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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduagdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

REPRODU(;AO EXPERIMENTAL E CARApTERIZAQAO CLINICO-
PATOLOGICA DA MAMILITE PELO HERPESVIRUS BOVINO TIPO 2 (BoHV-2)
EM OVINOS.

AUTOR: SABRINA RIBEIRO DE ALMEIDA
ORIENTADOR: RUDI WEIBLEN
Santa Maria, 21 de dezembro de 2006.
A mamilite causada pelo herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2) é uma importante enfermidade
de gado leiteiro, porém pouco se sabe sobre a sua patogenia. O presente trabalho teve como
objetivos reproduzir e caracterizar em ovinos as manifestacdes clinico-patologicas associadas
com a infecgéo natural de bovinos pelo BoHV-2. Em um primeiro experimento, dez cordeiros
foram inoculados na mucosa nasal e a infec¢do aguda foi monitorada nos aspectos clinicos,
virologicos e sorologicos. Excrecdo viral em secrecdes nasais foi detectada em 7/10 animais
entre os dias 2 e 8 pos-inoculacdo (pi), com duracdo que variou entre um e trés dias. Todos
animais apresentaram secre¢do nasal serosa, passando a mucosa e mucopurulenta, entre 0s
dias 2 e 5 pi, e sete deles apresentaram também hiperemia e o desenvolvimento de vesiculas,
pustulas e erosdes na mucosa nasal entre os dias 4 e 8 pi. Todos 0s animais soroconverteram
ao BoHV-2. A administracdo de dexametasona aos 40 dias pi ndo foi seguida de excrecdo
viral, soroconversdo ou recrudescéncia clinica. Em um segundo experimento, oito ovelhas
lactantes foram inoculadas na pele das tetas e do Ubere, seguida da caracterizacdo viroldgica,
clinica e histopatoldgica da infecgdo aguda. O virus foi isolado a partir de suabes coletados
das lesdes de uma ovelha nos dias 7 e 8 pi. Cinco (5/8) animais desenvolveram lesGes nos
locais de inoculacdo entre os dias 4 e 6 pi. As lesdes apresentaram caracteristicas clinico-
patologicas semelhantes as observadas em infeccbes naturais, e se caracterizaram por
hiperemia, edema, pépula, vesiculas, exsudacdo e formacdo de crostas. Histologicamente, as
lesGes se caracterizaram por edema intracelular, presenca de um infiltrado linfoplasmocitario
multifocal e predominantemente perivascular na derme, além de corpusculos de inclusdo
eosinofilicos intranucleares em células inflamatorias e células sinciciais. Particulas viricas
com morfologia tipica de herpesvirus foram observadas sob microscopia eletrdnica de

transmisséo. Esses resultados indicam que ovinos sdo susceptiveis a infec¢do pelo BoHV-2 e



desenvolvem lesGes caracteristicas de mamilite herpética quando inoculados
experimentalmente, podendo ser utilizados para estudos de patogenia, desenvolvimento de

vacinas e pesquisas de drogas antivirais

Palavras-chave: Herpesvirus bovino tipo 2, BoHV-2, mamilite herpética, ovinos, modelo

experimental.
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EXPERIMENTAL REPRODUCTION AND CLINICO-PATHOLOGICAL
CHARACTERIZATION OF MAMMILLITIS BY BOVINE HERPESVIRUS TYPE 2
(BoHV-2) IN SHEEP.
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The bovine mammillits caused by bovine herpesvirus type 2 (BoHV-2) is an important
disease of dairy cattle yet very little is known about its pathogenesis. This study aimed at
reproducting and characterizing the clinical-pathological aspects of bovine herpesvirus
mammillits in experimentally infected sheep. In the first experiment, ten lambs were
inoculated in the nasal mucosa and the virological, clinical and serological aspects of acute
infection were monitorated. Virus sheeding was detected in nasal secretions of 7 lambs
between days 2 and 8 post inoculation (pi) and lasted from one to three days. A serous nasal
discharge, changing to mucous and mucopurulent, was observed in all animals between days
2 and 5 pi. Seven lambs developed vesicles, pustules and erosions in the nasal mucosa
between days 4 and 8 pi. All inoculated animals seroconverted to BoHV-2. Dexamethasone
administration at day 40 pi was not followed by virus shedding, clinical recrudescence or
seroconversion. In the second experiment, eight milking ewes were inoculated in the skin of
the teats and udder, and monitorated thereafter regarding to viral replication, clinical signs and
histological changes. Infectious virus was isolated from lesion swabs of one ewe on days 7
and 8 pi. Five animals developed lesions in inoculation sites between days 4 and 6 pi. The
clinical-pathological aspects of the lesions were similar to those of natural infections and were
characterizated by erythema, edema, papules, vesicles, exsudation and scabs. By histological
examination, the lesions displayed cellular edema and linfoplasmocitic multifocal infiltrate
surrounding blood vessels in the dermis. Moreover, eosinophilic intranuclear inclusion bodies
were observed in inflamatory cells and syncitia. Virus particles resembling herpesvirus were
observed by eletronic transmission microscopy. These results indicate that sheep are

susceptible to BoHV-2 infection, and can develop clinical signs similar to those observed in



cattle in natural outbreaks of herpes mammillitis. Thus, this animal species may be used as a

model to study pathogenesis, vaccine development and antiviral drugs.

Key words: Bovine herpesvirus type 2, BoHV-2, bovine herpes mammillitis, sheep,
experimental model.
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1. INTRODUCAO

O herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2) é um virus DNA de cadeia dupla e linear,
possui um capsideo de simetria icosaédrica e um envelope lipoprotéico (ROIZMAN, 1992).
Esse virus replica em uma grande variedade de cultivos celulares, embora cultivos de células
primérias de origem bovina sejam particularmente susceptiveis, dentre elas aquelas originadas
de rim e testiculos bovinos. O efeito citopatico do BoHV-2 ¢ caracterizado pela formacédo de
sincicios e inclusdes intranucleares eosinofilicas em células infectadas (RWEYEMAMU &
GIBBS, 1977). Temperaturas proximas a 33° favorecem a replicacdo viral em cultivos
celulares (O’CONNOR, 1985).

O BoHV-2 esta classificado na familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Simplexvirus. Outros herpesvirus de importancia veterindria também estdo
classificados nessa familia, como os herpesvirus bovino tipo 1 e tipo 5, o herpesvirus equino
tipo 1 e o virus da pseudoraiva suina, no entanto, ndo existe reagcdes de neutralizacdo cruzada
entre eles e 0 BoHV-2 (MARTIN & HAY, 1966 & ALICE, 1977). No género Simplexvirus,
além do BoHV-2 também estdo classificados os virus do herpes simplex humano tipos 1 e 2
(HSV-1 e HSV-2), com os quais 0 BoHV-2 possui grande relacdo antigénica (ROIZMAN,
1992). Soro humano contendo anticorpos contra HSV-1 ou HSV-2 neutraliza o BoHV-2 e, da
mesma forma, antissoro contra 0 BoHV-2 neutraliza o0 HSV-1 e 0 HSV-2 (STERZ et al.,
1973). Tendo como base a similaridade genética e a relacéo antigénica, o0 BoHV-2 vem sendo
utilizado como modelo para o desenvolvimento de uma vacina eficaz e segura contra as
infeccdes pelo HSV-1 e HSV-2. Bovinos inoculados com o HSV-1 ou HSV-2 inativados ndo
apresentam quaisquer sinais clinicos e tornam-se parcialmente resistentes a infeccdo pelo
BoHV-2 (CASTRUCCI et al., 1981; CASTRUCCI et al., 1984). A inoculacdo de cobaias com
0 BoHV-2, da mesma forma, confere protecdo contra a infeccdo genital pelo HSV-2 (SMEE
& LEONHARDT, 1994).

O BoHV-2 € o agente etiologico da mamilite herpética, uma doenca que possui
distribuicdo mundial e apresenta importante repercussdo sanitaria, principalmente em gado
leiteiro (RWEYEMAMU & GIBBS, 1977).

A mamilite herpética € uma enfermidade caracterizada pela formacdo de lesdes
vesiculares nas tetas e ocasionalmente no Ubere de vacas (MARTIN & GWYNNE, 1968;
CASTRUCCI et al., 1972). Inicialmente relatada em Ruanda-Urandi, na Africa (HUYGELEN

et al., 1960), a doenca foi subseqiientemente diagnosticada em varios outros paises (MARTIN
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& GWYNNE, 1968; YEDLOUTSCHNIG et al., 1970; CASTRUCCI et al., 1972; TURNER
et al., 1974; ALICE, 1977; GIBBS & RWEYEMAMU, 1977; CASTRO et al., 1988; IMAI et
al., 2001).

No Brasil, existem poucas informacdes sobre a ocorréncia da infeccdo. O BoHV-2 foi
isolado em duas ocasides no pais, nas décadas de 70 e 80 (ALICE, 1977; CASTRO et al.,
1988) e a partir desses relatos pouco se soube sobre a presenca do virus no rebanho brasileiro.
No entanto, casos de mamilite com caracteristicas clinicas compativeis com a infeccao pelo
BoHV-2 tém sido freqlientemente relatados por veterinarios de campo (KREUTZ, L.C., 2006.
Informe verbal). Um estudo soroldgico realizado em duas bacias leiteiras do pais revelou que
0 BoHV-2 esta presente e amplamente disseminado nos rebanhos bovinos estudados
(ALMEIDA, S.R., 2006). E possivel que a mamilite herpética tenha passado despercebida ou
confundida com outras enfermidades como infec¢Bes pelo virus Vaccinia e pelo virus da
pseudovariola (JACKSON, 1993; LOBATO et al., 2005). A pseudovariola é freqiiente no
Brasil, principalmente na regido sudeste. No entanto, essa enfermidade apresenta um curso
mais prolongado e acomete também humanos. Por outro lado, infec¢Bes pelos virus da variola
bovina e Vaccinia sdo freqlientemente acompanhadas de sinais clinicos mais severos
(LOBATO et al., 2005).

As lesOes nas tetas dificultam a ordenha e consequientemente predispdem a mastite. As
maiores perdas estdo relacionadas com a reducdo da producéo leiteira devido a ocorréncia de
mastites intercorrentes, custo do tratamento e descarte do leite (GIBBS & RWEYEMAMU,
1977). Embora a infeccdo de humanos pelo BoHV-2 ndo tenha sido confirmada, existem
relatos de lesbes em humanos que tiveram contato com bovinos infectados (MARTIN et al.,
1966; PEPPER et al., 1966). No momento ndo existem vacinas comerciais disponiveis para a
protecéo de bovinos contra a infeccéo pelo BoHV-2 (RWEYEMAMU & GIBBS, 1977).

As vias de transmissao e a patogenia da infeccdo pelo BoHV-2 sdo assuntos que geram
muitas controvérsias. A patogenia da infec¢cdo pelo BoHV-2 é pouco conhecida. 1sso deve-se,
em parte, a dificuldade de reproducdo experimental da doenca, principalmente devido a
incerteza quanto a via natural de infecgdo. A inoculagdo endovenosa de bovinos reproduz
lesGes disseminadas na pele, principalmente na face e dorso (HAIG, 1967; CASTRUCCI et
al., 1978), enquanto a inoculacédo intradérmica reproduz lesdes localizadas restritas ao local de
inoculagdo (CASTRUCCI et al., 1979; MARTIN & SCOTT, 1979).

Embora existam indicios de transmissdo através de insetos vetores (PEPPER et al.,
1966; MARTIN et al., 1966), tentativas de reproduzir a mamilite herpética utilizando moscas

hematofagas como vetores nédo foi possivel experimentalmente (GIBBS et al., 1973).
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A falta de um modelo animal também tem sido um fator limitante para os estudos da
patogenia das infeccbes pelo BoHV-2. A mamilite herpética s6 foi reproduzida
experimentalmente apds a inoculacdo intradérmica (MARTIN et al., 1969; CASTRUCCI et
al., 1979) ou apés escarificagBes profundas nas tetas e Ubere de vacas (GIBBS et al., 1973).
Ovinos podem desenvolver lesdes semelhantes as observadas em bovinos quando inoculados
pela via endovenosa ou intradérmica; no entanto, caprinos ndo desenvolvem lesdes
caracteristicas (WESTBURY, 1981).

Este trabalho teve como objetivo reproduzir, em ovinos, as manifestacdes clinico-
patoldgicas associadas com a infec¢do natural de bovinos pelo BoHV-2, a fim de estabelecer
um modelo animal adequado para estudos de patogenia e para um eventual desenvolvimento e

testes de vacinas e de drogas antivirais.



2. CAPITULO 1

Reproducdo experimental e caracterizacao clinico-patologica da mamilite pelo

herpesvirus bovino tipo 2 em ovinos.

Experimental reproduction and clinico-pathological characterization of mammillitis by bovine

herpesvirus type 2 in sheep.

Sabrina Ribeiro de Almeida’, Diego Gustavo Diel*, Rudi Weiblen? Eduardo Furtado

Flores®

(Artigo submetido a revista Pesquisa Veterinaria Brasileira, dezembro de 2006).

'Programa de Pés-graduacdo em Medicina Veterinria, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, RS, Brasil.
’Depto de Medicina Veterinaria Preventiva (DMVP), UFSM, Santa Maria, RS, Brasil.

Fone/fax: 55-3220-8034. *Autor para correspondéncia: E-mail: flores@ccr.ufsm.br.
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ABSTRACT.- Almeida S.R., Diel D.G., Weiblen R., Flores E.F. 2006. [Experimental
reproduction and clinico-pathological characterization of mammillitis by bovine
herpesvirus type 2 in sheep.] Reproducdo experimental e caracterizacdo clinico-patoldgica
da infeccdo pelo herpesvirus bovino tipo 2 em ovinos. Pesquisa Veterinaria Brasileira ().
Depto Medicina Veterinaria Preventiva, Centro de Ciéncias Rurais, Universidade Federal de
Santa Maria, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: flores@ccr.ufsm.br. The bovine

mammillits caused by bovine herpesvirus type 2 (BoHV-2) is an important disease of dairy

cattle yet very little is known about its pathogenesis. This study aimed at reproducting and
characterizing the clinical-pathological aspects of bovine herpesvirus mammillits in
experimentally infected sheep. In the first experiment, ten lambs were inoculated in the nasal
mucosa and the virological, clinical and serological aspects of acute infection were
monitorated. Virus sheeding was detected in nasal secretions of 7 lambs between days 2 and 8
post inoculation (pi) and lasted from one to three days. A serous nasal discharge, changing to
mucous and mucopurulent, was observed in all animals between days 2 and 5 pi. Seven lambs
developed vesicles, pustules and erosions in the nasal mucosa between days 4 and 8 pi. All
inoculated animals seroconverted to BoHV-2. Dexamethasone administration at day 40 pi was
not followed by virus shedding, clinical recrudescence or seroconversion. In the second
experiment, eight milking ewes were inoculated in the skin of the teats and udder, and
monitorated thereafter regarding to viral replication, clinical signs and histological changes.
Infectious virus was isolated from lesion swabs of one ewe on days 7 and 8 pi. Five animals
developed lesions in inoculation sites between days 4 and 6 pi. The clinical-pathological
aspects of the lesions were similar to those of natural infections and were characterizated by
erythema, edema, papules, vesicles, exsudation and scabs. By histological examination, the
lesions displayed cellular edema and linfoplasmocitic multifocal infiltrate surrounding blood
vessels in the dermis. Moreover, eosinophilic intranuclear inclusion bodies were observed in
inflamatory cells and syncitia. Virus particles resembling herpesvirus were observed by
eletronic transmission microscopy. These results indicate that sheep, mainly milking ewes, are
susceptible to BoHV-2 infection and can develop clinical signs similar to those observed in
cattle in natural outbreaks of herpes mammillitis. Thus, this animal species may be used as a

model to study pathogenesis, vaccine development and also antiviral drugs.

INDEX TERMS: Bovine herpesvirus type 2, BoHV-2, bovine herpes mammillitis, sheep,

experimental model.
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RESUMO.- A mamilite causada pelo herpesvirus bovino tipo 2 (BoHV-2) é uma importante
enfermidade de gado leiteiro, porém pouco se sabe sobre a sua patogenia. O presente trabalho
teve como objetivos reproduzir e caracterizar em ovinos as manifestagdes clinico-patoldgicas
associadas com a infeccdo natural de bovinos pelo BoHV-2. Em um primeiro experimento,
dez cordeiros foram inoculados na mucosa nasal e a infeccdo aguda foi monitorada nos
aspectos clinicos, viroldgicos e soroldgicos. Excrecdo viral em secre¢des nasais foi detectada
em 7/10 animais entre os dias 2 e 8 pos-inoculacdo (pi), com duragdo que variou entre um e
trés dias. Todos animais apresentaram secre¢do nasal serosa, passando a mucosa e
mucopurulenta, entre os dias 2 e 5 pi, e sete deles apresentaram também hiperemia e o
desenvolvimento de vesiculas, pustulas e erosGes na mucosa nasal entre os dias 4 e 8 pi.
Todos os animais soroconverteram ao BoHV-2. A administragcdo de dexametasona aos 40 dias
pi ndo foi seguida de excrecdo viral, soroconversdo ou recrudescéncia clinica. Em um
segundo experimento, oito ovelhas lactantes foram inoculadas na pele das tetas e do Ubere,
seguida da caracterizacdo viroldgica, clinica e histopatologica da infeccdo aguda. O virus foi
isolado a partir de suabes coletados das lesdes de uma ovelha nos dias 7 e 8 pi. Cinco (5/8)
animais desenvolveram lesdes nos locais de inoculacdo entre os dias 4 e 6 pi. As lesdes
apresentaram caracteristicas clinico-patolégicas semelhantes as observadas em infeccdes
naturais, e se caracterizaram por hiperemia, edema, papula, vesiculas, exsudacdo e formacao
de crostas. Histologicamente, as lesGes se caracterizaram por edema intracelular, presenca de
um infiltrado linfoplasmocitario multifocal e predominantemente perivascular na derme, além
de corpusculos de inclusdo eosinofilicos intranucleares em células inflamatorias e células
sinciciais. Particulas viricas com morfologia tipica de herpesvirus foram observadas sob
microscopia eletronica de transmissdo. Esses resultados indicam que ovinos, particularmente
ovelhas lactantes, sdo susceptiveis a infeccdo pelo BoHV-2 e desenvolvem lesGes
caracteristicas de mamilite herpética quando inoculados experimentalmente, podendo ser
utilizados para estudos de patogenia, desenvolvimento de vacinas e pesquisas de drogas

antivirais

TERMOS DE INDEXAGCAO: Herpesvirus bovino tipo 2, BoHV-2, mamilite herpética,

ovinos, modelo experimental.
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INTRODUCAO

O herpesvirus bovino 2 (BoHV-2), agente etioldégico da mamilite herpética, é um virus
DNA, envelopado, pertencente a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Simplexvirus. Nesse género também estdo classificados os virus do herpes simplex
humano tipos 1 e 2 (HSV-1; HSV-2), com os quais 0 BoHV-2 é antigenicamente relacionado
(Roizman 1992).

Os alfaherpesvirus possuem um amplo espectro de hospedeiros, apresentam ciclo
replicativo curto e se disseminam rapidamente em células de cultivo, resultando em destruicéo
celular. Esses virus estabelecem infec¢des latentes em neurdnios de ganglios sensoriais e
autondmicos ap0s a infeccdo aguda (Roizman 1992). A capacidade de estabelecer e reativar
infeccBes latentes se constitui no ponto-chave na epidemiologia dos alfaherpesvirus (Jones
1998).

A infeccéo pelo BoHV-2 tem sido associada com duas formas clinicas distintas e bem
definidas: lesdes vesiculares nas tetas ou ocasionalmente disseminadas pelo Ubere (mamilite
herpética); e lesbes generalizadas na pele (pseudolumpy skin disease) (Osorio 1992). Essas
lesGes podem ser confundidas com outras enfermidades de pele de bovinos, incluindo aquelas
causadas pelo virus pseudocowpox e pelo virus Vaccinia (Jackson 1993, Lobato et al. 2005).

O BoHV-2 foi isolado pela primeira vez em 1957, na Africa do Sul, de bovinos com
lesGes generalizadas na pele (Alexander et al. 1957), e a seguir em Ruanda Urandi, de lesdes
em tetas de vacas leiteiras (Huygelen et al. 1960). Subseqiientemente, a infec¢éo foi detectada
em Vvarios paises, incluindo o Kénia (Martin & Gwynne 1968), Australia (Turner et al. 1974),
Reino Unido (Gibbs & Rweyemamu 1977), EUA (Yedloutschnig et al. 1970), Italia

(Castrucci et al. 1972), Brasil (Alice 1977, Castro et al. 1988) e Jap&o (Imai et al. 2005).
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Estudos soroldgicos indicam que 0 BoHV-2 esta presente no rebanho bovino de varios
paises em niveis variados de prevaléncia (Dardiri & Stone 1972, Martin & Gwynne 1968,
Scott & Martin 1978, Imai et al. 2005). Anticorpos contra 0 BoHV-2 também foram
detectados em bubalinos e em varias espécies de animais silvestres no leste da Africa, mesmo
na auséncia de sinais clinicos da infeccdo, sugerindo que as infecgdes sdo frequentemente
subclinicas (Martin & Gwynne 1968).

Apesar da infecgdo também ter sido diagnosticada em bovinos de corte, os maiores
prejuizos ocasionados pela infeccdo com o BoHV-2 ocorrem em gado leiteiro (Johnston
1971). As maiores perdas estdo relacionados com a redugdo da producdo leiteira devido a
mastites intercorrentes, custo do tratamento e descarte do leite (Gibbs & Rweyemamu 1977).
Relatos de surtos de mamilite herpética indicam que a doenca se manifesta de forma mais
severa em novilhas lactantes de primeira cria (Deas & Johnston 1966, Rweyemamu et al.
1966).

A mamilite herpética é uma enfermidade primariamente da glandula mamaria, embora
possa se manifestar como uma doenga localizada ou generalizada, dependendo da via de
infecgdo (Dardiri 1973). A patogenia da infeccdo pelo BoHV-2 é pouco conhecida. Além da
dificuldade de reproducdo experimental da doenca, existem ddvidas quanto a via natural de
infeccdo. A inoculacdo endovenosa de bovinos reproduz lesdes disseminadas na pele,
principalmente na face e dorso (Haig 1967, Castrucci et al. 1978), enquanto a inoculagéo
intradérmica reproduz lesGes localizadas restritas ao local de inoculagcdo (Castrucci et al.
1979, Martin & Scott 1979).

A mamilite herpética somente foi reproduzida experimentalmente apds a inoculacao
intradérmica (Martin et al. 1969, Castrucci et al. 1979) ou apos escarificagdes profundas nas
tetas e Ubere de vacas (Gibbs et al. 1973). Ovinos podem desenvolver lesdes semelhantes as

observadas em bovinos quando inoculados pelas vias endovenosa ou intradérmica; no entanto,
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caprinos ndo desenvolvem lesGes caracteristicas (Westbury 1981). A infec¢do também foi
reproduzida experimentalmente em camundongos, coelhos e cobaias (Pepper et al. 1966,
Castrucci et al. 1972, Castro et al. 1988).

A capacidade do BoHV-2 estabelecer infecgdes latentes em bovinos foi confirmada
por Martin & Scott (1979). A biologia da infeccdo latente, no entanto, ainda ndo foi
satisfatoriamente esclarecida e resultados inconsistentes de reativagdo experimental da
infeccéo tém sido relatados (Westbury 1981, Castrucci et al. 1983).

O objetivo deste estudo foi reproduzir em ovinos as manifestacdes clinico-patologicos
associadas a infeccdo natural de bovinos pelo BoHV-2. Para isto, cordeiros e ovelhas lactantes

foram inoculados na mucosa nasal e na pele das tetas e do Ubere, respectivamente.

MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

O presente estudo consistiu de duas inoculagGes experimentais de ovinos com o0
BoHV-2. No primeiro experimento, dez cordeiros foram inoculados na mucosa nasal e a
infeccdo aguda foi monitorada nos aspectos virolégicos, clinicos e soroldgicos. Quarenta dias
apos a inoculacdo, os animais foram submetidos a administracdo de dexametasona (Dx) na
tentativa de reativar a infecgdo latente. O segundo experimento consistiu da inoculagdo do
BoHV-2 na pele das tetas e do Ubere de oito ovelhas lactantes, seguida da caracterizacdo

viroldgica, clinica e histopatoldgica da infeccao aguda.
Células e virus

A amplificacdo, quantificacéo e isolamento de virus de secrecdes e tecidos, e 0s testes
de soroneutralizacdo (SN) foram realizados em células da linhagem CRIB (Flores & Donis

1995). As células foram cultivadas em meio essencial minimo (MEM), contendo penicilina
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(1,6mg/L), estreptomicina (0,4mg/L) e nistatina (0,02mg/L) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). A amostra do BoHV-2 utilizada nas inoculagdes e nos testes de SN foi
cedida pelo Dr. Fernando Osorio (Department of Veterinary and Biomedical Science,

University of Nebraska at Lincoln, Lincoln, NE, USA).

Experimento 1 - Infeccdo experimental de cordeiros
Dez cordeiros com aproximadamente 3 a 4 meses de idade, de ambos 0s sexos,
soronegativos para 0 BoHV-2 foram inoculados com o virus; um cordeiro permaneceu como

controle. Os animais foram inoculados na mucosa nasal, com 2mL de uma suspenséo
5'1 - Ve - -
contendo 10 doses infectantes do virus para 50% dos cultivos (D|CC50)§ 0 animal controle

foi inoculado com MEM. A suspensdo viral foi inoculada com o auxilio de suabes,
depositando-se 1mL em cada narina e friccionando-se em seguida. Os animais foram
monitorados clinicamente nos dias seguintes a inoculacéo, com aferi¢cdo da temperatura retal e
exame visual da mucosa nasal.

SecrecOes nasais para a pesquisa de virus foram coletadas diariamente com o auxilio
de suabes até o dia 12 pi. Os suabes foram acondicionados em 1mL de MEM e conservados a
-70°C. Posteriormente, foram drenados, centrifugados a 1.165g por 10 minutos e o
sobrenadante foi inoculado em monocamadas de células CRIB cultivadas em placas de 24
cavidades. Os cultivos foram monitorados diariamente para o aparecimento de efeito
citopatico (ecp) durante trés passagens de cinco dias cada.

Amostras de sangue para a sorologia foram coletadas no dia da inoculacao (dia 0), e
nos dias 14 e 28 pi. As amostras de soro foram submetidas aos testes de SN para a pesquisa de
anticorpos contra o BoHV-2. Os testes de SN foram realizados em placas de poliestileno de
96 cavidades, com algumas modificacbes na metodologia utilizada por Dardiri & Stone
(1972). Diluicdes crescentes do soro, partindo de 1:2, foram incubadas por 1 hora e 30 min a

37°C com 100-200 DICCSOdo BoHV-2 por cavidade. Apds a incubagdo, uma suspensdo de
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células CRIB foi adicionada e as placas foram incubadas em estufa a 33°C com 5% de COZ. A

leitura dos testes foi realizada pelo monitoramento do ecp nos cultivos celulares apds 72-96 h
de incubacédo. O titulo neutralizante foi considerado a reciproca da maior diluicdo capaz de
prevenir a producdo de ecp.

Quarenta dias apds a inoculacdo, os cordeiros foram submetidos a administracdo de
Dx durante 5 dias consecutivos (0,25mg/kg/dia; Labovet Produtos Veterinarios LTDA, Feira
de Santana, BA, Brazil). Os animais foram monitorados clinicamente nos dias seguintes, com
afericdo da temperatura retal e exame da mucosa nasal. Secre¢fes nasais para a pesquisa de
virus foram coletadas diariamente com o auxilio de suabes até o dia 12 ap6s a administracdo
de Dx (pDx). Amostras de sangue para a sorologia foram coletadas no dia da primeira
administracdo de Dx (dia 40 pi) e nos dias 14 e 28 pDx. O processamento desse material foi
realizado como descrito anteriormente.
Experimento 2 - Infeccdo experimental de ovelhas lactantes

Oito ovelhas lactantes, soronegativas para o0 BoHV-2, foram inoculadas na pele das

tetas e do Ubere com 2mL de uma suspenséo viral contendo 10°° DICC50 /mL do BoHV-2.

Previamente a inoculagdo, esses locais foram escarificados com uma esponja &spera. Apés a
escarificacdo, a suspensao viral foi distribuida homogeneamente no local, seguida da friccdo
leve com um suabe de algoddo. Os cordeiros filhos das ovelhas inoculadas permaneceram
com as maes durante todo o experimento.

Os animais foram monitorados diariamente apds a inoculacdo, com afericdo da
temperatura retal e exame visual dos locais de inoculagcdo. Suabes para a pesquisa de virus
foram coletados destes locais diariamente até o dia 14 pi . O processamento dos suabes e a
pesquisa de virus foram realizados como descrito anteriormente.

As lesbes que se desenvolveram em dois animais foram submetidas a avaliacdo

histoldgica e microscopia eletrénica de transmissdo (ME). Do animal 166, foi coletado um
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fragmento de aproximadamente 0,5 cm diametro de uma papula na pele do Ubere no dia 5 pi.
Duas amostras de mesmas dimensdes foram coletadas do animal 126: uma amostra foi
coletada de uma papula com vesicula observadas na pele de uma teta no dia 6 pi; e uma
amostra de uma leséo crostosa na base de uma das tetas, no dia 8 pi. De cada fragmento, uma
parte foi fixada em formaldeido tamponado por 12 a 24 horas, incluida em parafina,
seccionada e corada com hematoxilina-eosina (HE) para exame histolégico. Um parte do
corte foi fixada em glutaraldeido 2,5%, pds-fixada em tetroxido de ésmio e processada para
microscopia eletrénica de transmissao.

Amostras de sangue das ovelhas e dos respectivos cordeiros foram coletadas para a
sorologia no dia da inoculacédo (dia 0), e nos dias 14 e 28 pi. Os testes de SN foram realizados

como descrito anteriormente.

RESULTADOS

Experimento 1: Infeccdo experimental de cordeiros

A inoculagdo nasal do BoHV-2 nos cordeiros resultou em replicagdo viral na mucosa
nasal e no desenvolvimento de lesdes nos locais de inoculagdo. O virus foi isolado de
secrecOes nasais coletadas de sete animais, entre os dias 2 e 8 pi. A excrecdo viral em cada
animal durou um a trés dias (Tabela 1). Os animais inoculados apresentaram corrimento nasal
entre os dias 2 e 5 pi. Esse corrimento foi inicialmente seroso, passando a mucoso e
mucopurulento; de intensidade leve a moderada (Figura 1). Sete desses animais apresentaram
hiperemia da mucosa nasal, entre os dias 4 e 8 pi, seguida de formacdo de vesiculas,
exsudacdo e erosbes superficiais. As erosdes evoluiram para pequenas Ulceras com

aproximadamente 0,3 cm de didametro, recobertas com material de aparéncia fibrinosa. As
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lesGes iniciaram a regressdo a partir do dia 8 pi, resultando na completa resolucdo entre os
dias 10 e 12 pi.

Os exames sorologicos realizados no dia 28 pi revelaram que todos os animais
inoculados soroconverteram ao BoHV-2. O animal controle ndo apresentou quaisquer
alteragdes clinicas e permaneceu soronegativo (Tabela 1).

O isolamento viral, associado com o desenvolvimento de lesbes e de anticorpos
neutralizantes, indica que o virus replicou eficientemente na mucosa nasal dos cordeiros apos
a inoculacéo.

Na tentativa de reativar a infeccdo latente, os dez cordeiros inoculados foram
submetidos & administragdo de Dx no dia 40 pi e monitorados quanto a excrecao viral, sinais
clinicos e sorologia nos dias seguintes. Os animais submetidos a administracdo de Dx nao
excretaram virus nas secrecfes nasais, nao desenvolveram lesfes e ndo apresentaram aumento
superior a quatro vezes no titulo de anticorpos no dia 28 pDx (Tabela 1).

Experimento 2: Infec¢do experimental de ovelhas lactantes

A inoculagdo do BoHV-2 na pele das tetas e do Ubere das ovelhas lactantes resultou no
desenvolvimento de lesbes nos locais de inoculacdo. Somente foi possivel isolar o virus das
lesbes de uma ovelha nos dias 7 e 8 pi. As tentativas de isolar o virus a partir de suabes

coletados de outros animais foram infrutiferas.

Nos dias seguintes a inoculacdo, cinco ovelhas inoculadas desenvolveram lesdes em
uma teta, nas duas ou no Ubere. As lesGes foram inicialmente observadas entre os dias 4 e 6
pi, e se caracterizaram por hiperemia e edema de uma area circular de aproximadamente 0,5 a
1 cm de didmetro nas tetas ou Ubere (entre os dias 3 e 5 pi), seguida da formacao de papulas,
vesiculas, exsudacao, erosdo superficial e formacdo de crostas (Figura 2). Em algumas lesdes,
houve a formacdo de uma &rea central deprimida, circundada por um halo hiperémico. A

progressao das lesdes foi marcada pelo aumento do didmetro e hiperemia da regido afetada.
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LesOes de diferentes didmetros desenvolveram-se na mesma teta ou em tetas diferentes. Em
alguns animais, ndo foram observadas vesiculas no local de inoculacdo; apenas lesdes
recobertas por crostas. A inoculagdo produziu lesbes de severidade discreta a moderada que
comecaram a regredir a partir do dia 8 pi. As lesGes se mantiveram recobertas por crostas até

ao redor do dia 14 pi.

Dois cordeiros, filhos de ovelhas que apresentaram lesdes nas tetas, desenvolveram
lesbes proximas a comissura labial. As lesdes crostosas foram observadas inicialmente em
torno do dia 11 pi e se resolveram dentro de dois a trés dias. N&o foi possivel isolar o virus a

partir das crostas. Nenhum destes cordeiros soroconverteu ao BoHV-2.

Os exames soroldgicos realizados no dia 28 pi revelaram que houve soroconversao ao
BoHV-2 nas ovelhas inoculadas, com titulos de anticorpos que variaram entre 2 e 32 (Tabela

2).

As alteracGes histopatoldgicas observadas variaram de acordo com a evolucdo das
lesbes. As lesdes iniciais (dia 5 pi) caracterizadas macroscopicamente por papulas
arredondadas de aproximadamente 0,5 cm de didmetro, apresentaram edema intercelular
epidérmico moderado e maltiplas células isoladas com citoplasma eosinofilico circundadas
por um halo claro. Uma area focal extensa de necrose epidérmica, marcada por queratinocitos
com citoplasma intensamente eosinofilico e ndcleos picnéticos foram observados, além de
uma fenda na juncdo da derme e epiderme, por vezes preenchida por neutréfilos. Nas bordas
da area necrosada observou-se um acentuado edema intracelular e degeneragdo reticular de
queratindcitos. Células sinciciais eram abundantes e distribuidas homogeneamente por toda a
lesdo, além de inclusbes eosinofilicas intranucleares em células epiteliais e células sinciciais
(Figura 3). Associados com as lesdes epidérmicas foram observados neutrdfilos dispersos
entre as células epiteliais ou formando agregados no interior ou abaixo do estrato corneo. Um

infiltrado inflamatério linfoplasmocitario e neutrofilico multifocal, leve a moderado e
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predominantemente perivascular foi observado na derme, além de inclusbes eosinofilicas
intranucleares em células inflamatdrias.

Os achados histologicos da lesdo papular circundada por vesicula (dia 6 pi) foram
semelhantes aos descritos acima. Adicionalmente, uma area de erosdo focal e extensa foi
observada. A leséo foi marcada por perda parcial e extensa da camada epitelial da epiderme e
areas cobertas por restos celulares e queratina. Os queratindcitos remanescentes apresentavam
degeneracdo balonosa acentuada e raras inclus@es eosinofilicas intranucleares. Um infiltrado
inflamat6rio linfoplasmocitario e neutrofilico multifocal e coalescente acentuado,
predominantemente perivascular. Células sinciciais e inclusdes eosinofilicas intranucleares
em células inflamatdrias foram raramente observadas na derme.

As lesdes recobertas por crostas (dia 8 pi) apresentaram, além do que ja havia sido
observado nas outras lesdes, uma estrutura lamelar eosinofilica e agregados de neutrdfilos
degenerados na area erodida. Os queratindcitos remanescentes apresentavam degeneracao
balonosa acentuada. Células sinciciais e inclusbes eosinofilicas intranucleares foram
raramente observadas. Um infiltrado inflamatorio linfoplasmocitario e neutrofilico multifocal
e coalescente acentuado, predominantemente perivascular foi observado na derme e também
ao redor de glandulas sebéaceas e foliculos pilosos.

Particulas viricas com morfologia semelhante a herpesvirus foram observadas em

bidpsias da lesdo crostosa coletada da ovelha 126 no dia 8 pi (Figura 4).

DISCUSSAO

O presente estudo relata a reproducdo experimental e caracterizagdo clinico-patoldgica

de mamilite produzida pelo BoHV-2 em ovelhas lactantes. A inoculagdo cutanea do virus,

apos escarificacdo superficial, resultou em lesdes com caracteristicas clinicas e histolégicas
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semelhantes as observadas em casos naturais de mamilite herpética em bovinos. Apesar das
dificuldades de se isolar o virus da maioria dos animais, as lesfes apresentaram caracteristicas
histoldgicas tipicas da infeccdo, como a presenca de corplsculos de inclusdo intranucleares e
presenca de células sinciciais. Além disso, particulas viricas com morfologia de herpesvirus
foram observadas nas lesbes sob microscopia eletronica de transmiss@do. A inoculagdo de
cordeiros pela via nasal também resultou em replicacdo e excrecdo viral, e no
desenvolvimento de pequenas lesdes vesiculares. A tentativa de reativar a infeccdo latente
pela administracdo de Dx, no entanto, resultou infrutifera, pois nenhum dos cordeiros
excretou o virus ou soroconverteu apds o tratamento. Estes resultados confirmam que ovinos
sdo susceptiveis a infeccdo pelo BoHV-2 e podem desenvolver lesdes semelhantes as
descritas em bovinos desde que inoculados de forma adequada para permitir a replicagéo viral
no tecido muco-cutaneo.

A infeccdo e enfermidades causadas pelo BoHV-2 tém sido pouco estudadas, a
despeito da ocorréncia relativamente freqliente da infeccdo em rebanhos leiteiros (Dardiri
1973, Gibbs & Rweyemamu 1977). Além da importancia clinico-sanitaria para a
bovinocultura, 0 BoHV-2 tem sido sugerido como modelo para o HSV, com o qual
compartilha diversos aspectos bioldgicos, antigénicos e moleculares (Sterz et al. 1973, Ehlers
et al. 1999, May 2001). As dificuldades de reproducéo da enfermidade em bovinos (Gibbs et
al. 1973, Castrucci et al. 1978), ovinos e caprinos (Westbury 1981), além da incerteza quanto
a via natural de infeccdo tém se constituido em restricGes importantes para o estudo da
patogenia da infeccao.

Alguns estudos conseguiram reproduzir lesdes semelhantes aos casos naturais de
mamilite, porém somente apds a inoculagdo endovenosa ou intradérmica (Castrucci et al.
1978, 1979, Martin & Scott 1979). Embora a hipdtese de transmissao percutanea por insetos

ndo tenha sido descartada, essa via de transmissdo € pouco provavel, o que questiona a
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validade das inoculacGes endovenosas e intradérmicas para a reproducdo experimental da
doenca. Da mesma forma, a biologia da infeccdo latente é muito pouco conhecida, pelas
dificuldades de obter a reativacéo experimental da infeccéo e de identificar os sitios provaveis
de laténcia. Nesse sentido, o estabelecimento de um modelo animal seria de grande utilidade
para o estudo da patogenia da infeccéo pelo BoHV-2.

A inoculacdo de cordeiros teve como objetivo avaliar a susceptibilidade desses
animais a infeccdo, e também padronizar a técnica de inoculacdo, de modo que a infeccdo se
estabelecesse e fosse acompanhada de replicacdo e excrecdo viral. Embora a via nasal
provavelmente ndo tenha importancia em infeccGes naturais pelo BoHV-2, essa via representa
uma rota atrativa em infecgdes experimentais, pela facilidade de inoculagédo e monitoramento
da infec¢do, e também pela variedade de virus que sdo capazes de replicar na mucosa nasal. A
inoculacdo dos cordeiros resultou em replicagdo viral eficiente e excrecdo em secrecOes
nasais. Foi possivel recuperar virus das secre¢des de 7/10 dos animais inoculados, embora por
um periodo curto (1 a 3 dias). Os sete animais que excretaram o virus também desenvolveram
sinais de infeccdo como hiperemia e formacédo de vesiculas, além de corrimento nasal (Tabela
1). Embora infecg¢Ges naturais do BoHV-2 pela via nasal ndo tenham sido relatadas, as lesdes
desenvolvidas pelos cordeiros (vesiculas e erosGes) sdo semelhantes as descritas para o
BoHV-2 nas tetas e no Ubere de vacas (Martin et al. 1966, Deas & Johnston, 1966, Johnston
1971). Ao contrério das lesdes desenvolvidas em casos naturais da infec¢éo, lesbes recobertas
por crostas ndo foram observadas na mucosa nasal desses cordeiros. No entanto, a dindmica
do desenvolvimento das lesbes foi semelhante aos casos naturais e infecgdes experimentais,
com uma rapida resolucdo na auséncia de contaminacgdes secundarias (Martin et al. 1969).

A tentativa de reativar a infecgdo latente nos cordeiros resultou infrutifera, pois
nenhum animal excretou virus ou soroconverteu apds a administracdo de Dx, parametros

utilizados como indicadores de reativagdo (Jones 1998). Em animais inoculados pela via
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intradérmica, tentativas de recuperar o virus dos locais de inoculacdo apds a administracéo de
Dx tém sido frequentemente fracassadas (Martin & Scott 1979, Castrucci et al. 1983).
Somente em animais inoculados pela via endovenosa o virus pode ser recuperado — de
leucdcitos - ap6s o tratamento com Dx (Martin & Scott 1979). A dificuldade em reativar o
virus tem contribuido para o pouco conhecimento sobre a biologia da infeccdo latente pelo
BoHV-2. Dentre as possiveis explicacdes para a falha em isolar o virus apds a administracdo
pode-se considerar: i. auséncia de reativacdo viral; ii. replicacdo viral deficiente apo6s a
reativacao, iii. transporte deficiente aos sitios de replicacao primarios, iv. replicacdo deficiente
nos sitios de replicacdo primarios, v. excrecdo viral deficiente.

A inoculacdo das ovelhas teve como objetivo reproduzir a mamilite observada em
infeccBes naturais e caracteriza-la nos aspectos viroldgicos, clinicos e patolégicos. Apesar das
lesBes desenvolvidas e da soroconversdo observada em 6/8 animais, somente foi possivel
isolar o virus da lesdo de uma ovelha (Tabela 2). Dificuldades de isolamento do virus de
lesBes de mamilite herpética tém sido relatadas em varios estudos (Martin et al. 1969, Martin
& Scott 1979, Westbury 1981). Em todos eles, somente foi possivel isolar o virus durante a
fase exsudativa das lesGes, e por um curto espago de tempo (um a dois dias). O rompimento
rapido das vesiculas e a dessecacdo das lesdes com formacdo de crostas dificulta a
recuperacdo de virus viavel (Rweyemamu et al. 1966). Isso contrasta com a relativa facilidade
de demonstrar o virus infeccioso nas secre¢des nasais dos cordeiros (Tabela 1). E provavel
que as diferencas histoldgico-funcionais entre o epitélio nasal (células vivas, presenca de
secrecdo) e o epitélio cutaneo das tetas e Ubere (camadas superficiais queratinizadas e
superficie ressecada), tenham influenciado na replicacdo, excrecdo e manutencdo da
viabilidade do virus nas lesdes. Isso poderia explicar, em parte, a facilidade de isolar o virus
das secrec¢des nasais dos cordeiros, em contraste com a dificuldade de isolamento de virus das

lesOes de tetas e Ubere.
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O curso clinico e as leses desenvolvidas nas tetas e no ubere de 5/8 das ovelhas
inoculadas foram semelhantes as descritas em infeccBes naturais (Pepper et al. 1966,
Yedloutschnig 1970, Johnston 1971, Turner et al. 1974, Alice 1977) e experimentais de
bovinos pelo BoHV-2 (Martin & Scott 1979). A inoculacdo de ovelhas pela via intradérmica
também reproduziu lesdes semelhantes (Westbury 1981). A exemplo de casos de infecgdo
natural, a presenca de vesiculas ndo foi facilmente observada, devido ao seu rapido
rompimento e substituicdo por crostas (Martin et al. 1966). Em infecgbes naturais, a
distribuicdo das lesGes é variavel, podendo afetar apenas as tetas, as tetas e Ubere, ou somente
0 Ubere (Martin et al. 1966, Rweyemamu et al. 1966, Deas & Johnston 1966). No presente
estudo, somente uma ovelha desenvolveu lesdo no Ubere, ao contrario das outras que
desenvolveram lesGes em uma ou nas duas tetas.

Os achados histopatologicos foram semelhantes a outros estudos de lesdes
experimentalmente reproduzidas em bovinos (Martin et al. 1969, Castrucci et al. 1978,
Westbury 1981). Histologicamente, as lesdes foram caracterizadas por uma reagdo
inflamatoria severa inicialmente perivascular que passou a envolver estruturas anexas e toda a
derme. Células sinciciais e corpusculos de inclusdo eosinofilicos intranucleares foram
observados freqlientemente nas les@es iniciais (dia 5pi) e se tornaram escassos a medida que a
lesdo progredia (dia 6 e 8pi). As camadas mais superficiais da pele foram as mais afetadas.
Achados semelhantes foram descritos por Martin et al. (1969) e Castrucci et al. (1978) em
lesbes produzidas apos inoculagdes pelas vias endovenosa e intradérmica em bovinos. Células
sinciciais e corpusculos de inclusdo intranucleares eosinofilicos s&o comuns em lesdes iniciais
e se tornam escassos a medida que a resolucdo progride. Da mesma forma, a reagdo
inflamatoria inicialmente localizada em torno de vasos se torna disseminada pela derme
(Martin et al. 1969, Castrucci et al. 1978). Westbury (1981) observou edema intercelular e

infiltrado linfocitario no dia 6 pi em bidpsias de pele de ovelhas inoculadas pela via
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endovenosa, no entanto, corpusculos de inclusdo intranucleares eosinofilicos ndo foram
observados em nenhum estégio da infec¢do. A presenca de particulas viricas com morfologia
de herpesvirus reforca a participacdo do virus na etiopatogenia da lesao.

O desenvolvimento de lesGes com caracteristicas clinico-patoldgicas semelhantes aos
observados em infec¢des naturais, além da deteccdo de virus em suabes e de particulas viricas
de herpesvirus nas lesdes indicam que a via de inoculagdo foi adequada para permitir a
replicacdo viral e reproducdo da mamilite nos animais inoculados. Esses resultados apontam
para 0 uso potencial de ovelhas para estudos de patogenia da mamilite herpética bovina. O
estabelecimento de um modelo animal adequado para o BoHV-2 pode viabilizar o
desenvolvimento de vacinas e pesquisas de drogas antivirais contra 0 HSV, um importante
patébgeno humano que compartilha diversas propriedades bioldgicas, antigénicas e
moleculares com o0 BoHV-2. Drogas antivirais poderiam também ser Gteis em casos clinicos
de mamilite herpética em gado leiteiro, restringindo a replicacdo viral, abreviando o curso
clinico e reduzindo assim as perdas relacionadas com a reducdo da producdo leiteira dos

animais afetados.
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Tabela 1 — Excrecdo viral, curso clinico e resposta sorologica durante a infeccao aguda e
apos a administragdo de dexametasona em cordeiros inoculados na mucosa nasal
com o herpesvirus bovino tipo 2.

Infec¢do aguda Pos-dexametasona

Animal Excrecdo  Sinais Anticorpos Excrecdo  Sinais Anticorpos

viral* clinicos neutralizantes viral clinicos neutralizantes
(dias) (dia)

0 14 28 0 14 28
101 =P < <2 4 2 - - 2 2 2
102 - S <2 8 2 - S 2 4 2
104 - S <2 2 2 - S 4 2 2
106 8(1) s,viel <2 2 2 - s 2 2 <
110 5(2) s,v,e <2 8 2 - S 2 2 22
128 2(2) s,v,e <2 2 8 - - 8 8 8
132 2(3) s,v,e <2 4 8 - S 8 8 16
134 2(3) s,v,e <2 2 2 - S 4 2 2
135 3(2) s,v,e <2 8 8 - S 8 16 16
137 3(1) s,v,e <2 8 8 - - 16 8 16
Controle - - <2 <2 <2 - - < <2 <2

*Inicio da excreg¢do (dpi) e (duragio)

® Resultado negativo no isolamento

¢Secrecdo nasal aumentada

¢ Anticorpos neutralizantes ndo detectados na menor diluigio testada (1:2)
¢ Vesiculas

"Exsudacdo



Tabela 2 — Excrecéo viral, curso clinico e resposta soroldgica durante a infeccdo aguda em
ovelhas lactantes inoculadas na pele das tetas e do Ubere com o herpesvirus

bovino tipo 2.
Infeccdo aguda
Animal Excrecédo Sinais clinicos (dia) Anticorpos
viral® neutralizantes
(dia)

0-4° 5 6 7 8 0 14 28
108 7(2) - - h%e%p® hec’ hec <29 16 8
116 P - - h,e,p h,e,c h,ec <2 8 16
118 - - - - - - <2 2 <2
138 - - - hv"  hec c <2 < 2
159 - - - - - - <2 <2 <2
SN - - - - - - 2 <2 <2
126 - h,p h, p h, c c - <2 32 16
166 - - h,p hepv hec hec <2 32 nt

% Inicio da excrecéo (dpi) e (duragéo)

®Resultado negativo no isolamento
°Hiperemia

9 Edema
® Papula

" Crosta

9 Anticorpos neutralizantes ndo detectados na menor diluicéo testada (1:2)

"Vesicula

'N3o testado
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Fig. 1. Sinais clinicos observados em cordeiros inoculados com o herpesvirus bovino
tipo 2 na mucosa nasal. (A) Cordeiro 135 (dia 8 pi): secrecdo mucopurulenta; (B)
Cordeiro 132 (dia 7 pi): hiperemia, vesicula (seta) e erosdo (cabeca de seta) .
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Fig. 2. Sinais clinicos observados nas tetas de ovelhas lactantes inoculadas com o
herpesvirus bovino tipo 2. (A) Ovelha 126 (dia 6 pi): hiperemia, papula e vesicula
(seta); (B) Ovelha 108 (dia 7 pi): hiperemia, edema e inicio da formac&o de crostas, e
(C) hiperemia, edema e crostas (dia 12 pi).



Fig. 3. Corte histoldgico da pele do Ubere da ovelha 126 inoculada com
0 herpesvirus bovino tipo 2. (A) Area focal e extensa de necrose
epidérmica e infiltrado de células inflamatdrias, com formacdo de
uma fenda na juncdo dermoepidérmica. Sdo também observadas
numerosas inclusdes eosinofilicas intranucleares em células
epiteliais (cabeca de setas). (B) Duas células sinciciais estdo
presentes na epiderme (setas) e ha infiltrado inflamatério misto na
derme superficial. HE, 0bj.40.

o
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Fig. 4. Corte histologico de pele da teta da ovelha 126 inoculada com o
herpesvirus bovino tipo 2. Acentuado infiltrado inflamatdrio
linfoplasmocitério e neutrofilico na derme profunda e ao redor de
estruturas anexas (glandulas sebéceas). HE, obj.20.
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Fig. 5. Fotomicrografia de leséo crostosa da ovelha 126 inoculada com o
herpesvirus bovino tipo 2. Em meio a detritos celulares observam-se
varios virions com morfologia compativel com herpesvirus (setas).
Barra=100 nm.
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3. CONCLUSOES

Cordeiros sdo susceptiveis a infeccdo pelo BoHV-2 e desenvolvem lesdes vesiculares e

ulceradas ap6s inoculacdo na mucosa nasal.

Ovelhas lactantes sdo susceptiveis a infeccdo pelo BoHV-2 e desenvolvem lesdes
caracterizadas por hiperemia, edema, papula, vesiculas, exsudacdo e crostas quando

inoculadas nas tetas e no Ubere.

As caracteristicas clinicas e histologicas da infeccdo experimental de ovelhas lactantes
com o BoHV-2 sdo semelhantes as observadas em casos naturais e infeccbes

experimentais de bovinos.
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