers utilizados no 

protocolo 1 na qPCR-BoHV-5. 
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Na eficiência da qPCR/BoHV-5 para o protocolo 2 o valor de M (slope) foi igual 

a -3,709 representando uma eficiência de 99% e um CT de B = 14.08 (Fig. 3 ). 

 

Figura 3 – Representação do teste de eficiência dos primers utilizados no 

protocolo 2 na qPCR-BoHV-5. 

Aspectos Éticos 

Este trabalho foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UFRPE (Licença n
0 

019/2013 de 18 de Março de 2013). 

RESULTADOS 

Das 48 amostras de encéfalo bovino submetidas à análise molecular pela qPCR 

verificou-se uma positividade de 29,16% (14/48) quando utilizou-se os iniciadores 

sugeridos pelo protocolo 1 e 100% de amostras foram negativas quando submetidas a 

análise seguindo o protocolo 2. A distribuição dos resultados da análise molecular por 

qPCR em relação aos municípios estudados encontra-se disposta na Tab. 1. 

Tabela 1 – Distribuição dos resultados por município estudado em relação à análise 

molecular por qPCR, com base em dois protocolos utilizados. 

Municípios 

qPCR 

Protocolo 1 Protocolo 2 

Positivo Negativo Positivo Negativo 

N % N % N % N % 

Exu 1 12,5 7 87,5 - - 
8 

100 

Bodocó 8 40 12 60 - - 
20 100 

Ouricuri 5 25 15 75 - - 20 100 
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Ao término de 45 ciclos, o perfil dos produtos formados foi exposto na curva de 

dissociação, através do aumento de 1°C a cada 5s, partindo de 60°C e terminando a 

99°C. Nas Figuras 4 e 5 de acordo com o protocolo utilizado estão representados no 

eixo X os valores relativos à quantidade de BoHV-5 obtidos no controle positivo e nas 

amostras analisadas, enquanto no eixo Y são determinados os valores de temperatura de 

fusão na qual foi possível a amplificação das amostras. 

 

Figura 4 - Curva de Dissociação qPCR – BoHV-5 protocolo 1. Observar o surgimento 

de vários picos inespecíficos “dímeros”. 

 

Figura 5 - Curva de Dissociação qPCR – BoHV-5 protocolo 2. Observar a presença de 

picos bem definidos.  

Tm = 85ºC 

Ct = 43,60 

Tm  = 90º 

C 

Ct  = 

18,51 
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Em relação aos protocolos analisados constatou-se que os iniciadores indicados 

no protocolo 1 favoreceram o aparecimento de vários picos inespecíficos para detecção 

do vírus (Fig. 4), por sua vez, os iniciadores utilizados no protocolo 2 resultaram em 

picos bem definidos no controle positivo (Fig. 5). 

As amostras foram consideradas positivas, para ambos os protocolos, quando os 

valores do Ct estivessem de acordo com o valor do Ct previamente estabelecido pela 

curva padrão (limiar de detecção) e a temperatura de melting (Tm) do DNA amplificado 

correspondesse a do DNA padrão. A qPCR/BoHV-5 utilizando o protocolo 2, foi capaz 

de amplificar especificamente o DNA do BoHV-5 no controle positivo, o Ct encontrado 

foi 18.51, a temperatura de Melting entre 90°C e 95°C. 

Durante a avaliação ante mortem, nenhum animal apresentou sinal clínico 

neurológico. No exame post mortem, não foram evidenciadas alterações macroscópicas 

significativas determinadas pelo BoHV-5 em nenhum animal. 

Considerando os resultados da qPCR para o município de Ouricuri, em que 25% 

da amostras foram positivas ao protocolo 1 e ausência de positividade para o protocolo 

2, observou-se na análise histopatológica das 20 amostras de SNC de bovinos as 

seguintes lesões: infiltrado linfocitário 90% (18/20), gliose 80% (16/20), neuronofagia 

80% (16/20), edema 70% (14/20), macrófagos 65% (13/20), congestão 65% (13/20), 

desmielinização 45% (9/20), hemorragias 35% (7/20), necrose 15% (3/20), células gitter 

5% (1/20), espongiose 5% (1/20) e manguito perivascular 5% (1/20). Os resultados 

referentes à análise molecular e achados histopatológicos por animal, para o município 

de Ouricuri encontram-se dispostos na Tab. 2. 
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Tabela 2 – Achados histopatológicos e análise molecular de amostras de SNC de 

bovinos procedentes do município de Ouricuri-PE. 

Amostra Achados Histopatológicos qPCR 

Protocolo 1 

qPCR 

Protocolo 2 

O – 1 Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, edema, 

congestão, macrófagos, desmielinização, células 

gitter, manguito perivascular. 

Negativo Negativo 

O – 2 Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, edema, 

desmielinização, necrose. 

Negativo Negativo 

O – 3  Infiltrado linfocitário, neuronofagia, edema, 

espongiose. 

Negativo Negativo 

O – 4 Gliose, neuronofagia, desmielinização, necrose por 

coagulação, manguito perivascular. 

Negativo Negativo 

O – 5 Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, edema, 

desmielinização, manguito perivascular. 

Negativo Negativo 

O-6 Gliose, neuronofagia, edema, congestão, 

macrófagos, desmielinização.  

Positivo Negativo 

O - 7  Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, edema, 

congestão, macrófagos. 

Negativo Negativo 

O – 8  Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, 

desmielinização. 

Negativo Negativo 

O – 9  Gliose, neuronofagia, edema, macrófagos. Negativo Negativo 

O – 10  Infiltrado linfocitário, edema, congestão, 

macrófago, desmielinização, hemorragia. 

Negativo Negativo 

O – 11 Gliose, edema.  Negativo Negativo 

O – 12 Edema, congestão, hemorragia. Negativo Negativo 

O – 13 Neuronofagia, edema, congestão, macrófagos. Positivo Negativo 

O – 14 Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, edema, 

macrófagos, manguito perivascular.  

Positivo Negativo 

O – 15 Infiltrado linfocitário, edema, congestão, 

desmielinização, hemorragia. 

Negativo Negativo 

O – 16 Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, edema, 

macrófagos, manguito perivascular. 

Positivo Negativo 

O – 17 Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, edema. Negativo Negativo 

O – 18  Infiltrado linfocitário, gliose, edema, congestão, 

hemorragia. 

Negativo Negativo 

O - 19  Hemorragias, edema, infiltrado perivascular, 

congestão, hemorragia. 

Negativo Negativo 

O – 20  Infiltrado linfocitário, gliose, neuronofagia, edema, 

congestão, macrófagos. 

Positivo Negativo 
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DISCUSSÃO 

Com base nas análises realizadas utilizando-se primers sugeridos no protocolo 1, 

obteve-se neste estudo um percentual de 29,16% de amostras positivas para BoHV-5, 

entretanto foram evidenciadas a presença de vários picos inespecíficos (dímeros) e um 

Ct (B = 21,06) , este fato também foi constatado por Pedraza-Ordoñez et al (2013). 

Em relação ao protocolo 2 os resultados obtidos na qPCR indicaram 100% de 

negatividade para amostras de SNC dos bovinos analisados. Neste estudo, os primers 

empregados no protocolo 2 determinaram uma reação de melhor eficiência diagnóstica 

devido a inexistência de reações inespecíficas, Ct ( B = 18.51 ), corroborando do mesmo 

modo, com os resultados obtidos por Pedraza-Ordoñez et al. (2013) que compararam a 

eficiência dos primers sugeridos por Campos et al. (2009) e Gomes et al. (2002).  

Segundo Pedraza-Ordoñez et al. (2013) a diferença de desempenho entre 

primers pode estar relacionada a diversos fatores tais como: o mix utilizado na 

amplificação, a qualidade do material genético extraído ou ainda as características 

relacionadas aos iniciadores. Ressalta-se que nesse estudo utilizou-se as mesmas 

condições de extração e processamento para ambos os protocolos analisados. Deve-se 

considerar também o tipo de material biológico a ser analisado, uma vez que amostras 

procedentes de  blocos de parafina, por exemplo, dificultam o processo de extração e 

amplificação. 

É importante ressaltar que situações relativas às vantagens e desvantagens da 

qPCR podem ter influenciado o resultado desta pesquisa, pois a principal desvantagem 

desta técnica empregando-se o sistema SYBR® Green é poder gerar sinais falso-

positivos, porque ele se liga a qualquer sequência dupla-fita de DNA, seja ela o alvo ou 

não. A desvantagem é a redução da especificidade ocasionada pelo aumento na emissão 

de fluorescência gerada por produtos de amplificação inespecíficos da PCR e dímeros 

de primers (Mackay et al., 2002). Alguns pesquisadores ratificam essas diferenças 

observadas em relação à utilização do SYBR® Green, a exemplo do protocolo 1. 

No presente estudo não foram observadas lesões macroscópicas no sistema 

nervoso central dos bovinos estudados, entretanto a literatura relata a existência de 

hiperemia difusa dos vasos das leptomeninges por toda a extensão do encéfalo ( Carrillo 

et al., 1983; Roizman et al., 1992), edema e focos de hemorragia na superfície de corte 

do encéfalo em casos de animais com neuropatias (Dias et al., 1982; Colodel et al., 
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2002; Elias et al., 2004). Neste estudo não foram detectados animais com sinais clínicos 

evidentes de neuropatias durante o exame clínico ante-mortem o que poderia justificar a 

ausência de lesões macroscópicas. 

Já no que se refere às pesquisas em relação às lesões teciduais, na infecção por 

BoHV-5 tem sido relatada com frequência a participação de macrófagos denominados 

células gitter observados em áreas de malacia, que é uma característica neste tipo de 

reação inflamatória (Riet-Correa et al., 1989), corroborando com os resultados 

encontrados nesta pesquisa, entretanto quando comparamos com os resultados obtidos 

na qPCR (protocolo 2) a presença deste tipo de célula pode ser considerado um achado 

inespecífico. 

Sobre esse aspecto Cunha et al. (2009) afirmam ter encontrado lesões 

meningoencefálicas generalizadas caracterizadas pela presença de infiltrado 

inflamatório composto predominantemente por células mononucleares e acentuado 

infiltrado de células polimorfonucleares, necrose cerebrocortical e edema vasogênico 

moderado na área focal de malacia da substância cinzenta do córtex telencefálico com 

presença de células Gitter, ao exame histopatológico das amostras deste estudo foram 

observadas alterações semelhantes, entretanto pelo mesmo motivo supracitado podem 

ser considerados achados inespecíficos, considerando-se também outras possíveis 

doenças com envolvimento neurológico e achados microscópicos semelhantes. 

CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos neste trabalho permitem inferir que em decorrência da 

diversidade de patógenos e similaridade das enfermidades neurológicas em bovinos, o 

uso de técnicas sensíveis e precisas como a qPCR, bem como primers que apresentem 

poucas reações cruzadas (dímeros) são fundamentais para a eficiência e o êxito do 

diagnóstico do BoHV-5. 
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