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ABSTRACT.- Eloi R.S.A,, Margola T.G., Paludo G.R., Aratgjo R.R,, Colodel E.M., Lima E.M.M. &
Castro M.B. 2017. [Ovine herpesvirus type 2 (OvHV-2) infection rate in sheep herds of
the Federal District, Brazil.] Taxa de infec¢do pelo Herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2) em
rebanhos de ovinos no Distrito Federal. Pesquisa Veterindria Brasileira 37(7):657-661. Labo-
ratério de Patologia Veterinaria, Hospital Veterinario, Universidade de Brasilia, Via L4 Norte,
Cx. Postal 4508, Brasilia, DF 70910-970, Brazil. E-mail: mbcastro@unb.br

Malignant catarrhal fever (MCF) is a disease caused by bovine infection with ovine her-
pesvirus type 2 (OvHV-2) and responsible for economic losses in different Brazilian regions.
This paper describes the molecular detection of OvHV-2 by nested-PCR (nPCR) in nasal
secretion/exfoliation samples and blood cell fraction (BCF) of sheep from 8 properties in
the Federal District. Among the 188 nasal samples, 88 (41.5%) were positive to OvHV-2.
Pregnant ewe presented no differences at the infection rate in comparison with parous fe-
males. Newly calved sheep showed higher OvHV-2 infection rate than female over 60 days
of calving. Nasal samples allowed the detection of infected animals by nPCR with efficiency
about twice than that in the blood cell fraction samples. In Brazil, epidemiological infor-
mation about OvHV-2 infection in sheep flocks and factors involved in emergence of FCM
outbreaks in cattle are still scarce. This study may provide support for elucidating some
characteristics of the disease and for further epidemiological studies in the Federal District

and other Brazilian States.

INDEX TERMS: Herpesvirus, OvHV-2, malignant catarrhal fever, PCR, sheep, diagnosis.

RESUMO.- A febre catarral maligna (FCM) é uma doenca
causada pela infec¢do de bovinos pelo herpesvirus ovino
tipo 2 (OvHV-2), responsavel por perdas econdmicas em
diferentes regides do Brasil. Neste trabalho descreve-se a
detecgdo molecular por nested-PCR (nPCR) do OvHV-2 em
amostras de secre¢do/esfoliacdo nasal e fracdo celular san-
guinea (FCS) de ovinos provenientes de 8 propriedades do
Distrito Federal. Das 188 amostras nasais analisadas, 88
(41,5%) foram positivas. Ovelhas prenhes ndo apresenta-
ram diferencas na taxa de infeccdo em comparagao com fé-
meas paridas. Fémeas recém-paridas apresentaram taxa de
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infeccdo pelo OvHV-2 maior que em animais que pariram
ha mais de 60 dias. Amostras de secrecido/esfoliacdo na-
sal permitiram a detecgdo por nPCR de animais infectados
com uma eficiéncia aproximadamente duas vezes maior
que em amostras de fracdo celular sanguinea. No Brasil, in-
formagdes epidemiolégicas sobre a infeccdo pelo OvHV-2
nos rebanhos ovinos e fatores envolvidos no surgimento de
surtos de FCM em bovinos sdo escassos. Este estudo pode
servir de subsidio para elucidar as caracteristicas da en-
fermidade e para novos estudos sobre a epidemiologia da
doenca no Distrito Federal e em outros Estados do Brasil.

TERMOS DE INDEXACAO: Herpesvirus, OvHV-2, febre catarral
maligna, PCR, ovino, diagnéstico.

INTRODUCAO

A febre catarral maligna (FCM) é uma doenca viral linfopro-
liferativa fatal de bovinos e outros ungulados (Russel et al.
2009). No Brasil, os casos de FCM em bovino estdo vincula-
dos a infec¢do pelo herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2), sen-
do essa forma denominada “ovino associada” (Mendonga et
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al. 2008) e ocorre geralmente de forma esporadica em dife-
rentes regides brasileiras (Lemos et al. 2005, Mendonga et
al. 2008, Galiza et al. 2010, Lucena et al. 2010, Furlan et al.
2012, Headley et al. 2012). O periodo de incubagdo em bo-
vinos varia de 3 a 10 semanas e surgem sinais clinicos como
distirbios neurolégicos, corrimento nasal mucopurulento,
erosdes e ulceragdes em varias mucosas e febre (Garmatz
et al. 2004, Mendonca et al. 2008, Furlan et al. 2012).

A epidemiologia da FCM ainda ndo é completamente es-
clarecida (Russell et al. 2009, O"Toole & Li 2014), porém
os casos sdo frequentemente vinculados a cria¢do consor-
ciada entre bovinos e ovinos portadores do OvHV-2 (Li et
al. 2001, Russell et al. 2009) e, eventualmente, onde a cria-
¢do é exclusivamente de bovinos (Furlan et al. 2012). No
Brasil, pouco se conhece quanto a prevaléncia da infec¢do
pelo OvHV-2 em rebanhos ovinos e ha escassos estudos no
mundo (Li et al. 1995, Mirangi & Kang’ee 1997, Wani et al.
2006, Cortez et al. 2008, Loken et al. 2009, Bremer 2010,
Giangaspero et al. 2013).

Alteragdes de manejo e estresse sdo considerados fato-
res cruciais para que o OvHV-2 saia da laténcia, passando
a ser eliminado pelo ovino, propiciando a transmissdo en-
tre as espécies (Li et al. 2001). Eventos reprodutivos como
gestacdo e pari¢do sdo apontados como causa primaria de
estresse em ovelhas, propiciando condi¢des para a elimina-
¢do viral no ambiente e o surgimento de casos em bovinos
da FCM ovino-associada (Garmatz et al. 2004).

0 diagnostico da infec¢do pelo OvHV-2 pode ser realiza-
do por diferentes testes como o ensaio de imunoadsor¢do
enzimatica por inibicdo competitiva (CI-Elisa) e a reacdo
em cadeia da polimerase (PCR), sendo a PCR, considerada
o método mais eficiente (Li et al. 2001, Bremer 2010).

Os objetivos deste trabalho foram avaliar a taxa de in-
feccdo pelo OvHV-2 em rebanhos de ovinos no Distrito Fe-
deral (DF), determinar a influéncia da gestacdo e paricdo
na taxa de infeccdo pelo OvHV-2 e comparar a eficacia das
amostras de secrecdo/esfoliacdo colhidas com swab nasal e
a fragdo celular sanguinea para detectar ovinos infectados
pelo virus por meio da nested-PCR.

MATERIAL E METODOS

Oito rebanhos ovinos de pequeno a médio porte, localizados no
Distrito Federal, foram selecionados aleatoriamente para este es-
tudo. Nas oito propriedades avaliadas (P1 a P8), foram determi-
nados o nimero total de ovelhas do rebanho (fémeas acima de 18
meses de idade), idade média do plantel, tipo de alimentacdo/ma-
nejo na propriedade, periodo reprodutivo das matrizes, presenca
ou auséncia de contato com bovinos, histérico de bovinos contac-
tantes com sinais neurolégicos e presenca ou auséncia de abrigo
para os animais para proteg¢io das variag¢des climaticas diarias.
Nos plantéis, foram amostrados aleatoriamente 188 ovinos,
fémeas, em sua maioria mesticos da raca Santa Inés, entre maio
e agosto de 2012, através da colheita de secrecdo e esfoliagio
da mucosa nasal com o uso de swab de algoddo (Li et al. 2001),
acondicionando-se as amostras em microtubos contendo 500 pL
de tampao fosfato salino pH 7,0 (PBS). Concomitantemente, foram
colhidas desses mesmos animais, amostras de 3 mL de sangue em
tubo contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) que
posteriormente foram centrifugadas para a separagdo da fragdo
celular sanguinea. Tanto as amostras obtidas com swab nasal,
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quanto as de fragdo celular sanguinea, foram armazenadas con-
geladas a -20°C até analise. Foi realizada a extragdo do DNA das
amostras de swab nasal utilizando-se o kit QiAamp® DNAmini kit
(QIAGEN) e da fragao celular sanguinea o DNeasy® Blood & Tissue
Kit (QIAGEN). Para confirmacdo da extracdo e presenca de DNA
amplificavel, foi realizado PCR especifico para o gene do Gliceral-
deido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de todas as amostras (Bi-
rkenheuer et al. 2003).

A nested-PCR (nPCR) foi realizada utilizando-se os iniciado-
res 556 (AGTCTGGG-TATATGAATCCAGATGGCTCTC) e 755 (AAGA-
TAAGCA-CCAGTTATGCATCTGATAAA) para primeira reagdo. Para
a segunda reacdo, utilizou-se 1uL do produto da PCR primaria e
os iniciadores 556 e 555 (5’-TTCTGGGGTAGTGGCGAGCGAAGGCT-
TC-3’) (Baxter et al. 1993). A amostra utilizada no controle posi-
tivo era proveniente de tecido incluido em parafina de um bovino
previamente diagnosticado com febre catarral maligna (Mendon-
ca etal. 2008). Para controle negativo, foi utilizada dgua deioni-
zada e purificada pelo sistema mili-Q. A reagdo foi realizada no
termociclador C1000 Thermal Cycler® (Bio Rad). As condi¢oes de
amplificacdo para a primeira reagdo foram: 94°C por 7 minutos
de desnaturagdo, 40 ciclos de 94°C por 1 minuto (desnaturagdo),
63°C por 1 minuto (anelamento), 72°C por 1 minuto (extensao).
A segunda reacdo se diferenciou da primeira pela temperatura de
anelamento de 67°C. Produtos da segunda PCR foram submetidos
a eletroforese em gel de agarose 2%, corados com brometo de eti-
dio e visualizados sob luz ultravioleta, resultando em um produto
de 238 pares de base (pb) nos animais positivos. Os produtos de
amplificacdo de trés amostras aleatérias foram clonados e subme-
tidos ao sequenciamento.

As taxas de infecgao (TI) por OvHV-2 das ovelhas selecionadas
foram determinadas em cada criatério e nos animais agrupados
de acordo com os registros reprodutivos nas propriedades: féme-
as com até 60 dias de gestacdo; fémeas acima de 60 dias de ges-
tacdo; fémeas com até 60 dias de paridas (FP1); fémeas acima de
60 dias de paridas.

Para a determinagdo da amostra mais eficiente (swab nasal ou
fracdo celular sanguinea) para a detec¢do da infec¢do por OvHV-2
em ovinos, foram selecionadas aleatoriamente 66 amostras po-
sitivas e 66 negativas na nPCR de secrecdo/esfoliacdo colhidas
com swab nasal. As amostras da fracdo celular sanguinea dessas
mesmas ovelhas foram submetidas ao mesmo procedimento de
detec¢do molecular do virus para comparagao.

As frequéncias das taxas de infec¢do foram submetidas ao teste
Exato de Fisher, valor de p<0,05 com o programa PrismGraph 6.01.

RESULTADOS

As informagdes das propriedades, amostragem, rebanhos e
suas taxas de infeccdo pelo OvHV-2 estdo representadas no
Quadro 1. O regime de cria¢do instituido nas propriedades
avaliadas era extensivo, as pastagens eram formadas pre-
dominantemente por Brachiaria spp. e a agua fornecida a
vontade. As amostras foram colhidas no periodo de estia-
gem no DF, com baixa umidade relativa do ar (menor que
20%) e reduzido indice pluviométrico.

No total das amostras avaliadas de swab nasal (n=188)
das ovelhas, houve uma taxa de infec¢do (TI) de 41,5%
(n=78) na analise da nPCR para OvHV-2, variando de 6,6%
a 100% entre as propriedades. A TI foi maior na proprie-
dade P4 que em todas as demais (p<0,05), assim como na
propriedade P5 que foi superior a P7 (p < 0,05). Os ovinos
da propriedade P2 apresentaram taxa de infeccdo pelo
OvHV-2 inferior ao observado nos criatérios P3, P4, P5 e P6
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Quadro 1. Informagdes clinico-epidemioldgicas nos plantéis
de ovelhas avaliados no Distrito Federal

Propriedade OA (%) TI (%) IR (m) CB AB
1 53,3 (40/75) 32,5(13/40) 24 S S
2 68,2 (15/22) 6,6 (1/15) 29 S N
3 85,4 (47/55) 46,8 (22/47) 36 N S
4 75,0 (9/12) 100 (9/9) 34 S* N
5 76,2 (32/42) 53,1(17/32) 25 N N
6 73,5(25/34) 52,0 (13/25) 23 N N
7 66,6 (12/18) 16,6 (2/12) 26 S* N
8 61,5 (8/13) 12,5(1/8) 36 S N

OA = Percentual de ovelhas amostradas no rebanho. TI = Taxa de infecgao.
IR = Idade média dos animais do rebanho (em meses). CB = Contato de
ovinos com bovinos. S = Sim. N = N&do. * Dividem o mesmo piquete com
os ovinos. AB = propriedades com abrigos cobertos para os animais.

Quadro 2. Taxa de infec¢ao pelo OvHV-2 de acordo com o
estagio reprodutivo em ovelhas no DF

Até 60 dias Acima de 60 dias
Gestantes 58,3% (7/12)* 49,1% (28/57)°
Paridas 56,7% (38/67)? 28,8% (15/52)°

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa
(p=0,003).

(p<0,05). As demais comparagoes entre os resultados das
propriedades nio apresentaram diferencas significativas
(p>0,05).

As frequéncias de animais positivos entre fémeas ges-
tantes (50,7%) e paridas (44,5%) foram semelhantes
(p>0,05). Entre os grupos de ovelhas avaliados de acordo
com o estagio reprodutivo (Quadro 2), somente fémeas com
até 60 dias de paridas apresentaram TI pelo OvHV-2 maior
que as fémeas com mais de 60 dias de paridas (p<0,05).

Entre as propriedades visitadas, somente 25% (n=2)
contavam com abrigo coberto para protecdo dos animais
das alteragdes climaticas didrias. As taxas de infecgdo (TI)
pelo OvHV-2 nos ovinos amostrados nas propriedades com
abrigos foram de 42,0% e de 52,5% nos criatérios sem es-
ses abrigos, no entanto, essas diferencas ndo foram signifi-
cativas (p>0,05).

A criagdo consorciada entre ovinos e bovinos foi ob-
servada em cinco propriedades. Em trés dessas, ndo havia
contato direto entre as espécies, uma vez que os animais
compartilhavam o piquete em temporadas distintas. So-
mente em duas delas, a criacdo das espécies era conjunta,
permitindo contato direto entre os animais. Nao foram re-
latadas ou observadas alteracdes neurolégicas ou morte de
bovinos nos udltimos trés anos naquelas propriedades, ou
outros sinais clinicos compativeis com os descritos em ca-
sos de FCM.

A comparacdo entre os resultados das amostras de
swab nasal e de sangue dos mesmos animais, demonstrou
que menos da metade (48,5%, n=32) das 66 amostras
sanguineas foram positivas (p<0,05). Todas as 66 ovelhas
negativas nas amostras colhidas com swab nasal também
apresentaram resultados idénticos na avaliacdo da fracdo
celular sanguinea.

As andlises do sequenciamento das trés amostras alea-
térias apresentaram 99% de similaridade com as sequén-

cias do gene ORF75 do OvHV-2 depositadas no GenBank
(EU851175.1, EU851177.1, KU499857.1).

DISCUSSAO

O presente estudo com ovinos do DF demonstrou que to-
dos os rebanhos e aproximadamente metade dos animais
amostrados (46,8%) apresentaram a infeccao pelo OvHV-2.
A prevaléncia de ovinos portadores desse virus pode apre-
sentar grande variagcdo de acordo com a regido estudada e o
tipo de teste utilizado. Testes moleculares detectaram indi-
ces de infeccdo pelo virus em ovinos bastante variaveis em
outras partes do mundo como 77% na Africa do Sul (Bre-
mer 2010), 70,5 % em Portugal (Cortez et al. 2008), 84,8%
na India (Wani et al. 2006) e 99 % nos Estados Unidos (Li
et al. 1995). O levantamento da infec¢do pelo OvHV-2 em
ovinos do DF ndo possibilitou identificar as razdes pelas
quais as taxas de infec¢do nos rebanhos foram inferiores ao
observado em outros paises.

Ao comparar individualmente as propriedades, foram
observadas diferencas (p<0,05) principalmente entre os
criatérios com as taxas de infeccdo mais elevadas daque-
las com os menores valores. E provavel que variacdes no
manejo instituido no rebanho possam ter influenciado nos
resultados, de forma semelhante ao encontrado na Africa
do Sul (Bremer 2010). Entretanto, as informagoes e valores
determinados nos rebanhos do DF ndo foram suficientes
para apontar os fatores envolvidos nessas diferencas.

Nao foram observadas diferencas na TI entre fémeas
gestantes e paridas nos rebanhos analisados. Entretanto,
comparando-se os subgrupos, ovelhas recém-paridas apre-
sentaram taxa de infeccdo maior que o grupo de ovelhas pa-
ridas ha mais de 60 dias. Esse resultado sugere que fémeas
recém-paridas poderiam apresentar maior elimina¢do de
particulas virais para o ambiente, aumentando o risco de
transmissao da FCM. Ovelhas paridas foram consideradas
inicialmente capazes de apresentar maior quantidade de
particulas virais em amostras de swab nasal (Li et al. 2001),
no entanto, foi demonstrado posteriormente nio haver dife-
rencas significativas entre a eliminagao viral na secre¢ao na-
sal de fémeas paridas e ndo-paridas na transmissdo da FCM
(Li et al. 2004). O estresse gestacional em ovelhas é consi-
derado fator que propicia a ativacdo viral e sua propagacao
(Baxter et al. 1997) e, por essa razdo, fémeas ovinas sdo
mais frequentemente vinculadas a transmissao da doenca
para os bovinos (Garmatz et al. 2004, Furlan et al. 2012).

Em cinco propriedades visitadas, onde havia criagio
conjunta (direta ou indireta) de ovinos com bovinos, ndo
foram relatados casos de FCM ou outras enfermidades com
sinais neuroldgicos nos rebanhos. Esses achados demons-
tram que a predisposi¢cdo ambiental e de manejo atribuida
frequentemente a casos de febre catarral maligna (Abu El-
zein et al. 2003, Rech et al. 2005), nem sempre sdo sufi-
cientes para explicar o surgimento ou nao da doenga. Uma
possivel explicagido para a ndo ocorréncia da FCM nas pro-
priedades poderia estar associada a eliminacdo de niveis
infectantes insuficientes pelos ovinos, para causar a doenga
nos bovinos (Taus et al. 2006).

A TI nos rebanhos ovinos do DF foi menor que a obser-
vada em outros paises e isso poderia explicar um risco me-
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nor de transmissdo da FCM e a auséncia de casos da doenca
nos bovinos nos mesmos criatérios avaliados. Também é
importante considerar que as condi¢des de periodo seco
prolongado, caracteristico do clima da regido, poderiam
dificultar a transmissdo do virus entre os animais do re-
banho. A elimina¢do de particulas virais pelos ovinos pode
ser influenciada pelas variacoes ou condi¢gdes ambientais
(Bremer 2010).

A exposicdo direta dos animais as varia¢des climaticas
diarias devido a auséncia de estrutura de protecao (abrigos
cobertos) é um fator importante a ser considerado e que
poderia influenciar os resultados observados. Aproximada-
mente 50% de todos os animais dos rebanhos estudados
(n=130) estavam expostos diretamente as condi¢oes clima-
ticas pela auséncia de abrigos, entretanto, ndo houve dife-
rencas na TI (p>0,05) entre as propriedades, demonstran-
do que nas condi¢des desse estudo, isso nao foi relevante.
O estresse é considerado fator crucial para que ocorra a
eliminagao de particulas virais pelos ovinos, porém pouco
se sabe sobre a relacdo dos seus diversos fatores causais
(Furlan et al. 2012). Apesar das condi¢des de calor e baixa
umidade que ocorreu no Distrito Federal no periodo avalia-
do, os rebanhos eram formados em sua maioria por mesti-
¢os da raca Santa Inés provenientes de plantéis do Nordes-
te Brasileiro, considerados bem adaptados as condicoes de
seca (Verissimo et al. 2009).

As amostras sanguineas sdo utilizadas com frequéncia
na detec¢do molecular de ovinos infectados pelo OvHV-2
(Baxter et al. 1993, Li et al. 1995, Wani et al. 2006, Loken
et al. 2009, Bremer 2010, Dabak et al. 2012). Entretanto,
os resultados obtidos com os ovinos no DF demonstraram
uma maior eficiéncia das amostras colhidas com swab nasal
para a detec¢do molecular do OvHV-2, quando comparadas
com a fracao celular sanguinea, em acordo as observagdes
anteriores (Li et al. 2001, Li et al. 2004).

A maior positividade de ovinos na nPCR para o virus em
amostras de secre¢do nasal neste estudo refor¢a a impor-
tancia das vias aéreas na eliminacdo do OvHV-2 (Kim et al.
2003, Li et al. 2004, Taus et al. 2005, Taus et al. 2006, Gail-
breath et al. 2008). A transmissao experimental do virus
entre ovinos pode ser realizada através da inoculacdo de
grandes volumes de sangue (100ml) e ocorre em apenas
em 50% dos animais (Li et al. 2000). Porém, a espécie é
capaz de apresentar periodos de eliminagdo de elevadas
cargas virais por aerossdis e secrecoes nasais e infectar
experimentalmente todos os ovinos expostos (Taus et al.
2005). Esses achados poderiam justificar a maior eficiéncia
do swab nasal para detectar animais positivos neste expe-
rimento.

A FCM é uma enfermidade que apresenta fatores epi-
demioldgicos e patogenia ainda ndo completamente elu-
cidados, que dificultam a compreensao do surgimento de
surtos em bovinos. No Brasil, a FCM ovino-associada é a
principal forma da doenga e pode aumentar sua importan-
cia em decorréncia da disseminacdo da ovinocultura no
territorio nacional, que eleva o risco dos rebanhos bovinos
a exposicdo ao OvHV-2. Os resultados obtidos sdo pioneiros
na regido, fornecendo informacgdes epidemiolégicas sobre
alguns fatores predisponentes e amostrais importantes,
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servindo de base para futuros estudos da FCM em reba-
nhos bovinos.

CONCLUSOES

Este estudo com ovinos no DF demonstrou que em to-
dos os rebanhos e em aproximadamente metade dos ani-
mais da regido ocorre a infecgao pelo OvHV-2.

Esses achados demonstram a importancia de ovinos na
manutenc¢do do virus e sempre deve ser considerado o ris-
co que representam na transmissao da FCM para bovinos,
como observado em outras regides brasileiras.

A TI pelo virus foi semelhante entre ovelhas gestantes
e paridas neste estudo, e reforca a existéncia do risco de
transmissdo do OvHV-2 independente do estagio gestacio-
nal ou de paricgao.

A colheita de amostras de secrecdo/esfoliacdo nasal per-
mite detectar a infecgdo pelo OvHV-2 pela nPCR em ovinos
com uma eficiéncia aproximadamente duas vezes maior
que a obtida com amostras de fragdo celular sanguinea.
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