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RESUMO 
 
FERREIRA, Hanna Carolina Campos, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
fevereiro de 2012. Herpesvírus bovino (BoHV-1 e/ou BoHV-5): vias de 
eliminação, viremia e sorologia de vacas leiteiras naturalmente infectadas. 
Orientador: Abelardo Silva Júnior. Coorientadores: Eduardo Paulino da Costa, 
Ernani Paulino do Lago, Gustavo Costa Bressan e Márcia Rogéria de Almeida 
Lamêgo. 
 

 

A fim de esclarecer dados da dinâmica da infecção pelos Bovine herpesvirus 1 

(BoHV-1) e/ou Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5), este trabalho visou comparar a 

eliminação dos referidos agentes virais em duas fases distintas da lactação (cinco 

meses antes e na época do parto) de vacas leiteiras naturalmente infectadas. Isso, 

de modo a relacionar a eliminação viral ao estresse periparto, tomando como 

parâmetro de análise dosagens do hormônio cortisol. Também foi investigada, 

através da Nested-PCR, a eliminação do DNA viral no colostro/leite, secreção nasal, 

viremia e, através da soroneutralização, a resposta sorológica de vacas leiteiras 

naturalmente infectadas. Foi demonstrado não haver diferenças dos níveis de 

cortisol entre as fases produtivas estudadas. Consequentemente, não houve 

diferenças na detecção do genoma viral e na resposta humoral das amostras 

clínicas focadas, considerando as duas fases estudadas. O leite se apresentou 

como uma alternativa amostral eficaz de diagnóstico da presença genômica do 

BoHV-1 e/ou BoHV-5. Em uma das propriedades de trabalho, praticamente 100% 

dos animais infectados estavam eliminando material genômico dos agentes, e houve 

uma média de 52% de frequência de positividade desse material eliminado no leite 

das vacas das demais propriedades. A frequência positiva de viremia se assemelhou 

àquela do leite em animais infectados, enquanto que a eliminação via secreção 

nasal apresentou baixa frequência de positividade, comparando ao leite. Isso sugere 

um prolongamento da época de eliminação via leite quando comparada à secreção 

nasal, concordando com a eficácia do leite como alternativa de material para 

diagnóstico viral. Sendo assim, conclui-se que a Nested-PCR é um método eficiente 

para o diagnóstico dos vírus deste estudo em leite e que essa amostra é promissora 

para o foco dos profissionais de campo, pois, além do diagnóstico ser possível na 

fase de infecção produtiva, há maior facilidade em sua coleta, quando comparada à 

coleta de sangue. 



viii 
 

ABSTRACT 
 
FERREIRA, Hanna Carolina Campos, M. Sc., Universidade Federal de Viçosa, 
February, 2012. Bovine herpesvirus (BoHV-1 e/ou BoHV-5): the process of 
elimination, viremia and serology of naturally infected dairy cows. Adviser: 
Abelardo Silva Júnior. Co-advisers: Eduardo Paulino da Costa, Ernani Paulino do 
Lago, Gustavo Costa Bressan and Márcia Rogéria de Almeida Lamêgo. 
 
 

In order to clarify data on the dynamics of infection by Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) 

and / or Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5), the aim of this study was to compare the 

viral clearance of BoHV-1 and/or BoHV-5 in two distinct phases of lactation (five 

months before and at parturition) of naturally infected dairy cows. Measurements of 

the cortisol hormone were used as an analysis parameter in order to relate viral 

shedding to post partum stress., The elimination of viral DNA in colostrum / milk, 

nasal secretions and viremia was investigated by nested PCR. The antibody 

response of cattle naturally infected was investigated by neutralization. There was no 

difference in cortisol levels between the two lactation phases. Therefore, there was 

no difference in viral genome detection and antibody responses of the tested 

samples, considering the two studied phases. Milk was an effective sample 

alternative for genomic diagnosis of BoHV-1 and/or BoHV-5. In one of the properties 

studied, close to 100% of infected animals were shedding viral DNA, and the mean 

frequency of milk shedding in cows from other properties was only 52%. The positive 

viremia rate was similar to the one observed in the milk of infected animals, while 

viral clearance in nasal discharges had low positivity rate, compared to milk. This 

suggests an extended shedding time in the milk, when compared to other 

dissemination routes. This information corroborates with milk efficacy as a sample 

alternative for viral diagnosis. Thus, in this study, Nested-PCR is an efficient tool for 

the viral diagnosis in milk. Milk is a promising sample for field practitioners because 

not only does it allow for productive infection diagnosis, it is easier to collect 

compared to blood. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Os sistemas de criação da pecuária leiteira sofreram modificações ao longo do 

tempo visando aperfeiçoar e melhorar a qualidade do seu produto final: o leite. Para 

isso, a saúde animal é levada em conta, abrangendo a análise da qualidade 

nutricional, do conforto e sanitária do ambiente. 

Há determinadas enfermidades que ocorrem diretamente devido à depressão 

do sistema imunológico animal, além, obviamente, da presença do agente causador 

no ambiente. A Rinotraqueíte Infecciosa Bovina e a Meningoencefalite Herpética 

Bovina, enfermidades virais causadas pelo Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1) e Bovine 

herpesvirus 5 (BoHV-5), respectivamente, promovem infecções crônicas nos animais 

pelo estabelecimento do mecanismo de latência (Flores - org., 2007). Ambas 

causam importantes danos sanitários aos bovinos e, consequentemente, à 

economia de uma região ao provocar prejuízos na produtividade animal. São 

enfermidades diretamente relacionadas à depressão imunológica, visto que seus 

agentes causadores, presentes no organismo hospedeiro, têm sua virulência 

reativada conforme a condição estressante à qual o animal esteja submetido (Rock 

et al., 1992). Essa condição é intimamente relacionada à debilidade do sistema 

imune (Ackermann et al., 1982). Determinadas condições estressantes ligadas ao 

sistema de criação favorecem a manifestação das enfermidades, tais como 

desconforto no momento da ordenha ou durante os momentos de descanso, 

ruminação e alimentação (Pimentel, 1983); intervenções de profissionais pecuários 

ou maus-tratos pelos funcionários da fazenda; excesso de barulho (Resende, 2001).  

Instaladas as enfermidades no animal, há contaminação do restante do 

rebanho pelas secreções orgânicas, principalmente pela via oronasal. Contudo, a 

eliminação e a contaminação via leite aos demais animais da propriedade ainda não 

são totalmente esclarecidas. Essa informação tem importância no que diz respeito à 

distribuição do leite total do rebanho, ou seja, de animais não-infectados e 

possivelmente infectados que não estejam manifestando os sinais da doença, a 

todos os bezerros recém-nascidos, o que acabaria potencializando a disseminação 

viral àqueles animais livres do agente.  

Uma vez que o BoHV-1 e o BoHV-5 são amplamente distribuídos na população 

bovina e estabelecem infecção crônica, o presente estudo investigou pontos da 
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patogenia viral ainda pouco esclarecidos: (1) É possível que o leite seja uma 

importante via de eliminação viral? (2) A depressão imunológica periparto pode 

interferir na eliminação viral?  

Dessa forma, percebeu-se a necessidade de investigar e esclarecer esses 

aspectos da patogenia do BoHV-1 e/ou BoHV-5 em rebanhos de vacas leiteiras 

naturalmente infectadas.  
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

 

2.1 Situação da bovinocultura leiteira e sua relação com a Rinotraqueíte 
Infecciosa Bovina e com a Meningoencefalite Herpética Bovina 

 

O crescimento efetivo da bovinocultura leiteira nacional é incontestável. 

Segundo dados do IBGE (2011), no ano de 2010, o rebanho bovino nacional 

compreendeu 209,5 milhões de cabeças, demonstrando um aumento de 2,1% em 

relação ao ano anterior, com maiores concentrações no Centro-Oeste, Norte e 

Sudeste.  

Ainda em 2010, a produção de leite bovino cresceu 5,5% quando comparada a 

2009, alcançando 30,7 bilhões de litros. Em todo o Brasil, 22,9 milhões de vacas 

foram ordenhadas, representando 10,9% do rebanho total de bovinos. A região Sul 

do país apresentou a maior produtividade (2.388 litros/vaca/ano), destacando o 

Estado de Santa Catarina (2.432 litros/vaca/ano). O mesmo foi seguido por Minas 

Gerais, responsável por 27,3% da produção nacional do referido produto, Rio 

Grande do Sul (11,8%) e Paraná (11,7%) (IBGE, 2011). Contudo, essa produção 

poderia ter se apresentado maior, caso o controle de patógenos específicos do 

sistema reprodutivo fosse intensificado. 

Quando se trabalha com bovinocultura leiteira, deve-se pensar no controle dos 

custos relativos ao sistema a fim de se obter um produto final acessível 

economicamente e de qualidade. Todo fator, seja ele infeccioso ou não, que altere o 

intervalo de partos (IP) e o período de serviço (PS), afeta a produtividade leiteira, 

pois o resultado final será sempre o menor número de nascimentos e 

consequentemente a redução da produção de leite (Junqueira & Alfieri, 2006). 

Segundo os mesmos autores, as principais consequências relacionadas a 

fatores infecciosos na produção de vacas leiteiras são mortalidade embrionária 

precoce ou tardia, abortamentos, mortalidade perinatal e neonatal, além de possível 

quadro neurológico letal de bezerros. Caso uma vaca não produza um bezerro por 

ano, há despesas sem retorno de US$ 77,97 no mesmo período. 

Em um rebanho bovino leiteiro sadio, as vacas retornam ao cio decorridos 30 

dias do parto, têm 83 dias como período de serviço, produzem leite durante 10 

meses, o IP é de 12 meses e o período seco compreende 2 meses. Nessas 
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condições, pode-se conseguir que 83,3% das vacas em produção estejam em 

lactação durante o período de um ano. Supondo que o período de lactação seja 

mantido, mas que o período seco aumente para 4 meses devido a um problema 

infeccioso ou não, o IP consequentemente irá aumentar para 14 meses. Dessa 

forma, 71,4% das vacas estarão em lactação naquele mesmo período de tempo 

(Gonçalves, 2008), com uma queda de 11,9% na produtividade animal.  

Segundo dados da EPAGRI - SC (2010-2011), o custo variável médio/vaca 

relativo a gastos com sanidade é de R$ 75,22 no Estado. Dessa forma, a maneira 

ideal de minimizar as perdas de lucros no setor é aumentar de forma racional as 

taxas de fertilidade do rebanho. Isso é alcançado através de um conjunto de fatores, 

aos quais são incluídos melhoria genética e de pastagens, implantação de 

biotécnicas de reprodução e, principalmente, investimento na saúde animal através 

do controle dos agentes infecciosos que afetam a reprodução (Junqueira & Alfieri, 

2006). 

 

 

2.1.1 Ocorrência do Bovine herpesvirus 1 (BoHV-1)  
 

 O BoHV-1 foi isolado pela primeira vez em 1950, nos Estados Unidos, mas 

somente na década de 60 os sinais respiratórios graves da infecção por esse agente 

tornaram-se preocupação. Já no Brasil, foi isolado em 1978 no estado da Bahia a 

partir de pústulas vaginais. Em São Paulo, o BoHV-1 foi isolado de um rim de feto 

bovino proveniente de abortamento (Rocha et al., 2001; Andrade, 2006).  

Esse agente viral pode ser classificado em dois grupos, de acordo com suas 

propriedades patogênicas: o grupo respiratório/abortogênico e o grupo genital/não-

abortogênico. O BoHV-1.1 se refere aos isolados com tropismo pelo trato 

respiratório, causando a Rinotraqueíte Infecciosa Bovina (IBR), e o BoHV-1.2 inclui 

as amostras virais relacionadas à infecção genital, causando a Vulvovaginite 

Pustular Infecciosa (IPV) e a Balanopostite Pustular Infecciosa (IPB) . Essa 

classificação esporadicamente pode sofrer variações, podendo as duas classes do 

BoHV-1 causar doenças respiratórias e genitais (Andrade, 2006). 

O BoHV-1 está presente em rebanhos bovinos de todas as idades de 

praticamente todo o mundo (Jones & Chowdhury, 2008). Contudo, as taxas de 

rebanhos e animais portadores do vírus variam consideravelmente. Na maioria dos 



5 
 

países europeus, a situação é endêmica e as taxas de infecção descritas são muito 

variáveis. Na Grã-Bretanha, o percentual de rebanhos soropositivos atinge entre 40 

e 50% e, na Bélgica, 62%. Por outro lado, em 2004, Dinamarca e Suíça, após 

implantação de um rígido programa de erradicação com o sacrifício dos animais 

portadores, obtiveram a condição de países livres do vírus (Ackermann & Engels, 

2005).  

A infecção apresenta caráter endêmico na América do Norte e os sinais 

clínicos são controlados através de programas de vacinação (Durham & Hassard, 

1990).  

No que se refere ao Brasil, um estudo realizado no estado de Goiás 

demonstrou uma taxa de prevalência de 51,9% (Barbosa et al., 2005). No Estado do 

Paraná, em um estudo considerando propriedades com histórico de problemas 

reprodutivos, 41,9% dos animais e 90,5% dos rebanhos com aptidão leiteira foram 

positivos para o BoHV-1 (Médici et al., 2000). No estado do Rio Grande do Sul, Holz 

et al. (2008) relataram uma prevalência de 29,2% de animais soropositivos para 

BoHV-1 e BoHV-5. Dias et al. (2008) verificaram prevalência de 64,41% na região 

oeste do estado do Paraná. Rocha et al. (2001), em uma pesquisa realizada a partir 

de amostragem de demanda recebida espontaneamente no período de 1990 a 1999, 

testaram 5.511 soros de bovinos provenientes de propriedades particulares 

localizadas em 335 municípios do Estado de Minas Gerais para diagnóstico. Entre 

os 335 municípios remetentes de soros para diagnóstico sorológico, 313 (93,4%) 

apresentaram pelo menos um bovino com sorologia positiva. Adicionalmente, dos 

5.511 soros testados, 3.206 (58,2%) apresentaram anticorpos contra o BoHV-1. 

Como pode ser observado, no Brasil e em outros países, o BoHV-1 está 

amplamente distribuído, afetando bovinos de corte e leite. A diversidade de 

resultados de prevalência encontrada na literatura está relacionada ao uso de 

diferentes técnicas de amostragem, diagnóstico laboratorial, características regionais 

e aplicação de programas de combate (Del Fava et al., 2002). 
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2.1.2 Ocorrência do Bovine herpesvirus 5 (BoHV-5) 
 

O BoHV-5 é o agente viral causador da Meningoencefalite herpética bovina 

(MEH). Apresenta distribuição geográfica limitada, com maior ocorrência em países 

sulamericanos e esporadicamente em outros continentes. Esse vírus é 

antigenicamente relacionado ao BoHV-1, apresentando homologia genômica de 

82% (Delhon et al., 2003), o que leva a informações não-esclarecidas acerca da sua 

real prevalência (Del Médico Zajac et al., 2010) e de suas formas de controle (Thiry 

et al., 2001). Há estudos demonstrando que o BoHV-1 pode causar sinais clínicos da 

MEH (Silva et al., 2007). 

Essas questões limitam a ocorrência de muitos estudos relacionados à 

vacinação contra esse agente devido à dificuldade em reproduzir a doença clínica 

associada especificamente à infecção pelo BoHV-5 (Del Médico Zajac et al., 2010). 

A MEH foi inicialmente identificada na Austrália (Johnston et al., 1962) e o 

BoHV-5 foi primeiramente isolado por French (1962). Embora primordialmente 

classificado como BoHV-1 subtipo 3 devido às características moleculares 

semelhantes ao BoHV-1, a partir de estudos comparativos de cepas dos dois 

agentes submetidas a ensaios de mapeamento do DNA (Brake & Studdert, 1985), 

neutralização cruzada (Bagust & Clarck, 1972) e reatividade de anticorpos 

monoclonais (Metzler et al., 1986), o Comitê Internacional de Taxonomia Viral 

reconheceu o agente (Roizman et al., 1992) e o reclassificou como uma espécie 

distinta do BoHV-1 devido às suas características neurotrópicas  (Del Médico Zajac 

et al., 2010). 

O BoHV-5 acomete principalmente animais de até 6 meses de idade com 

doença neurológica rápida e letal (Schudel et al., 1986), apresentando índices de 

morbidade entre 0,05% e 5%, e de letalidade quase sempre chegando a 100% 

(Rissi, 2006). Também pode ser desenvolvida infecção subclínica ou doença com 

sinais moderados, tipos de infecções estas relacionadas à variação da virulência das 

cepas e fatores relacionados ao hospedeiro, como idade e desempenho imunológico 

(Del Médico Zajac et al., 2010). 

Quanto à prevalência, vários surtos de meningoencefalite em bovinos foram 

descritos na Austrália (French, 1962; Johnston et al., 1962; Gardiner et al., 1964), 

Hungria (Bartha et al., 1969), Estados Unidos (Reed et al., 1973; D’Offay et al., 

1993), Canadá (Gough & James, 1975), Argentina (Carrillo et al., 1983; Perez et al., 



7 
 

2003), Brasil (Riet-Correa et al., 1989, 2006; Salvador et al., 1998) e Europa (Moretti 

et al., 1964; Bartha et al., 1969). 

Ainda há a ocorrência de co-infecções com BoHV-1 e BoHV-5 em bovinos 

leiteiros. Campos et al. (2009) encontraram 75,9% de frequência de animais 

infectados com ambos os agentes virais na região Sul do Brasil. 

 

 

2.2 Propriedades gerais do BoHV-1 e do BoHV-5  
 

BoHV-1 e BoHV-5 pertencem à ordem Herpesvirales, a qual se constitui por 

três famílias de herpesvírus denominadas Alloherpesviridae, Herpesviridae e 

Malacoherpesviridade (ICTV, 2009). Os membros da família Herpesviridae são vírus 

de DNA que apresentam um sucesso evolucionário significativo. O nome, derivado 

do grego herpein, cujo significado é rastejar, refere-se às lesões características 

causadas por muitos herpesvírus (Thiry et al., 2006). Essa família inclui cerca de 

duzentos vírus isolados de diversos hospedeiros, como moluscos, peixes, anfíbios, 

répteis, aves e mamíferos. Na natureza, muitos herpesvírus são intimamente 

associados a uma única espécie de hospedeiro. A susceptibilidade do hospedeiro 

aos herpesvírus indica que estes têm se envolvido de modo a permitir íntima 

adaptação com seus hospedeiros (Davison, 2002). 

A família Herpesviridae é dividida em três subfamílias denominadas Alpha-, 

Beta- e Gammaherpesvirinae. A Alphaherpesvirinae contém quatro gêneros: 

Simplexvirus, Varicellovirus, Mardivirus e Iltovirus. Dentro do gênero Varicellovirus, 

há dezessete espécies que acometem variadas espécies hospedeiras. Entre essas 

dezessete espécies, encontram-se o BoHV-1 e o BoHV-5 (ICTV, 2009). 

Os vírions da família Herpesviridae consistem de um núcleo contendo uma 

molécula de DNA (ácido desoxirribonucléico) de fita dupla linear contendo 

tipicamente 60 a 120 genes; um capsídio icosaédrico de aproximadamente 100 a 

110 nm de diâmetro contento 162 capsômeros envolvendo o núcleo; uma camada 

protéica amorfa que recobre o capsídio e ainda de um envelope lipoprotéico 

contendo espículas de glicoproteínas (Figura 1) (Zhou et al., 1994; Murph et al., 

1999). Essa estrutura confere pouca estabilidade aos membros da família 

Herpesviridae, sendo considerados frágeis a diversos fatores ambientais (Jawetz et 

al., 1973; Roizman et al.,1992). 
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Figura 1. Morfologia de um membro da família Herpesviridae: nucleocapsídeo, tegumento (camada 
protéica amorfa), genoma, membrana incluída no envelope, glicoproteínas do envelope.  
Fonte: Adaptado dos sites de internet “The Big Picture Book of Viruses: Herpesviridae” e 
“Herpesvirus”. 
 

 

Os vírus da Alphaherpesvirinae são caracterizados por um curto ciclo de 

replicação e pela capacidade em induzir infecção latente, principalmente, mas não 

exclusivamente, em neurônios (Roizman & Pellett, 2001). 

A capacidade dos herpesvírus de causar infecções latentes duradouras em 

hospedeiros naturais ou em modelos experimentais, sem causar doença grave ou 

mortalidade, possibilita a transmissão viral de uma forma eficaz (Field et al., 2006). A 

infecção latente é caracterizada pela presença do genoma viral sem a expressão 

gênica significativa, replicação do genoma ou produção viral. Geralmente, em 

situações associadas ao estresse, a expressão gênica é ativada, provocando 

replicação viral e, por consequência, reativação da infecção (Rock et al., 1992). 

Ocasionalmente, a reativação da infecção vem acompanhada de sinais clínicos e 

lesões nos locais de replicação, que correspondem aos sítios de infecção primária 

(Flores et al., 2005). 
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2.2.1 Aspectos patogênicos do BoHV-1 
 

Dentre os alphaherpesvírus que infectam naturalmente os ruminantes, o 

protótipo é o BoHV-1, o qual é associado a uma variedade de sinais clínicos, como 

conjuntivites, encefalites e abortamentos, e a três síndromes nos bovinos: 

rinotraqueíte infecciosa bovina (IBR), vulvovaginite pustular infecciosa (IPV – 

fêmeas) e balanopostite pustular infecciosa (IPB – machos) (Silva et al., 2007). Um 

dos efeitos mais graves e importantes provocados pelo BoHV-1 é a morte 

embrionária ou fetal em animais gestantes quando a infecção se torna sistêmica 

(Canant, 1984). 

As infecções latentes do BoHV-1 se apresentam em três fases: uma infecção 

preliminar, com duração de cerca de duas semanas; uma prolongada infecção 

latente; e uma ocasional recrudescência viral, reativando a disseminação viral a 

outros animais (Muylkens et al., 2007). Essa reativação pode ser devido a condições 

estressantes (liberação endógena de hormônios esteróides) ou artificiais 

(administração exógena de altas e prolongadas doses de corticosteróides) e ocorre, 

usualmente, subclinicamente. Assim, o controle da enfermidade torna-se difícil, pois 

animais que não apresentam sinais clínicos são capazes de liberar vírus ao 

ambiente e infectar outros animais susceptíveis (Straub, 2001). 

A espécie bovina é a principal fonte de infecção pelo BoHV-1. As principais vias 

de eliminação do vírus são: secreções respiratórias, oculares e genitais (mucos 

prepucial e vaginal) e sêmen de animais infectados (Flores – org., 2007). O sêmen 

geralmente é contaminado durante a ejaculação por contato com o vírus presente na 

mucosa prepucial. A via de transmissão horizontal é a mais importante e ocorre 

através do contato direto entre os animais e também pela cópula, porém embrião e 

feto podem infectar-se pela via vertical (transplacentária). A transmissão indireta 

ocorre principalmente por aerossóis ou fômites contaminados, tendo a inseminação 

artificial importante papel na entrada da infecção em rebanhos que nunca tiveram 

contato com o vírus (Lemaire et al., 1994). 

A porta natural de entrada do BoHV-1 nos hospedeiros são as membranas 

mucosas do sistema respiratório superior, do epitélio conjuntival e do trato genital. O 

vírus interage através das suas glicoproteínas de superfície (gB, gC, gD) com a 

membrana da superfície celular do local. A partir daí, alcança o ambiente 

citoplasmático e inicia um ciclo replicativo lítico de modo a permitir sua expressão 
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gênica para a produção de novas progênies virais. Isso resulta na morte celular, o 

que leva à liberação de grande quantidade dessas progênies por meio das 

secreções corpóreas (Muylkens et al., 2007). O vírus alcança, então, a circulação 

sanguínea e é disseminado através das células pelas quais apresenta tropismo 

(monócitos e macrófagos) para outros locais do organismo. Dessa forma, o vírus 

atinge o trato reprodutivo da fêmea (ovários, útero, placenta e, consequentemente, 

feto), ocasionando falhas na reprodução (Pituco, 2009). Também invade as 

terminações nervosas, permanecendo de forma latente principalmente nos gânglios 

trigêmeos e sacrais.  

Ainda segundo Pituco (2009), os mecanismos de defesa do animal promovem 

a destruição de células infectadas e a neutralização de partículas virais. A imunidade 

mediada por células é a mais importante na IBR/IPV, tendo em vista a multiplicação 

intracelular do agente, inacessível aos anticorpos. O combate ao agente depende da 

eficiência dos mecanismos de defesa do animal, adoecendo aqueles que têm esses 

mecanismos comprometidos. Anticorpos contra o BoHV-1 são produzidos a partir do 

oitavo dia após a infecção e persistem por toda a vida do animal. 

A complicação mais comum provocada pelo BoHV-1 nos animais 

imunodeprimidos é o abortamento. Caso a vaca prenhe for portadora do BoHV-1, é 

capaz de transmiti-lo ao feto, o qual pode vir a termo de modo débil e continuar 

como portador e disseminador do vírus quando em situações estressantes (Miller, 

1991). Contudo, também pode haver abortamento principalmente a partir do 

segundo mês de gestação devido à degeneração dos placentomas. O abortamento 

pode coincidir com os sinais respiratórios ou ocorrer sem outra manifestação clínica 

no animal. O feto geralmente está autolisado. Placenta e feto não apresentam 

alterações macroscópicas típicas (Pituco, 2009). 

Os principais sinais clínicos podem aparecer em dois a três dias após a 

infecção pelo BoHV-1, com o animal apresentando febre, inapetência, aumento da 

frequência respiratória, rinotraqueíte e conjuntivite. A severidade dos achados 

clínicos parece estar relacionada à amostra do vírus, ao estado imunológico do 

animal no momento da infecção, aos agentes estressores ambientais e à idade do 

animal (Lemaire et al., 1994; Tikoo et al., 1995).  

A enfermidade genital, caracterizada pela vulvovaginite pustular infecciosa das 

vacas e a balanopostite infecciosa dos touros, apresenta lesões de aspecto focal, 

que surgem como pequenas pápulas eritematosas na mucosa vaginal e prepucial, 
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evoluindo para pústulas. As mucosas vaginal e prepucial tornam-se edemaciadas, 

os animais apresentam micção frequente e as fêmeas levantam a cauda devido ao 

incômodo (Rocha, 2001). A primo-infecção pode trazer perdas por problemas 

reprodutivos e respiratórios, principalmente pelo aparecimento de sintomas clínicos 

em animais soronegativos, pois o animal não apresenta ainda resposta imunológica 

contra o BoHV-1 (Lemaire., et al, 1994).  

O BoHV-1 não provoca viremia em animais adultos não prenhes (Engels & 

Ackermann, 1996). Entretanto, pode haver viremia, infecção fetal, morte e 

abortamento seguido de infecção genital em vacas prenhes (Gibbs & Rweyemamu 

1977; Kahrs, 2001), e viremia fatal em bezerros recém-nascidos na ausência de 

anticorpos maternos no leite (Mechor et al., 1987). 

A infecção causada pelo BoHV-1 pode interferir nos índices reprodutivos dos 

plantéis infectados. Estudos relacionados à infecção experimental em fêmeas 

encontraram resultados diferentes quanto à patogenicidade do BoHV-1 sobre a 

reprodução. Allan et al. (1975) não observaram efeito na prenhez dos animais. Miller 

& Van Der Maaten (1985) relataram que novilhas inoculadas via intrauterina com 

cepas isoladas de feto abortado apresentaram lesões macroscópicas e 

microscópicas no corpo e cornos uterinos. Os mesmos autores observaram o efeito 

da inoculação intravenosa em vacas de uma cepa de BoHV-1 isolada de quadro 

respiratório. Com inoculação realizada entre 7 a 14 dias após a cobertura, o 

concepto se apresentou degenerado e infectado pelo BoHV-1. González (1996) 

isolou BoHV-1 de tecido ovariano, oviduto e endométrio de vacas com repetição de 

cio, sendo observadas, pela histopatologia, lesões necróticas nas células da 

granulosa, salpingite e endometrite. 

A confirmação do agente etiológico é realizada por isolamento e identificação a 

partir de amostras de secreção nasal, ocular, prepucial ou vaginal, sêmen, lavado 

uterino de coleta de embrião, vísceras de animais necropsiados, vísceras de fetos 

abortados e placenta. O sorodiagnóstico é a forma indireta para verificar se o bovino 

está infectado com o vírus, empregando a soroneutralização ou o teste ELISA. 

Amostras pareadas podem ser utilizadas para avaliar a soroconversão (Del Fava et 

al., 2002). 
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2.2.2 Aspectos patogênicos do BoHV-5 
 

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). Segundo os mesmos 

autores, BoHV-1 e BoHV-5 apresentam 82% de aminoácidos idênticos em suas 

estruturas, e a maioria das suas proteínas semelhantes participam dos processos de 

replicação de DNA viral. Dessa forma, a maioria dos testes sorológicos e virológicos 

não são capazes de distinguir os dois agentes, o que leva ao pouco conhecimento 

acerca da história natural do BoHV-5 (Flores – org., 2007). 

O BoHV-5 causa quadro de meningoencefalite necrosante principalmente em 

bovinos jovens. É transmitido, provavelmente, via contato direto ou indireto de 

animais ou secreções contaminadas, ou seja, de forma semelhante ao BoHV-1. 

Embora penetre pelo trato respiratório superior e se replique inicialmente nesse 

local, os sinais de infecção respiratória semelhantes aos causados pelo BoHV-1 são 

mais brandos. O agente desenvolve latência no gânglio trigêmeo, mas, 

diferentemente da via reprodutiva tomada pelo BoHV-1, o BoHV-5 segue para o 

encéfalo, atingindo ponte, bulbo, cerebelo, tálamo e córtex cerebral, desenvolvendo, 

assim, a degeneração do órgão (Del Médico Zajac et al., 2010). 

Alcançando o encéfalo, a partir do 9º ou 10º dia pós-infecção, o agente provoca 

sinais de ataxia, andar em círculos, tremores musculares, convulsões, opistótono, 

nistagmo, bruxismo, os quais progridem e evoluem em 15 dias até ocasionar a morte 

do animal (Diel et al., 2005; Isernhagen, 2005; Figueiredo, 2009). 

Segundo Flores (org., 2007), com o há desenvolvimento de doença neurológica 

fatal, deve ser realizado diagnóstico diferencial com os agentes da Encefalopatia 

Espongiforme Bovina, Listeriose, Babesiose e Raiva. A partir de material coletado de 

cérebro, são realizados testes de inoculação intracerebral em animais de laboratório 

(específico para confirmação de Raiva), imunofluorescência/imunoperoxidase, 

isolamento viral ou reação da polimerase em cadeia. 

À necropsia, bovinos acometidos por BoHV-5 podem ou não apresentar 

alterações no sistema nervoso (Colodel et al., 2002). Quando apresentam, podem se 

distribuir difusa ou localmente (tálamo, córtex frontal, núcleos basais) com 

hiperemia, edema, hemorragia na substância branca ou cinzenta ou sob as 

meninges, além de degeneração tecidual (Gardiner et al., 1964; Colodel et al., 2002; 

Elias et al, 2004). 
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2.3 Métodos de controle e perspectivas de tratamentos 
 

Diante da inexistência de tratamento, as medidas de controle são fundamentais 

para impedir o avanço da doença nos rebanhos bovinos. Essas medidas incluem 

prevenção da introdução de animais positivos em rebanhos negativos e técnicas 

eficientes de manejo de modo a evitar o estresse aos animais, sendo este 

intimamente relacionado à reativação do agente viral em estado de latência 

(Stancioli, 2003). Em relação às vacinas, tanto as vivas quanto as inativadas são 

inconvenientes por serem contra-indicadas para gado jovem ou prenhe, terem 

eficácia incerta, interferirem no diagnóstico sorológico e transmitirem o vírus por 

meio da vacina viva ao gado não-vacinado (Kahrs 2001; Lovato et al., 2003). 

Aquelas comercializadas atualmente contra o BoHV-1 previnem o desenvolvimento 

de sintomas clínicos do quadro respiratório e reduzem a eliminação de partículas 

virais. No entanto, não impedem a infecção viral, a latência (Ackermann et al., 1990; 

Osório, 1998) e nem o quadro reprodutivo. 

Ainda não existem vacinas comercializadas para combater o BoHV-5. 

Entretanto, sua estreita relação sorológica e molecular com o BoHV-1 favorece a 

prevenção contra a MEH quando os bezerros recebem doses vacinais para o BoHV-

1 antes do desmame (Stancioli, 2003). 

Países como Dinamarca e Suíça, que anteriormente apresentavam baixa 

prevalência do BoHV-1 e que nunca permitiram o uso de vacinas, erradicaram a 

enfermidade com programas que utilizavam testes sorodiagnósticos e eliminação 

dos animais reagentes (Ackermann et al., 1990; Van Oirschot, 1998). Contudo, em 

países com uma prevalência de moderada a elevada, a erradicação torna-se inviável 

pelo enorme custo envolvido com descartes. Rebanhos submetidos a vacinas vivas 

ou mortas não-deletadas impedem a diferenciação entre animais infectados e 

vacinados, enquanto que vacinas deletadas têm sido utilizadas com grande 

vantagem sobre as vacinas convencionais por permitirem essa diferenciação por 

meio de um teste ELISA. Este teste diagnostica anticorpos contra a glicoproteína 

que está presente somente no vírus de campo e não na cepa vacinal (Van Oirschot 

et al, 1996). 

Em diversos trabalhos, o gene da timidina quinase – TK (enzima que fosforila a 

timidina às moléculas de DNA) é rotineiramente manipulado para gerar cepas 

mutantes a fim de se estudar alternativas vacinais contra as mais variadas 
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enfermidades herpéticas. Esses estudos apresentam conclusões promissoras para o 

desenvolvimento de vacinas contra a Rinotraqueíte Infecciosa Bovina (Zhang et al., 

2011) e de agente vacinal heterólogo e homólogo de Bovine herpesvirus 5 com o 

gene da TK deletado contra os Bovine herpesvirus 1 e Bovine herpesvírus 5, 

respectivamente (Anziliero et al., 2011). Zhang et al. (2011) relataram que o mutante 

do gene TK deletado induz alto nível de interferon β no terceiro e quinto dias pós-

infecção, além de prover longa proteção clínica contra o desafio com uma cepa de 

Bovine herpesvirus 1 selvagem. 

Quanto às perspectivas de tratamento, Brum (2006) confirmou os estudos de 

Serkedjieva & Ivancheva (1999), De Clerq (2000), Li et al. (2000) e Liu et al. (2005), 

ao sugerir que flavonóides, especificamente a quercetina, são potenciais candidatos 

à terapêutica medicamentosa e prevenção contra o BoHV-1 e BoHV-5 devido à sua 

ação antiviral, antioxidante e neuroprotetora. 

A partir dessas informações, pode-se concluir que é a prevenção da instalação 

das infecções provocadas pelo BoHV-1 e BoHV-5 nos rebanhos a melhor maneira 

de contornar os prejuízos provocados por esse vírus, visto que não há vacinas que 

possam suprir qualitativamente a exigência da enfermidade. Além disso, atualmente, 

os potenciais antivirais continuam sob investigação e aguardam por sua 

implementação no mercado terapêutico. 

 

 

2.4 Prenhez, imunodepressão animal e ativação viral 
 

As alterações no eixo hormonal-reprodutivo devido às condições estressantes 

inerentes ao parto influenciam na imunodepressão da época gestacional, 

especificamente no periparto (Soulsby, 1987). Nessa época, há aumento crescente 

dos níveis de glicocorticóides, visto que os mesmos apresentam importante função 

durante toda a lactação. Particularmente, o cortisol induz a diferenciação do retículo 

endoplasmático rugoso e do aparelho de Golgi na célula alveolar, participando no 

metabolismo de carboidratos e no balanço eletrolítico. Na presença da progesterona, 

os receptores dos glicocorticóides na glândula mamária se apresentam bloqueados. 

Conforme os níveis da progesterona diminuem, os corticóides passam a se ligar aos 

seus receptores e desenvolvem sua função (Collier et al., 1984). Contudo, o cortisol 

também tem o papel de deprimir o sistema imunológico, principalmente quando tem 
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sua produção estimulada por elementos estressantes, como estresse físico da 

periparturiente e nutrição desequilibrada (Carvalho et al., 2006). Daí a explicação da 

citação de Goff (2006), o qual afirma que cerca de 75% das enfermidades das vacas 

adultas ocorrem no primeiro mês pós-parto. 

No mês anterior ao parto, a placenta é estimulada pelo cortisol liberado pelo 

feto a secretar o estrógeno, o qual substitui gradativamente a predominância da 

progesterona a fim de ativar o desenvolvimento da glândula mamária para a síntese 

do colostro e para preparar o organismo da vaca para o parto. O aumento da 

concentração de estrógeno e de prostaglandina requerida à luteólise também são 

diretamente relacionados ao desequilíbrio da função imunológica do organismo, 

visto que essa alteração hormonal brusca é uma condição que leva à liberação de 

cortisol em quantidades consideráveis (Carvalho et al., 2006). A isso, adiciona-se a 

transferência de imunoglobulinas corpóreas à glândula mamária a fim de que supra 

a formação de colostro ao recém-nascido (Dann et al., 1999), tornando a vaca ainda 

mais propensa a enfermidades em geral e à reativação de infecções latentes. 

O estresse é uma condição intimamente ligada ao período do parto, visto que 

os mecanismos de defesa começam a decair em duas a três semanas pré-parto e 

alcançam o limiar mínimo até a segunda semana após a parição (Carvalho et al., 

2006). Neutrófilos e linfócitos apresentam 50% de diminuição da sua atividade nos 

dias próximos ao parto (Kehrli et al., 1989). 

Conforme Carvalho et al. (2006), a justificativa para tal imunodepressão é 

relacionada a eventos fisiológicos do parto, tais como colostrogênese, o próprio 

parto, balanço energético negativo, produção de radicais livres no pós-parto, rápido 

desenvolvimento fetal no terço final da gestação, manejo dado aos animais nessa 

fase, e aos eventos externos do calor, baixo conforto e precariedade nas instalações 

do estábulo. 

Na ocorrência de prévia infecção aguda e posterior declínio da replicação viral, 

é induzida uma infecção latente pelos herpesvírus. Na latência, há presença do 

genoma viral em células semipermissivas, mais especificamente nos gânglios 

nervosos, principalmente no trigêmeo e sacral, sem produção de progênie viral 

(Engels & Ackermann, 1996). Nessa ocasião, repressores celulares são estimulados 

a bloquear a expressão dos genes alfa, cujos produtos são requeridos às etapas de 

expressão gênica e replicação genômica, interrompendo o ciclo lítico (Flores – org., 

2007). Nos neurônios infectados, é produzido o transcrito relacionado à latência 
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(LTR - latency related transcript) (Henderson et al., 2004). O mesmo não é traduzido 

em proteína, mas tem a função de manter a latência ao controlar a expressão dos 

genes alfa (Tikoo et al., 1995), além de levar à reativação viral mediante situações 

específicas (Jones et al., 2006). 

Quando o animal portador latente é exposto a fatores que predispõem ao 

estresse e que consequentemente diminuem a resistência imunológica (Ackermann 

et al., 1982), pode haver a recrudescência do agente de acordo com a redução da 

transcrição do LTR. A partir daí, haverá eliminação de partículas virais, na maioria 

das vezes sem apresentar sintomas clínicos (Lemaire et al.,1994). Um estudo  

demonstrou que a dexametasona, representando o cortisol em condições naturais, 

induz a ativação do fator de transcrição celular C/EBP-α (Workman et al., 2009). 

Este, através de interação em sítios específicos, estimula a expressão do gene viral 

que produz a proteína bICP0. Esta proteína está envolvida na expressão dos genes 

β, relacionados ao metabolismo de nucleotídeos e replicação do DNA viral (Geiser et 

al., 2005; Jones et al., 2006). 

A bICP0 também está relacionada a mecanismos de escape imunológico viral. 

Henderson et al. (2005) demonstraram que a mesma inibe a transcrição do 

interferon tipo 1. De acordo com Saira & Jones (2006), essa inibição de sinalização 

antiviral inata é induzida pela degradação de IRF3 (fator de regulação 3 do 

interferon), uma proteína envolvida no complexo regulatório que garante a 

transcrição do interferon tipo 1. 

 

 

2.5 Vias de eliminação viral e diagnóstico da presença viral através da 
reação da polimerase em cadeia (PCR) 

 

Tanto na infecção aguda quanto na reativação da latência há excreção viral em 

secreções genitais e nasais. Contudo, a massa viral e o tempo em que é eliminada 

são maiores na primeira infecção quando comparados à segunda (Vogel et al., 2003 

e 2004). O agente viral inicia sua replicação após 2 horas da infecção, expressa 

antígenos na superfície celular dentro de 3 a 4 horas e é eliminado e disseminado 

após 8 horas daquele início (Meurens et al., 2004; Babiuk et al, 1996). 

Os herpesvírus apresentam tropismo pelos monócitos, macrófagos (Nyaga & 

McKercher, 1979; Forman et al, 1982) e linfócitos T CD4+ (Lovato et al., 2003), pois 
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os mesmos são algumas das células que produzem as proteínas necessárias à 

penetração e posterior produção viral (OGTR, 2005). A partir daí, sugere-se que 

esses microorganismos possam ser eliminados naturalmente por quaisquer vias de 

secreção corporal, como as já citadas secreções nasais e genitais e também via 

leite. Essa sugestão vem a partir de resultados de estudos de Probst et al. (1985), 

que relataram a excreção do BoHV-1 via leite em vacas experimentalmente 

infectadas. Como a composição sanguínea é diretamente relacionada àquela da 

secreção láctea, os leucócitos serão encontrados no leite (González, 2001) e, 

consequentemente, os agentes BoHV-1 e BoHV-5 em animais naturalmente 

infectados, fato este ainda não comprovado em literatura. 

Com relação ao diagnóstico da presença viral, a investigação do material 

genético do agente nas amostras clínicas tem sido a forma mais eficaz para tal 

objetivo. O teste mais comumente utilizado vem sendo a reação da polimerase em 

cadeia (PCR), conforme os estudos de Wang et al. (2008), Campos et al. (2009) e 

Medina et al. (2009). A mesma tem se mostrado como uma técnica de melhor 

sensibilidade e especificidade quando comparada às tradicionais técnicas de 

isolamento viral, imunofluorescência e hibridização para o diagnóstico dos 

herpesvírus bovinos (Rocha et al., 1999; Moore et al., 2000). 

Vários tipos de PCR vêm sendo desenvolvidos para aprimoramento do 

diagnóstico dos agentes em questão. Para amostras clínicas, foi desenvolvida a 

chamada Nested-PCR, a qual, por ser fundamentada em duas reações seguidas a 

partir de um fragmento de DNA molde, a torna mais sensível e específica do que a 

técnica convencional (Olmos et al., 2003). Botelho (2000), Diel et al. (2007) e 

Campos et al. (2009) padronizaram essa técnica com sucesso para a detecção de 

herpesvírus bovinos. 
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3. OBJETIVOS 
 

 

1) Comparar a eliminação do BoHV-1 e/ou BoHV-5 em diferentes fases da 

lactação de vacas leiteiras naturalmente infectadas a fim de relacionar o estresse 

periparto com o aumento dessa eliminação;  

 

 

2) Investigar a presença do DNA do BoHV-1 e/ou BoHV-5 no colostro e no 

leite; 

 

 

3) Caracterizar a eliminação viral e a resposta sorológica em propriedades 

naturalmente infectadas utilizando Nested-PCR do leite e técnica de 

soroneutralização sanguínea. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

4.1  Local de execução do experimento 
 

Todas as atividades de processamento das amostras foram realizadas nas 

dependências do Departamento de Veterinária, especificamente no Laboratório de 

Virologia Animal e no Laboratório de Biologia Molecular de Microorganismos, além 

do Laboratório de Infectologia Molecular Animal, localizado no Instituto de Pesquisa 

Aplicada à Agropecuária – BIOAGRO, Universidade Federal de Viçosa. 

 

 

4.2 Utilização de animais para experimentação 
 

As normas de conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa e 

extensão do DVT/UFV foram seguidas rigorosamente (número do protocolo do 

processo com parecer favorável a esta proposta experimental: 63/2010).  

 
 
4.3 Propriedades e amostragem 
 

O trabalho foi conduzido na região da Zona da Mata do Estado de Minas 

Gerais, em seis propriedades leiteiras não-vacinadas contra o BoHV-1. Tais 

propriedades, localizadas na região da Zona da Mata do Estado de Minas Gerais e 

pertencentes aos municípios de Cajuri (20° 46' 43" S e 42° 47' 51" W), Porto Firme 

(20° 38′ 54″ S e 43° 5′ 18″ W), São Geraldo – Distrito Monte Celeste (16° 40′ 60″ S e 

44° 33′ 0″ W), Ervália (20° 50′ 25″ S e 42° 39′ 8″ W) e Piranga (20º 45' 45'' S e 43º 

18' 10'' W), utilizam animais da raça holandesa em sua maioria e são assistidas pelo 

Programa de Desenvolvimento da Pecuária Leiteira da Região de Viçosa (PDPL-

RV).  

As propriedades, e consequentemente o tamanho da população amostral, 

foram escolhidos considerando a maior facilidade de acesso e disponibilidade por 

parte dos proprietários.   



20 
 

De acordo com Medronho et al. (2009), a amostragem foi caracterizada como 

não-probabilística por conveniência, pois, além de não se dispor de uma lista de 

elementos certos da população, não houve delineamento de um plano específico de 

amostragem. O objetivo foi tomar a amostragem para, a partir da mesma, 

demonstrar as características principais de um grupo específico de estudo: 

caracterização da infecção e confirmação de uma secreção corpórea (leite) como via 

de eliminação dos herpesvírus bovinos aqui estudados. 

A tabela 1 reúne a esquematização das coletas descritas a seguir. 

 
Tabela 1. Propriedades amostradas, objetivo proposto para cada uma delas, localização, total de 
animais amostrados, tipos e totais de amostras coletadas de acordo com o objetivo proposto para 
cada propriedade e relacionado à detecção direta (presença do vírus na amostra) e indireta (resposta 
humoral) de BoHV-1 e/ou BoHV-5. 
 

Nº amostras coletadas 
Propriedade Objetivo 

Cidades das 
propriedades 
amostradas 

Nº vacas 
amostradas Sangue Leite Secreção 

nasal 
Triagem 161 161 - - 

Avaliação da fase do 
parto 23 23 23 23 

A 
Avaliação da fase de 5 
meses anteriores ao 

parto 

Cajuri  
(20° 46' 43" S e  
42° 47' 51" W) 

25 25 21 25 

B  Caracterização da 
eliminação viral via leite 

Porto Firme  
(20° 38′ 54″ S e  

43° 5′ 18″ W) 
29 24 29 - 

C   Caracterização da 
eliminação viral via leite 

Monte 
Celeste/São 

Geraldo  
(16° 40′ 60″ S e  

44° 33′ 0″ W) 

39 39 39 - 

D   Caracterização da 
eliminação viral via leite 

Ervália  
(20° 50′ 25″ S e  

42° 39′ 8″ W) 
88 78 49 - 

E   Caracterização da 
eliminação viral via leite 

Piranga  
(20º 45' 45'' S e  
43º 18' 10'' W) 

83 53 66 - 

F   Caracterização da 
eliminação viral via leite 

Piranga  
(20º 45' 45'' S e  
43º 18' 10'' W) 

71 70 71 - 
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A coleta das amostras foi dividida em três frentes de trabalho: 

 

1 - Para atender ao objetivo de estudar a interferência da imunodepressão 

ocorrente no periparto na eliminação viral de vacas leiteiras naturalmente infectadas 

(objetivo 1), a propriedade A foi utilizada. Inicialmente, todo o seu rebanho de vacas 

em lactação e secas (161 animais) foi submetido à coleta sanguínea a fim de 

separá-lo em animais positivos e negativos para os agentes em questão por meio de 

sorologia.  

 

2 – Posteriormente e a fim de se alcançar os objetivos 1 e 2,  48 vacas foram 

selecionadas a partir daquelas que se mostraram positivas e que se adequavam às 

fases da lactação eleitas para este estudo. De acordo com a programação da época 

do parto, esses animais foram classificados em dois grupos diferentes: grupo 1 

(cinco meses anteriores ao parto) e grupo 2 (até sete dias após o parto). Considera-

se como periparto o período em torno do parto, englobando os sete dias após o 

mesmo, época esta em que ainda é secretado o colostro, segundo González (2001).  

A partir daí, nas épocas especificadas, as vacas foram submetidas a novas 

coletas dos seguintes materiais orgânicos: sangue, colostro/leite e secreção nasal 

(Figura 2).  

 

 

Figura 2. Ciclo anual de produção de um rebanho. Fases definidas para coleta: cinco meses 

anteriores ao parto e até sete dias pós-parto. I.A.: Inseminação artificial. 

 

Coletou-se sangue mediante punção da veia coccígea em tubos a vácuo 

contendo solução do ácido etilenodiaminotetra-acético tripotássico (EDTA-K3) a 10% 
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a fim de se obter leucócitos, e sem solução EDTA para obtenção do soro. As 

amostras foram processadas para posteriores testes de reação da polimerase em 

cadeia (leucócitos, colostro/leite e secreção nasal), sorologia e dosagem de cortisol 

(soro sanguíneo). Posteriormente, os dados de viremia, sorologia e eliminação viral 

de ambos os grupos foram confrontados, relacionando-os com os níveis de cortisol 

encontrados. 

Com o propósito de confrontar as fases do ciclo produtivo das vacas, a época 

anterior ao parto de cinco meses foi eleita neste estudo. Nesse período, sugere-se 

que o animal não esteja sob modificações que causem imunodepressão tão intensa 

quanto no período do parto, apesar de sofrer alterações em seu organismo devido à 

prenhez.  

 

3 – Por fim, de modo a caracterizar a eliminação viral através do leite em 

propriedades naturalmente infectadas (objetivo 3), outras cinco propriedades (B, C, 

D, E, F) tiveram as fêmeas bovinas adultas em lactação submetidas a coletas de 

leite e soro sanguíneo, sendo esse material submetido à PCR e à sorologia, 

respectivamente. 

 
 
4.4 Sorologia 
 
4.4.1 Células e vírus 

 

Células de linhagem de rim bovino (MDBK- Madin-Darby bovine kidney) foram 

mantidas em garrafas de cultivo celular TPP® contendo “Minimum Essential 

Medium” Cultilab® (MEM) acrescido de estreptomicina (0,4 mg/L), penicilina (1,6 

mg/L) e suplemento de soro fetal bovino (SFB - 5%) Cultilab® a 37 °C a uma 

atmosfera a 5% de CO2. Os vírus utilizados foram as cepas BoHV-1-LA e BoHV-5-

SV-507 (cepas cedidas pelo Dr. Rudi Weiblem/Laboratório de Virologia 

Animal/UFSM-RS). 
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4.4.2 Titulação viral 
 

Para a realização da sorologia, é preciso que a cepa viral utilizada tenha seu 

título conhecido. Dessa forma, monocamadas de MDBK foram infectadas com 

suspensão da cepa viral submetida a uma sequência de 8 diluições na base 10 (10-1 

a 10-8). O procedimento foi realizado em placas de microtitulação de 96 cavidades 

TPP® de acordo com o método de “Tissue Culture Infective Dose” (TCID50). O título 

foi calculado de acordo com o método de Reed & Muench (1938) após 72 horas de 

incubação das placas em estufa com 5% de CO2 e observação e leitura de efeito 

citopático em microscópio óptico invertido. 

 

4.4.3 Avaliação de anticorpos 
 

O teste de escolha para diagnóstico de anticorpos contra herpesvírus bovinos é 

a soroneutralização (SN), de acordo com a Organização Mundial de Saúde Animal 

(OIE, 2008). Para isso, coletaram-se 10 mL de sangue total sem anticoagulante a 

partir da veia coccígea dos animais.  

O procedimento foi realizado em microplacas de 96 cavidades TPP®, sendo 

que a primeira coluna de cada microplaca foi constituída pelo controle de células, 

não recebendo soro e suspensão viral, a qual foi substituída por 100 µL de MEM 

livre de SFB. Já a primeira linha foi constituída pelo controle de toxicidade do soro. 

Essa linha recebeu suspensão celular e soro não-diluído. A diluição do soro suspeito 

foi realizada entre as linhas B e H da microplaca na base 2 crescente do soro (1:2, 

1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128). Dessa forma, cada amostra de soro foi equivalente 

a cada uma das colunas das placas, e cada diluição do soro ocupou uma linha da 

microplaca em ordem decrescente de concentração. Posteriormente às diluições, 

cada cavidade recebeu uma dose constante de vírus contendo 100 TCID50/50 µL da 

cepa BoHV-1-LA, com exceção da coluna 1 e da linha 1. Após incubação da mistura 

soro-vírus por 1 hora a 37 ºC em estufa de CO2, uma suspensão de células MDBK 

de 50 µL na concentração de 300.000 células/mL foi adicionada, seguida de 

incubação em estufa de CO2 a 37 ºC. A leitura dos testes foi realizada após 72 horas 

de incubação através do monitoramento do efeito citopático. Foram considerados 

títulos de anticorpos neutralizantes as recíprocas das maiores diluições do soro 

capazes de inibir a replicação viral e, consequentemente, a produção de efeito 
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citopático. Amostras de referência positiva e negativa foram utilizadas como 

controle. 

 
 
4.5 Medida dos níveis de cortisol no soro sanguíneo 

 
Amostras de soro dos animais compreendidos nos grupos 1 e 2 foram 

analisadas quanto ao nível de cortisol sanguíneo. Para isso, foi realizado o ensaio 

Access Cortisol®, um imunoensaio quimiluminescente que determina 

quantitativamente os níveis do cortisol em soro utilizando os Sistemas de 

Imunoensaio Access®. Os procedimentos do ensaio foram realizados por um técnico 

especializado da empresa ScanLab Diagnóstica LTDA e o protocolo utilizado está de 

acordo as instruções do fabricante. 

 
 
4.6 Avaliação da presença viral em amostras de colostro/leite, sangue e 
secreção nasal 

 
4.6.1 Extração de DNA das amostras 

 

As amostras de colostro/leite, sangue (leucócitos) e secreção nasal foram 

submetidas à extração do seu ácido nucléico total segundo adaptação das 

recomendações do fabricante do Kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System 

- PROMEGA, U.S.A.  

As alíquotas de colostro/leite foram submetidas a um pré-tratamento a fim de 

eliminar o excesso de lipídeos e outros sólidos existentes em suspensão na 

secreção láctea que inibem o sucesso da extração genômica, segundo Psifid et al. 

(2010). Fundamentalmente, o pré-tratamento consistiu de adição de solução tampão 

EDTA/Tris-HCl (1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCl – pH 7,6) e ETDA (0,5 M - pH 8) ao 

precipitado celular restante após descarte do sobrenadante isolado por 

centrifugação. Com relação às amostras de sangue, em uma etapa prévia e com o 

auxílio do reagente Ficoll-Paque Plus GE Healthcare®, de acordo com o protocolo 

do Retrolab – Escola de Veterinária UFMG – Departamento de Medicina Veterinária 

Preventiva (Série Protocolos Padronizados – 2006), foram extraídos os leucócitos do 
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sangue total. As amostras de DNA total foram armazenadas a – 20 °C até o 

momento da reação.  

 
 
4.6.1.1 Obtenção do controle positivo para a reação da Nested-PCR 

 

Para obtenção de amostra controle positivo, células MDBK com 24 horas de 

cultivo (5% SFB) foram infectadas com BoHV-1 e BoHV-5, separadamente. Após 24 

horas de crescimento, previamente à observação do efeito citopático em 

microscópio, o sobrenadante de cada um dos cultivos foi descartado e a 

monocamada foi lisada com tripsina. A suspensão célula-tripsina foi colocada em 

microtubo de 1,5 mL, centrifugada a 15000 x g/1 minuto, sendo obtido um 

precipitado celular. O mesmo foi submetido à lavagem com 200 µL de PBS, pH 7,4, 

agitação intensa em vórtex e nova centrifugação sob as mesmas condições. O 

sobrenadante foi descartado, restando o precipitado, o qual foi submetido às 

recomendações do fabricante do Kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System 

- PROMEGA, U.S.A para a extração do material genômico total utilizado como 

controles positivos de BoHV-1 e BoHV-5 da reação explicada  a seguir. 

 

4.6.2 Padronização da reação da polimerase em cadeia pela técnica de Nested 
(Nested-PCR) 

 
Os DNA’s do BoHV-1 e do BoHV-5, simultaneamente, foram amplificados 

mediante o uso dos oligonucleotídeos construídos a partir da região codificadora da 

glicoproteína B da cepa SV-507 de BoHV-5 (Tabela 2) previamente descritos por 

Diel et al. (2007).  

 
Tabela 2. Oligonucleotídeos utilizados na Nested-PCR 

Oligonucleotídeo Sequência Localização no 
genoma 

Externo senso (EF) 5’-CTCGAAAGCCGAGTACCTGCG-3’ 57.338 

Externo anti-senso (ER) 5’-CCAGTCCAGGCAACCGTCAC-3’ 57.782 

Interno senso (IF) 5’-GTGGTGGCCTTTGACCGCGAC-3’ 57.372 

Interno anti-senso (IR) 5’-GCTCCGGCGAGTAGCTGGTGTG-3’ 57.666 
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As reações foram montadas em microtubos de 200 µL, incluindo amostras e 

padrões. Como controle negativo, utilizou-se água ultra-pura estéril em substituição 

ao DNA molde. Quanto ao controle positivo, utilizou-se, como molde, 1 µL do DNA 

extraído de células infectadas com os BoHV-1 ou BoHV-5 deste estudo, em tubos 

separados. 

Cada reação externa foi constituída de um volume final de 25µL, contendo 1 µL 

de DNA total de cada amostra, 2 µL de cada um dos oligonucleotídeos (20 pMol) EF 

e ER (Tabela 1), 2,5 µL de DMSO, 12,5 µL de Go Taq® Green Master Mix 2x 

Promega® e água ultra-pura (Millipore®), amplificando um fragmento de DNA de 

444 pares de base (pb). A solução do Mix é composta pelo tampão de reação com a 

Taq® DNA polimerase 2x (pH 8,5), 400 µM dATP, 400 µM dTTP, 400 µM dGTP, 400 

µM dCTP e 3 mM MgCl2 (Promega®, USA).  

Para a reação interna, os mesmos constituintes e quantidades de reagentes 

foram utilizados. Contudo, os oligonucleotídeos utilizados foram os IF e IR (Tabela 2) 

e os DNA’s moldes de cada amostra e controle foram previamente diluídos em água 

ultra-pura estéril na proporção de 1:1500. Dessa diluição, retirou-se 1 µL para 

constituir o DNA molde da reação interna. Foi amplificado um fragmento de 295 pb. 

As reações foram realizadas utilizando o equipamento Axygen® – Maxygene 

Termociclador com gradiente/Therm 1000. Para avaliação da temperatura ótima de 

anelamento dos oligonucleotídeos de ambas as reações aos DNA’s de BoHV-1 e 

BoHV-5, realizou-se um gradiente de temperatura de 53 a 62 ºC. 

Tanto na reação externa quanto na interna, as seguintes condições de 

amplificação foram utilizadas: 5 minutos a 94 ºC para desnaturação da dupla fita de 

DNA, seguidos de 30 ciclos de 1 minuto a 94 ºC (ativação da Taq® DNA 

polimerase), 1 minuto a 58,4ºC (anelamento dos oligonucleotídeos às fitas 

desnaturadas de DNA) e 1 minuto a 72ºC (extensão das fitas). Por fim, a reação foi 

submetida à 72ºC/10 minutos (etapa final de extensão). 

Para análise visual dos resultados, as reações foram submetidas à eletroforese 

em gel de agarose 1%.  Cinco microlitros de cada amostra foram homogeneizados 

com o intercalante e corante de DNA GelRed® diluído em água ultra-pura estéril 

(5:500). Essa mistura foi alocada em gel constituído por agarose 1% diluída em 

tampão TBE 0,5X (Tris 50 mM; Ácido bórico 45 mM; EDTA 0,5 mM – pH 8,3). Como 

padrão de tamanho molecular, utilizou-se DNA Ladder 100 pb (Promega®, USA). O 

gel de agarose contendo as amostras suspeitas, controles negativos, positivos e 
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padrão molecular foram submetidos a 100 volts constantes durante 45 minutos. A 

seguir, o mesmo foi avaliado sob luz ultravioleta e as fotografias de interesse foram 

registradas. 

 

 

4.7 Análises estatísticas 
 

Os dados referentes à sorologia e Nested-PCR de todas as amostras foram 

submetidos à análise do teste Qui-quadrado para comparação da frequência de 

positividade, e McNemar para aferir a coincidência entre os testes diagnósticos 

utilizados. Já os resultados da dosagem hormonal (cortisol) foram analisados 

segundo o teste de Mann-Whitney para a comparação de dois grupos 

independentes. As análises foram realizadas no Programa SAEG/UFV (1999). 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

5.1 Padronização da Nested-PCR 
 

Nas reações externa e interna, houve adequado anelamento de todos os 

oligonucleotídeos em toda a faixa de temperatura testada, considerando o BoHV-1 e 

o BoHV-5. As figuras 3a e 3b demonstram as diferentes temperaturas utilizadas nas 

reações internas da Nested-PCR, também considerando os DNA’s amplificados do 

BoHV-1 e do BoHV-5 simultaneamente pelos mesmos pares de oligonucleotídeos.  

Dessa forma, optou-se pela temperatura de 58,4 ºC, visto que é uma média do 

gradiente.  

Inicialmente, Diel et al. (2007) desenharam as sequências dos 

oligonucleotídeos para a amplificação do DNA do BoHV-5. Contudo, mediante 

análises no presente estudo, foi verificado que os oligonucleotídeos utilizados 

amplificam tanto o BoHV-1 quanto o BoHV-5 (Figuras 3a e 3b). Para confirmação, 

foram realizados alinhamentos múltiplos pelo programa Clustal W 

(www.ebi.ac.uk/clustal), em que foi verificada homologia completa dos 

oligonucleotídeos no gene da glicoproteína B (gB) em ambos os vírus (dados não 

mostrados).  

 

 

 

 

 

 



29 
 

 
Figura 3a. Gel de agarose 1%. Produtos de amplificação no teste de gradiente da reação interna 
utilizando como molde o DNA do BoHV-1. Tamanho do fragmento amplificado: 295 pb.  
PM: padrão de tamanho molecular (100 pb); 53 a 62ºC: gradiente de temperatura de anelamento dos 
oligonucleotídeos; Ctl-: controle negativo. 

 

 

 

 
Figura 3b. Gel de agarose 1%. Produtos de amplificação no teste de gradiente da reação interna 
utilizando como molde o DNA do BoHV-5. Tamanho do fragmento amplificado: 295 pb.  
PM: padrão de tamanho molecular (100 pb); 53 a 62ºC: gradiente de temperatura de anelamento dos 
oligonucleotídeos; Ctl-: controle negativo. 
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5.2 Influência do cortisol na eliminação viral a partir de duas diferentes fases 
da prenhez  
 

Os níveis de cortisol não se diferiram estatisticamente entre os grupos G1 e G2 

(P>0,05) (Figura 4).  

 

 
Figura 4. Dosagem de cortisol – Comparação entre os grupos G1 (fase anterior ao parto - 5 meses 
anteriores) e G2 (fase do parto - até 7 dias após) quanto aos níveis de cortisol. Parâmetro do cortisol 
em bovinos: 0,61 μg/dL (+/- 0,07) (Kaneko et al., 2008). As diferenças não foram significativas pelo 
método de Mann-Whitney (P>0,05). 
 

 

Consequentemente, as frequências de positividade da sorologia, viremia e 

eliminação viral através de secreção nasal e leite entre os grupos também se 

apresentaram estatisticamente iguais (P>0,05)  (Tabela 3 e Figura 5).  

 
Tabela 3. Períodos da lactação avaliados através dos níveis de cortisol, sorologia e vias de 
eliminação viral. As amostras clínicas aqui analisadas foram aquelas da segunda coleta após a 
triagem. Parâmetro do cortisol em bovinos: 0,61 μg/dL (+/- 0,07) (Kaneko et al., 2008). 

Grupo 1 Grupo 2 
 

C SN SG SeN LT C SN SG SeN LT 
N 25 25 25 25 21 23 23 23 23 23 

Total de positivos - 2 20 19 19 - 1 21 17 23 
% positivos - 8%a 80%b 76%c 90%d - 4%a 91%b 74%c 100%d 

M.C 0,72e - - - - 0,83e - - - - 
 
Grupo 1: fase anterior ao parto (5 meses anteriores ao parto); grupo 2: fase do parto (até 7 dias após 
o parto); N: amostras coletadas; M.C: média da dosagem de cortisol; C: dosagem de cortisol (μg/dL); 
SN: Soroneutralização; SG: Nested-PCR leucócitos do sangue; SeN: Nested-PCR secreção nasal; 
LT: Nested-PCR leite. As diferenças entre a/a, b/b, c/c, d/d, e/e não foram significativas pelo método 
do Qui-quadrado (P>0,05). 
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Figura 5. Frequência de positividade da amostragem coletada – Comparação entre as frequências de 
cada tipo de amostra nas duas fases da prenhez estudadas (G1 - fase de cinco meses anteriores ao 
parto; G2 - fase do parto). SN: resposta humoral obtida através da Soroneutralização; SG: leucócitos 
sanguíneos submetidos à Nested-PCR, remetendo-se à viremia; SeN: secreção nasal como via de 
eliminação viral e submetida à Nested-PCR; LT: leite como via de eliminação viral e submetido à 
Nested-PCR. As diferenças entre a/a, b/b, c/c, d/d não foram significativas pelo método do Qui-
quadrado (P>0,05). 
 

Contudo, comparando com o parâmetro de 0,61 μg/dL (+/- 0,07) indicado por 

Kaneko et al. (2008), os animais de ambos os grupos estudados apresentaram 

níveis elevados de cortisol sanguíneo. Isso leva à conclusão de que todo o rebanho 

analisado estava sob condição estressante, o que impossibilitou observação de 

diferenças nas frequências sorológicas, virêmicas e de eliminação viral em ambos os 

grupos de animais estudados. 

As figuras 6 e 7 ilustram reações da PCR de algumas amostras coletadas nas 

duas fases da lactação estudadas. 
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Figura 6. Gel de agarose 1%. Ilustração de produtos de amplificação do DNA viral (BoHV-1 e/ou 
BoHV-5) das reações internas de algumas amostras coletadas na fase do parto. Fragmento 
amplificado: 295 pb. Padrão molecular: 100 pb. 

 

 

 
Figura 7. Gel de agarose 1%. Ilustração de produtos de amplificação do DNA viral (BoHV-1 e/ou 
BoHV-5) das reações internas de algumas amostras coletadas na fase de cinco meses anteriores ao 
parto. Fragmento amplificado: 295 pb. Padrão molecular: 100 pb. 
 

 

5.3 Avaliação da eficiência do leite como alternativa de material para 
diagnóstico  
 

 5.3.1 Análise do leite como via de eliminação de BoHV-1 e/ou BoHV-5 
 

De acordo com os resultados preliminares, observou-se eliminação de material 

genético de BoHV-1 e/ou BoHV-5 através de leite/colostro de animais naturalmente 

infectados. Conforme já explicitado, houve confirmação positiva, com alta frequência 

e sem diferenças estatísticas entre ambos os grupos representantes das diferentes 
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épocas da lactação: 90% de eliminação no grupo 1 (fase de cinco meses anteriores 

ao parto) e 100% no grupo 2 (fase do parto) (Tabela 3 e Figuras 5 e 8).  

 

 
Figura 8. Ilustração de reação interna de algumas amostras de leite coletadas na fase do parto e em 
5 meses pré-parto. Fragmento amplificado: 295 pb. P.M: Padrão molecular (100 pb). 
 

 
Esse resultado complementa aquele de Probst et al. (1985), que detectaram 

eliminação viral através do leite em animais experimentalmente infectados.  

Probst et al. (1985) demonstraram esse achado de forma indireta, pois sua 

conclusão foi que os bezerros sorologicamente negativos que receberam leite duas 

vezes por dia a partir das vacas infectadas com 10 mL de solução viral com título de 

104,5 TCID50/mL intranasal também se mostraram infectados. Ainda foi realizada 

tentativa de isolamento viral a partir do leite em cultivo celular. Contudo, não houve 

sucesso. Após entrada em latência e posterior recrudescência, houve eliminação 

viral regular via nasofaringe e esporádica via leite e vagina, além de detecção no 

sangue. Isso, a partir de esfregaços. Além disso, foi fornecido leite contaminado 

artificialmente com BoHV-1 aos bezerros, os quais se tornaram infectados. Os títulos 

virais utilizados para contaminação do leite foram 104,5, 105,5 e 107,5 TCID50/mL. 

Dependendo da quantidade de vírus no leite, os bezerros se tornaram clinicamente 

doentes ou apresentaram soroconversão na ausência de sinais clínicos. Em 

infecção generalizada, foi detectada eliminação viral via leite, enquanto que em 

infecção aguda, quantidades mínimas foram observadas. Sua conclusão foi que 

baixa quantidade de vírus no leite não foi o suficiente para definir uma infecção. 

Alguns estudos relataram que o BoHV-1 pode estar envolvido, de forma direta 

ou indireta, na etiologia da mastite bovina. Não há confirmação de que cause a 

doença, mas há relatos de sua presença em lesões vesiculares de tetos e úbere de 
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animais com mastite, sem provas, contudo, de que seja o agente primário de tais 

lesões (Guy et al., 1984). Greig & Bannister (1965) relataram que o BoHV-1 provoca 

mastite clínica após inoculação intramamária. A partir daí, Straub & Kielwein (1966) 

evidenciaram os sinais clássicos da mastite clínica, tais como aumento da 

temperatura corpórea, diminuição do apetite, inflamação e edema do úbere e grande 

redução da produção de leite. Também foi observada morfologia anormal de 

amostras de leite após inoculação de uma cepa de BoHV-1, apresentando coágulos 

e sangue (Greig & Bannister, 1965).  

Além disso, Gourlay et al. (1974), Roberts et al. (1974) e Wayne & Carter 

(1974) isolaram o vírus da IBR do leite de animais com mastite clínica em casos 

naturais de origem desconhecida. O BoHV-1 também já foi isolado a partir de leite 

de vacas com mastite em combinação com Mycoplasma agalactiae (Espinasse et 

al., 1974; Gourlay et al., 1974) e Vírus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) (Siegler et 

al., 1984). Diferentemente, Wellenberg et al. (2000) não isolaram BoHV-1 a partir de 

amostras de cinquenta e oito casos naturais de mastite clínica de dez rebanhos 

examinados virologicamente.  

Quanto ao BoHV-5, não há relatos acerca da sua relação com mastite bovina 

ou, ainda, da sua eliminação através do leite.  

Os animais do presente estudo não apresentaram manifestações 

características da mastite clínica (dados não mostrados), relatados anteriormente. O 

objetivo aqui foi investigar a eliminação dos BoHV-1 e BoHV-5 em leite, sem 

associação a enfermidades clinicamente aparentes, a fim de propôr um novo 

material como amostra para diagnóstico da IBR e da MEH. 

Neste estudo, foi detectado material genético dos BoHV’s focados, não se 

remetendo necessariamente a partículas infecciosas. Ainda que resultado positivo 

em PCR de determinada amostra sugira ocorrência de material infeccioso, para 

provar que o mesmo se encontra em secreção láctea, indica-se realizar isolamento 

viral. 

Visto que o colostro é altamente rico em anticorpos e células de defesa (células 

B, células T CD, macrófagos e neutrófilos) (Cortese, 2011) pelas quais o BoHV-1 e o 

BoHV-5 apresentam tropismo, é sensato concordar com a eliminação viral através 

da secreção láctea. Embora tenha sido comprovada a eliminação do material 

genético dos agentes em questão via leite neste estudo, ainda se torna necessário 

averiguar quantitativamente a fim de que se saiba se a carga viral eliminada é capaz 
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de transmitir a infecção. Esse objetivo pode ser alcançado mediante análises de 

reação da polimerase em cadeia em tempo real e/ou isolamento viral e titulação. 

 

 

5.3.2 Confronto entre eliminação viral via leite, secreção nasal, viremia e 
sorologia 
 

Como não foram apresentadas diferenças estatísticas entre os grupos quanto 

aos níveis de cortisol, sorologia, viremia e vias de eliminação viral, as próximas 

análises foram realizadas mediante comparação das frequências de positividade 

entre aquelas variáveis dentro dos grupos para avaliação do leite como amostra 

alternativa para diagnóstico viral. Dessa forma, o total de cada tipo de amostra de 

ambas as fases da lactação foi agrupado. 

 

5.3.2.1 Eliminação viral via leite e secreção nasal x Sorologia 
 

Comparando a eliminação via leite e secreção nasal à sorologia de ambos os 

grupos, houve frequência estatisticamente superior de positividade pelas duas vias 

de eliminação (P<0,05) (Figura 9). Esse resultado está de acordo com os 

argumentos de Huck et al. (1971), Parsonson & Snowdon (1975), Kupferschimied et 

al. (1986), Xia et al. (1995) e Gee et al. (1996), os quais explicam que não 

necessariamente há correlação obrigatória entre a presença de infecção pelo BoHV-

1 e, consequentemente, pelo BoHV-5, e a detecção de anticorpos específicos 

circulantes.  

Essa afirmação se baseia na confirmação por esses autores da detecção do 

BoHV-1 em amostras clínicas obtidas de animais soronegativos. Segundo 

Kupferschimied et al. (1986), é possível que vacas sejam contaminadas via 

inseminação artificial com sêmen infectado pelo vírus e proveniente de touro 

soronegativo. Da mesma forma e de acordo com os achados de Snowdon (1965) e 

Van Der Engelenburg et al. (1995), em animais clinicamente saudáveis, mas que 

apresentam reativação viral, pode haver infecções leves ou subclínicas 

concomitantemente à eliminação de grandes quantidades de vírus no sêmen. 

Estudando eliminação de BoHV-1 via sêmen, Schultz et al. (1976) propuseram 

três possibilidades que fazem com que o vírus possa ser diagnosticado na referida 
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secreção orgânica de touros soronegativos. Essa interpretação pode ser extrapolada 

para os resultados das secreções em foco do presente estudo, visto que todas são 

fluidos oriundos do organismo bovino. Conforme os autores, animais susceptíveis 

com infecção ativa podem excretar o vírus antes do desenvolvimento de anticorpos. 

Além disso, o teste sorológico padrão utilizado (soroneutralização) apresenta baixa 

sensibilidade em detectar níveis reduzidos de anticorpos, principalmente quando a 

reativação da infecção latente está no início. Por fim, há possibilidade de que alguns 

animais infectados desenvolvam imunidade celular sem resposta humoral 

mensurável. Sendo assim, apesar de ser um importante método para detecção de 

infecções herpéticas, a pesquisa de anticorpos apresenta falhas na determinação da 

presença de BoHV-1 (Rocha et al., 1999) e, consequentemente, de BoHV-5. É 

importante lembrar que os anticorpos produzidos não se diferem quanto à 

antigenicidade de BoHV-1 e BoHV-5, visto que são molecularmente semelhantes 

(Flores – org., 2007). 

Em nenhum momento da descrição do presente estudo, os títulos sorológicos 

foram avaliados porque não houve resultado amostral suficiente para análise 

estatística (dados não mostrados). 

 

 

5.3.2.2 Eliminação viral via leite x Via secreção nasal 
 

A eliminação via leite apresentou maior frequência que via secreção nasal 

(P<0,05) (Figura 9), fato este que pode ser explicado devido ao tempo limite de 

excreção viral via nasal após início da infecção. De acordo com Cadore et al. (2011), 

há eliminação viral nas secreções nasais até o 7º dia pós-inoculação durante a 

infecção aguda. Belák et al. (1999) demonstraram irregularidade e inconsistência 

nessa via de eliminação entre os animais durante 3 a 10 dias pós-inoculação viral. 

Além disso, a atividade neutralizante da imunoglobulina A, detectada em secreções 

nasais entre o 4º e o 30º dia pós-infecção (Wyler et al., 1989), também pode diminuir 

a detecção dos BoHV’s focados. Dessa forma, há suposta concordância entre esses 

resultados e os deste estudo, pois pode ter havido início da infecção produtiva em 

época distante daquele dia de coleta das amostras. Pode-se sugerir que o tempo de 

excreção viral via leite seja maior que via secreção nasal. Para isso, são necessários 

maiores estudos em relação à eliminação viral via leite. 
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5.3.2.3 Eliminação viral via leite x Viremia 
 

A frequência de eliminação via leite se apresentou tão alta quanto os níveis 

virêmicos (P>0,05) (Figura 9). Isto, devido à íntima relação entre esses fluidos. A 

demanda para a formação de 1 litro de leite em vacas é da ordem de 450 litros de 

sangue (González, 2001). Dessa forma, os constituintes do sangue acabam por 

fazer parte da formação do leite, estando entre eles água, sacarídeos, lipídeos, 

proteínas, minerais, vitaminas, enzimas e células somáticas. Estas, em sua maioria, 

são os leucócitos, os quais migram para a glândula mamária a fim de combater 

agentes agressores (Pereira et al., 2001), mas também podem ser carreadores do 

vírus ao local. Lembrando que os BoHV’s apresentam tropismo por tais células, esse 

conjunto de informações fundamenta os níveis equiparados de positividade na 

análise de leite e de leucócitos sanguíneos, visto que essas células se apresentam 

tanto em leite quanto em sangue. 

 

 

5.3.2.4 Viremia x Sorologia 
 

Houve maior frequência de positividade da viremia que da sorologia na 

segunda fase de coleta (P<0,05) (Figura 9). Ou seja, dos 161 animais submetidos à 

primeira coleta sanguínea para triagem, somente 48 se apresentaram positivos e se 

adequaram às fases eleitas para segunda coleta a fim de analisar as vias de 

eliminação viral. Contudo, as amostras dessa coleta posterior, em ambas as fases 

de lactação estudadas, mostraram considerável negatividade nas frequências de 

anticorpos (96% na fase do parto e 92% antes do parto, sem, portanto, diferença 

estatística – P>0,05) e alta frequência virêmica. Sugere-se que esse ocorrido se 

deva ao alto nível de cortisol observado, favorecendo diminuição da resposta 

humoral e promovendo maior atividade viral.  
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5.3.2.5 Viremia x Eliminação viral via secreção nasal 
 

Também foi observado que a frequência virêmica igualou-se estatisticamente 

àquela da secreção nasal (P>0,05) (Figura 9). Esse resultado pode estar relacionado 

àquele explicado anteriormente: com a recrudescência da infecção latente, é 

possível nova replicação viral na mucosa respiratória. Também pode ter havido 

infecção primária. 

 

 

 
 
Figura 9. Comparação entre resposta humoral, viremia e eliminação viral através de secreção nasal e 
leite. SN: reposta humoral verificada por Soroneutralização; SG: viremia verificada por Nested-PCR 
de leucócitos sanguíneos; SeN: eliminação viral através de secreção nasal verificada por Nested-
PCR; LT: eliminação viral através de leite verificada por Nested-PCR. (*): Houve diferença estatística 
pelo método do Qui-quadrado (P<0,05) entre: SN/SG; SN/SeN; SN/LT; SeN/LT. 
 

 
5.4 Caracterização da eliminação viral via leite em diferentes propriedades 
naturalmente infectadas 
 

A partir da conclusão de que o leite é uma amostra bem utilizável para a 

detecção da eliminação do material genético dos agentes virais, buscou-se 

caracterizar essa eliminação em diferentes propriedades da Zona da Mata Mineira a 

partir de sorologia sanguínea e Nested-PCR de leite. 
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As propriedades B, C, D, E e F foram submetidas a coletas sanguíneas e de 

leite em época não especificada do ciclo de produção animal, visto que o objetivo 

aqui foi demonstrar a frequência de animais positivos em relação à eliminação viral 

através de uma via em particular. 

Dentre todos os animais submetidos ao estudo, 49% apresentaram anticorpos 

contra o BoHV-1 e/ou BoHV-5, enquanto 52% deles estavam eliminando material 

viral através do leite (Tabela 4). O resultado sorológico apresentado confirma, mais 

uma vez, a ampla circulação do(s) agente(s) viral(is) nos rebanhos leiteiros. 

 

 
Tabela 4 – Propriedades leiteiras cujas vacas foram submetidas às coletas de sangue e leite e suas 
respectivas frequências de positividade quanto ao BoHV-1 e/ou BoHV-5. 

 Propriedade 
B 

Propriedade 
C 

Propriedade 
D 

Propriedade 
E* 

Propriedade 
F* 

Todas as 
propriedades

 SN N-PCR SN N-PCR SN N-PCR SN N-PCR SN N-PCR SN N-PCR
N 

coletado 24 29 39 39 78 49 53 66 70 71 264 254 

Total de 
positivos 13 11 9 16 37 24 24 50 47 30 130 131 

% 
positivos 54 38 23 41 47 49 45 76 67 42 49 52 

N coletado: Total de amostras coletadas. SN: Soroneutralização; N-PCR: Nested-PCR leite.  
(*): Propriedades que apresentaram diferença estatística entre os testes utilizados pelo método do 
Qui-quadrado (P<0,01). 
 
 

Para confrontar resultados de eliminação viral e resposta humoral, as 

propriedades foram analisadas separadamente, pois cada uma possui condições 

próprias de manejo animal que influenciam diretamente nas condições de bem-estar 

e conforto. Como já mencionado, essas condições se relacionam intimamente às 

enfermidades provocadas pelos herpesvírus bovinos. 

Três propriedades desta fase experimental (B, C, D) não apresentaram 

diferenças significativas (P>0,01) entre suas frequências de positividade de 

anticorpos anti-BoHV-1/5 e presença de material genético no leite (Tabela 4). A 

época de infecção não foi detalhadamente monitorada. Porém, nas propriedades B, 

C e D, a época de coleta pode ter coincidido com os momentos de eliminação e 

soroconversão. Dessa forma, é plausível concordar que a época de infecção viral 

influi fortemente na resposta do organismo animal. Adicionalmente, pode-se sugerir 

que esses rebanhos não estavam sob condições estressantes, embora o nível de 
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cortisol não tenha sido mensurado. Um indicativo de estresse poderia ser a baixa 

ocorrência de anticorpos neutralizantes em relação à frequência de eliminação viral, 

o que não foi observado estatisticamente. 

Nas propriedades E e F, houve consideráveis diferenças de positividade entre 

os parâmetros avaliados (P<0,01) (Tabela 4). Na primeira, a eliminação viral via leite 

foi mais frequente, o que pode estar relacionado a um início de quadro infeccioso 

agudo ou a uma possível reativação de infecção latente, momento no qual a 

soroconversão ainda não ocorreu. Esse resultado está de acordo com Hage et al. 

(1996), os quais relatam que o período infeccioso em animais soropositivos 

reinfectados (ou seja, que saíram da infecção latente) pode chegar até sete dias, 

encontrando títulos virais acima de 101,5 TCID50/mL. Essa ocasião pode se iniciar em 

oito dias anteriores ao aumento significativo do título de anticorpos. Ainda segundo 

Bitsch (1978) e Pastoret et al. (1984), a disseminação viral pode ou não estar 

acompanhada de sinais clínicos. Também é possível sugerir que esse rebanho 

estava sob algum tipo de estresse, favorecendo menor frequência de anticorpos 

anti-BoHV-1/5 e maior ocorrência de eliminação viral. 

Já na propriedade F, os animais apresentaram resposta humoral mais ativa. 

Nesse caso, sugere-se um início de infecção subclínica, onde o vírus é levado ao 

estado latente sem que a frequência de anticorpos decaia o suficiente. Desse modo, 

a presença dos anticorpos ainda pode ser perceptível pelo teste da 

soroneutralização (Tabela 4). Também é sugerido que uma parte dos animais esteja 

sob infecção latente, e outra parte, sob infecção produtiva. 

A partir de todas as análises aqui realizadas, observa-se que o leite é uma 

amostra indicada para diagnóstico quando a infecção dos animais é apresentada na 

forma produtiva, mas não quando na infecção latente. Dessa forma, testes 

sorológicos complementares devem ser realizados. A exemplo do presente trabalho, 

a soroneutralização e a PCR podem ser associadas a fim de se obter um 

diagnóstico mais conclusivo da infecção pelos herpesvírus bovinos focados.  
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6. CONCLUSÕES 
 

 

• Não foi verificada diferença entre os níveis de cortisol na fase periparto quando 

comparada à fase de cinco meses anteriores ao parto na propriedade estudada. 

Contudo, esses níveis se apresentaram elevados quando confrontados com 

referência de literatura, indicando ocorrência de condição estressante nos 

animais da propriedade focada; 

 

• Não houve diferenças de frequência de positividade na detecção do genoma 

viral e na resposta humoral, considerando as duas fases da lactação estudadas 

daquele rebanho particular. Contudo, relacionando o resultado sorológico ao 

parâmetro cortisol (referência da ocorrência de situação estressante do rebanho 

analisado), houve frequência de anticorpos abaixo do nível;  

 

• O leite se mostrou como uma alternativa amostral para diagnóstico da presença 

do genoma do BoHV-1 e/ou do BoHV-5 na fase de infecção produtiva, visto que 

é mais fácil coletá-lo, comparando à coleta de sangue; 

 

• Os resultados encontrados foram de grande importância para esclarecer dados 

da patogenia do BoHV-1 e/ou BoHV-5 dentro de rebanhos bovinos leiteiros.  
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7. PERSPECTIVAS 
 
 

No presente estudo, foi confirmada a eliminação de DNA dos vírus em questão 

através do leite. Contudo, é necessário dar continuidade a este estudo a fim de 

avaliar a existência de transmissão via leite vinculada à eliminação. A reação da 

polimerase em cadeia em tempo real é um método que pode esclarecer essa 

questão, visto que a partir da mesma pode-se ter informações acerca da carga viral 

eliminada, diferentemente do teste da Nested-PCR, o qual é um ensaio qualitativo. 

Além disso, uma vez demonstrada a carga viral, é provável que possa ser 

esclarecida a hipótese de que os BoHV-1 e/ou BoHV-5 são eliminados em maior 

quantidade próximo ao parto. 

A padronização da PCR em tempo real foi iniciada concomitantemente neste 

estudo e ainda busca-se aplicá-la no material aqui apresentado. Isso, a fim de 

esclarecer mais uma questão relacionada aos herpesvírus bovinos. 

A partir do esclarecimento de dados da patogenia dos agentes virais aqui 

estudados, é possível rever as condições de manejo atualmente adotadas na 

bovinocultura leiteira e sugerir medidas de melhoria. 
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