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Revisdo Bibliografica

Atualmente o agronegocio € uma das atividades de maior importancia no mundo, isto se
deve ao fato de diversos paises terem esta cultura como um “pilar” da sua economia (Stefanelo
2008). De acordo com o censo do IBGE de 2006, existem 5,2 milhdes de estabelecimentos
agropecuarios distribuidos em 354,87 milhdes de hectares do territorio brasileiro, estando 70%
dessas areas ocupada pela lavoura e pecuaria. Estima-se que o valor efetivo de animais de producao
no Brasil seja em torno de 205,292 milhGes bovinos, 9,164 milhGes caprinos, 16,812 milhdes
ovinos, 5,496 milhdes equinos, 38,045 milhdes suinos e 1,234 bilhdes de galinaceos (IBGE 2009).

O aumento na demanda e, consequentemente, na produtividade da bovinocultura (Buainain
& Batalha 2007), ovinocultura (McManus et al. 2010), suinocultura (Pinheiro et al. 2009) e
avicultura (Cenci & Talamini 2006) no centro-oeste, levaram ao fortalecimento agropecuario desta
regiao, tornando-a um dos importantes pélo produtivo nacional.

A cadeia produtiva sofre influéncia direta do manejo e do ambiente, sendo necessario o
controle destes fatores para prevenir prejuizos econémicos significativos (Neves et al. 2010). Sabe-
se que em propriedades onde hd um manejo de criacdo consorciada entre animais de espécies
distintas, como bovino/ovino (Macédo et al. 2007; Mendonca et al. 2008) e bovino/suino (Groff et
al. 2005), ocorre a propagacdo de alguns virus entre estes animais, pondo em risco a sanidade do
rebanho (Barros et al. 2006).

O manejo sanitario esta entre as principais atividades profilaticas a ser tomada em uma
propriedade, pois 0 mesmo atuara controlando a disseminagdo de possiveis agentes infecciosos pré-
existentes no lote e prevenindo a entrada de outros patdgenos, diminuindo assim as perdas
econdmicas (Oliveira 2006). A importancia desta atividade torna-se ainda mais clara nos casos de
animais com alteragdes neurolégicas com quadro clinico semelhante a raiva, devido a sua
relevancia para sadude publica (Reis et al. 2003).

As doencas neuroldgicas apresentam alteraces frequentemente complexas, necessitando de

um bom conhecimento anatomofuncional do sistema nervoso central para chegar ao diagndstico



presuntivo, uma vez que alteragdes de origem distintas podem eventualmente apresentar sinais
clinicos semelhantes (Riet-Correa et al. 2002, Galiza et al. 2010, Rissi et al. 2010). Devido a
importancia produtiva e sanitaria destas alteracdes, estudos sdo constantemente realizados com
intuito de obter mais informacdes sobre as enfermidades (Batista et al. 2010, Galiza et al. 2010,
Furlan et al. 2012). As encefalopatias podem ser decorrentes de ma formacéo (Peixoto et al. 2011),
traumas, intoxicacles (Galiza et al. 2010), distarbios metabdlicos, carenciais (Rissi et al. 2008,
Sant’Ana et al. 2009), prion (Barros et al. 2006) e agentes infecciosos (Rissi et al. 2006, Lucena et
al. 2010, Riet-Correa et al. 2007) sendo esses Ultimos mais frequentes (Galiza et al. 2010). Estas
causas podem estar presentes de forma individual (Furlan et al. 2012) ou em conjunto com outros
agentes (Costa et al. 2011), podendo haver sinergismo entre as causas (Riet-Correa et al. 2007)
justificando assim a investigacdo de diferentes agentes em um mesmo material. A raiva é a principal
enfermidade infecciosa responsavel em causar meningoencefalite ndo supurativa em bovinos no
Brasil, seguido pelas meningoencefalite herpéticas (Galiza et al. 2010).

Os herpesvirus sdo virus compostos por acido desoxirribonucleico (DNA), fita dupla linear,
envelopado pertencentes a familia Herpesviridae que é dividida em trés subfamilias, sendo a
Alphaherpesvirinae e a Gammaherpesvirinae de importancia veterindria. Os membros da primeira
subfamilia sdo neurotrépicos e possuem ciclo de replicacdo rapido, ja a segunda sdo
predominantemente linfotrépicos e eventualmente epiteliotrépicos (Franco & Roehe, 2007). Os
principais Herpesvirus isolados em sistema nervoso central de bovinos com alterac6es neuroldgicas
no Brasil sdo: Herpesvirus bovino tipo 1 e 5 (BoHV-1 e 5) (Claus et al. 2002, Batista et al. 2010),
Herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2) (Furlan et al. 2012), eventualmente Herpesvirus suino tipo 1
(SHV-1) (Barros et al. 2006) e o0 Herpesvirus bovino tipo 4 (BoHV-4) (Costa et al. 2011).

O Herpesvirus ovino tipo 2 (OvHV-2) juntamente com Alcelaphine herpesvirus-2 (AIHV-2)
(Klieforth et al. 2002), Hippotragine herpesvirus-1 (HiHV-1), Alcelaphine Herpesvirus 1 (AIHV-1),
0 virus da FCM cléssica em veado-de-cauda-branca (MCFV-WTD) (Kleiboeker et al. 2002) e o

Herpesvirus caprino 2 (CpHV) (Dettwiler et al. 2011) pertence ao grupo da FCM. Li et al. (2003)



descreveram trés novos membros ainda ndo caracterizados, além dos mencionados anteriormente,
acometendo Ovibos moschatus mantido em cativeiro no Canada, Capra nubiana no zooldgico da
California e New England, Oryx dammah no zooldgico de Michigan, Oryx gazella no parque de
vida selvagem em Ohio e no Novo México. A sequéncia viral encontrada no Ovibos moschatus
possui 81,5% de semelhanga com o MCFV-WTD, o sequencial amplificado na Capra nubiana
corresponde a 89,3% do sequencial do CpHV-2 e o encontrado no Oryx gazella corresponde 85,1%
do sequencial do AIHV-1. Apesar da grande variedade viral pertencente ao grupo da FCM, somente
AlIHV-1, OvHV-2, MCFV-WTD e o CpHV-2 foram vinculados a doenca clinica (Franco & Roehe,

2007) estando os casos Brasileiros associados ao OvHV-2 (Furlan et al. 2012).
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Abstract.- Eloi R.S.A., Marcola T.G., Blume G.R., Riet-Correa F. & Castro M.B. 2012. [Detection
Herpevirus sheep type 2 (OvHV-2) by Nested Polymerase Chain Reaction (nPCR) in sheep in
the Federal District and surrounding areas.] Detecc¢éo de Herpevirus ovino tipo 2 (OvHV-2) por
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em ovinos no Distrito Federal e Entorno. Pesquisa
Veterinaria Brasileira 00(0):00. Laboratério de Patologia Veterinaria, Hospital Veterinario,
Universidade de Brasilia, Via L4 Norte, Cx. Postal 4508, Brasilia, DF 70910-970, Brazil. E-mail:
mbcastro@unb.br

Abstract: Malignant catarrhal fever (MCF) is a disease caused by ovine herpesvirus type 2
(OvHV-2), responsible for economic losses in different Brazilian regions, in livestock consortium
of sheep with cattle. This paper describes the molecular detection of OvHV-2 in nasal swabs and
blood cell fraction (FCS) of sheep from 9 properties on the Federal District and surrounding areas.
Among the 208 analyzed nasal swab samples, 98 were positive (47.11%). There were no observed
differences at the infection rate between pregnant and parous females. Newly born sheep had
presented a higher OvHV-2 infection rate than animals older than 60 days. Comparison between
nasal swab samples and CSF randomly selected from the same animals demonstrated that nPCR
FCS were only able to detect 48.48% of the 66 samples positive nasal swab. From the 66 negative
nasal swab samples from the sheep, all of them were also negative in the FCS. The epidemiological
data from this study can be used as assistance to elucidate characteristics of the disease and the

basis for further studies in DF and surrounding areas.

INDEX TERMS: Herpesvirus, Malignant Catarrhal Fever, PCR, sheep, swab, blood.
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RESUMO. A febre catarral maligna (FCM) é uma doenca causada pelo Herpesvirus ovino tipo 2
(OvHV-2), responsavel por perdas econdmicas em diferentes regides brasileiras e caracterizada pela
criagdo consorciada de ovino com bovino. Neste trabalho descreve-se a deteccdo molecular do
OVvHV-2 no swab nasal e na fracdo celular sanguinea (FCS) de ovinos provenientes de 9
propriedades do Distrito Federal e Entorno. Das 208 amostras de swab nasal analisadas, 98 animais
foram positivos (47,11 %). Nao foram observadas diferencas na taxa de infec¢do entre fémeas
prenhes e paridas. Ovelhas recém-paridas apresentaram maior taxa de infecgdo pelo OvHV-2 que
animais paridos ha mais de 60 dias. Comparando as amostras de swab nasal positiva na nPCR e sua
respectiva FCS, obteve-se positividade em apenas 48,48% das FCS analisadas. Das amostras
negativas testadas no swab nasal dos ovinos, todas também foram negativas nas amostras de FCS.
As informacgdes epidemioldgicas do presente estudo podem servir de subsidio para elucidar

caracteristicas da enfermidade e de base para novos estudos na regido do DF e Entorno.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Herpesvirus, Febre Catarral Maligna, PCR ovinos, swab, sangue.



INTRODUCAO

A febre catarral maligna (FCM) é uma doenca viral ocasionada por um Herpesvirus
pertencente a subfamilia Gammaherpesvirinae e género Rhadinovirus (Franco & Roehe 2007). No
Brasil os casos de FCM em bovino estdo vinculados a infeccdo pelo Herpesvirus ovino tipo 2
(OVHV-2), sendo essa forma denominada “ovino associada” (Mendonga et al. 2008). Esta
enfermidade possui alta letalidade (83-100%), periodo de incubacao (PI) longo (3 a 10 semanas) e
curso clinico agudo (3-7 dias). O primeiro caso de FCM foi diagnosticado no Brasil em 1924
(Torres 1924), desde entdo diversos casos ocorreram predominantemente de forma esporadica,
sendo descritos em diferentes regides brasileiras como: nordeste (Galiza et al. 2010, Headley et al
2012), sul (Lucena et al. 2010), sudeste (Lemos et al. 2005) e centro-oeste brasileiras (Mendonca et
al. 2008, Furlan et al. 2012).

Apesar da epidemiologia da FCM nao estar completamente clara (Russell et al. 2009), os
casos sdo frequentemente vinculados a propriedades onde ha criacdo consorciada entre ovinos
portadores assintomaticos do OvHV-2 e bovinos (Frolich et al. 1998). Entretanto ha casos de FCM
também diagnosticados em propriedades onde a cria¢do era exclusivamente de bovinos (Furlan et
al. 2012).

Alteracbes de manejo e estresse sdo considerados fatores cruciais para que o virus saia da
laténcia, passando a ser eliminado pelo ovino, propiciando a transmissdo entre as espécies. Eventos
reprodutivos como gestacdo e paricdo sdo constantemente apontados como causa priméaria de
estresse em ovelhas, propiciando condicOes para eliminacdo viral para o ambiente, e o surgimento
de casos em bovinos da FCM ovino-associada (Garmatz et al. 2004). Nos bovinos, o virus altera a
atividade linfocitaria supressora, desencadeando a proliferagdo linfoide e atividade descontrolada
das células natural Killer, desencadeando as lesdes teciduais (Barros et al. 2006, Franco & Roehe
2007).

Os ruminantes com febre catarral maligna apresentam como principais alteragdes clinico-
patologicas, febre de 41-41,5 graus Celsius (°C), ceratite, opacidade de cOrnea, cegueira, ulceracbes

na mucosa oral, anorexia, emagrecimento, letargia, andar em circulo, incoordenacdo motora e
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outras alteracBes neuroldgicas (Rech et al. 2005, Mendonca et al. 2008, Bastawecy & El-Samee
2012). As principais alteracbes patologicas consistem em lesdes ulcerativas no trato digestivo e
respiratorio, opacidade de cornea, lesbes puntiformes esbranquicadas nos rins (Garmatz et al. 2004),
encefalite com inflamag&o mononuclear perivascular, arterite e necrose fibrindide na rete mirabile e
em varias artérias, e necrose epitelial nas mucosas (Jacobsen et al. 2007, Furlan et al. 2012).

O diagndstico de FCM, além do exame anatomopatoldgico, € feito por meio do isolamento
viral em cultivo celular (Bastawecy & EI-Samee 2012), testes soroldgicos como Ci-ELISA
(inibicdo competitiva imunoenzimatica) (Frolich et al. 1998, Li et al. 2001), imunofluorescéncia
indireta e exames moleculares como a PCR (Li et al. 1995, Frélich et al. 1998, Loken et al., 2009).

O estudo comparativo entre diferentes testes diagndsticos (histopatologia, PCR e CI-Elisa)
para FCM demonstraram que a PCR foi mais eficiente, seguido pela histopatologia e posteriormente
Cl-Elisa. O mesmo estudo sugere que o teste molecular é capaz de detectar animais portadores do
virus em estagio persistentemente infectado (Frélich et al. 1998). Para analise molecular o material
pode ser extraido de tecido emblocado (Furlan et al. 2012), resfriado de células de cultivo
(Bastawecy & El-Samee 2012), fragmentos de baco, linfonodo (Kleiboeker et al. 2002) sangue
periférico (Loken et al. 2009), secrecdo nasal (Taus et al. 2006), reprodutivas, oral, ocular e fecal
(Hussy et al. 2002). A nested-PCR (nPCR) é uma das técnicas moleculares mais utilizadas no
diagndstico da infeccdo pelo OvHV-2 (Furlan et al. 2012). Os objetivos deste trabalho foram
Determinar a taxa de infeccdo de ovinos por Herpesvirus ovino Tipo 2 (OvHV-2) no DF e Entorno.
Comparar a eficacia das amostras de swab nasal e fracdo celular sanguinea para detectar ovinos
infectados pelo OvHV-2. Determinar a influéncia de diferentes estagios reprodutivos de fémeas

ovinas na taxa de infec¢éo pelo OvHV-2.



MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas aleatoriamente nove propriedades de pequeno a médio porte, localizadas
no Distrito Federal e Entorno. Os proprietarios foram submetidos previamente a um questionario,
com as seguintes informacBes: 1) NUmero total de animais do rebanho; 2) Tipo de
alimentacdo/Manejo na propriedade; 3) Estagios reprodutivos das fémeas. 4) Idade média do
plantel; 5) Contato com Bovinos. 6) Histdrico de bovinos com sinais neuroldgicos; 7) Atividade
estressante determinada; 8) Presenca de abrigo para os animais para protecdo das variagdes
climaticas diérias;

Foram colhidos 208 amostras de swab nasal e sangue total de ovinos, sendo 188 fémeas
provenientes de oito propriedades e 20 machos provenientes de uma Unica propriedade. Os animais
selecionados possuiam faixa etaria acima de 18 meses de idade, sem alteracdes clinicas aparentes,
sendo as fémeas separadas em quatro grupos: 1) Fémeas com 30-60 dias de gestacdo (FG1); 2)
Fémeas com 61-140 dias de gestacdo (FG2); 3) Fémeas com 0-60 dias de paridas (FP1); 4) Fémeas
com 61-120 dias de paridas (FP2). Os ovinos machos (reprodutores) incluidos haviam sido
recentemente transportados durante doze horas entre propriedades da regido, estando todos em
jejum e ndo havendo histérico prévio de contato com bovino.

Apb6s a contencdo fisica individual dos animais, foi realizada coleta de células de
descamacdo nasal utilizando swab de haste flexivel estéril (J.Prolab®), onde ap6s a colheita, a
amostra foi acondicionadas em microtubos de 1,5-2 mililitros (ml), contendo 500 microlitros (ul) de
tampdo fosfato salino (PBS) de pH 7,0. Na sequéncia, foi realizada venopuncéo de 3 ml de sangue
da veia jugular em tubo contendo EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético). As amostras de
sangue foram centrifugadas, separada a fragcdo celular sanguinea, e juntamente como o material de
swab nasal, armazenadas congeladas a -20°C até analise. Apos a colheita das diferentes amostras, as
atividades foram divididas em duas etapas.

A primeira etapa consistiu na avaliacdo molecular dos 208 swab nasais, sendo utilizado o kit
comercial QiAamp® DNAmini kit (QIAGEN) para extracdo do DNA das amostras analisadas
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seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Apo6s os resultados obtidos das amostras de
swab nasal, com intuito de avaliar o melhor tipo de amostra (swab/ sangue) para deteccdo de
OvHV-2, foram selecionadas aleatoriamente 66 amostras de fragdo celular sanguinea de animais
sabidamente positivos no Swab nasal e 66 amostras de fracdo celular sanguinea de casos negativos
no Swab nasal, sendo utilizado para extracdo o Kit comercial DNeasy® Blood & Tissue Kit
(QIAGEN), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para confirmacdo da extracdo e
presenca de DNA amplificavel, foi realizado PCR especifico para Gliceraldeido-3-fosfato humano
(GAPDH) de todas as amostras.

A técnica de nested-PCR (nPCR) foi realizada com os pares de iniciadores (primers) 556
(AGTCTGGG-TATATGAATCCAGATGGCTCTC) e 755 (AAGATAAGCA-
CCAGTTATGCATCTGATAAA) para primeira reacdo. Para a segunda reacdo utilizou-se 1uL do
produto da PCR primaria, com iniciadores 556 e 555 (5-
TTCTGGGGTAGTGGCGAGCGAAGGCTTC-3') (Mendonga et al., 2008). A amostra utilizada no
controle positivo € proveniente de tecido emblocado em parafina de um bovino previamente
diagnosticado com febre catarral maligna pela avaliacdo histopatolégica. Para controle negativo foi
utilizada agua deionizada e purificada pelo sistema mili-Q. A reacéo foi realizada no termociclador
C1000 Thermal Cycler® (Bio Rad). As condic¢des de amplificacdo para a primeira reacdo foram: 94
°C por 7 minutos de desnaturacdo, 40 ciclos de 94 °C por 1 minuto (desnaturagéo), 63 °C por 1
minuto (anelamento), 72 °C por 1 minuto (extensdo). 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 etidio e visualizados sob luz
ultravioleta resultando em um produto de 238 pares de base (pb) nos animais positivos. Todas as
reacOes foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia e Patologia Molecular Animal (MPMA)
da UnB. Os resultados foram submetidos a analise estatistica pelo teste Exato de Fisher e Chi-

quadrado, intervalo de confianca = 95%, valor de p<0,05.
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RESULTADOS

As amostras foram coletadas em agosto de 2012, periodo que apresentou baixa umidade
relativa do ar (20%), reduzido indice pluviométrico e temperatura media elevada (35°C) no DF e
Entorno. O regime de cria¢do instituido nas propriedades avaliadas era extensivo, pastagens
formadas predominantemente por Brachiaria sp. e a 4gua fornecida a vontade. Somente 3 das 9
(33,33%) propriedades visitadas contavam com abrigo para protecdo dos animais das alteracfes
climéticas diarias. Nas demais propriedades, o rebanho permanecia diretamente expostos as
variagbes ambientais. Os resultados obtidos correlacionados com as propriedades com abrigo
(PCA) ou sem abrigo (PSA) de protecdo animal estdo descritos no quadro 1. N&o houve
diferenca nas taxas de infeccdo (TI) pelo OHV-2 entre os ovinos amostrados (p>0,05) nas PCA e
PSA.

Os ovinos da propriedade P1 apresentaram Tl pelo OHV-2 superior ao observado nas
fazendas P7 e P8 (p < 0,05). O numero de animais positivos na propriedade P4 foi
substancialmente maior que nas propriedades P1, P3, P5, P6, P7 e P8 (p < 0,05). Os ovinos da
propriedade P5 apresentaram TI superior a obtida na propriedade P7 (p < 0,05). As demais
comparacgdes entre os resultados das propriedades ndo apresentaram diferencas significativas
(p=0,05).

A criacdo consorciada entre ovinos e bovinos foi observada em 5 propriedades. Em trés
dessas, ndo havia contato direto entre as espécies, uma vez que 0s animais compartilhavam o
piquete em temporadas distintas. Somente em duas propriedades a criacdo das espécies era
conjunta, permitindo contato direto entre os animais. Nao foram relatadas alteragfes neuroldgicas
nos bovinos contactantes. Em todas as propriedades avaliadas houve ao menos um ovino positivo
na analise molecular da amostra de swab nasal. As demais informacdes colhidas nas propriedades
estdo representadas no quadro 2.

Das 208 amostras de swab nasal avaliadas, 47,11% (n=98) dos casos foram positivas na

analise da nPCR, estando representados no gel de Agarose 2% por uma unica banda (238pb). Dos
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20 ovinos machos analisados 50% (n=10) foram positivos, ja das 188 ovelhas amostradas o indice
de positividade correspondeu a 46,80% (n=88). A frequéncia de casos positivos entre ovelhas
gestantes (47,82%) e paridas (44,53%) foram semelhantes (p>0,05).

Entre os grupos de ovelhas avaliados que apresentaram positividade na nPCR de swab nasal,
FG1 (58,33 %), FP1 (56,71 %), FG2 (45,61 %) e FP2 (28,84 %) (Quadro 2), somente FP1 e FP2
apresentaram diferengas entre si (p<0,05).

A andlise comparativa entre os resultados de casos positivos em swab nasal (Figura 1 A) e a
sua fracdo celular sanguinea (Figura 1 B) demonstrou que apenas 48,48% (n=32) das 66 amostras
sanguineas foram positivas (p<0,05). Todas as 66 ovelhas negativas no n-PCR de swab nasal

também apresentaram resultado idéntico na avaliagdo da fragdo celular sanguinea.
DISCUSSAO

A FCM é uma enfermidade que apresenta fatores epidemioldgicos ainda pouco conhecidos,
que dificultam seu diagndstico e a compreensdo no surgimento de surtos nos bovinos e outros
animais (Bremer 2010).

A prevaléncia de ovinos portadores do OHV-2 apresenta grande variagdo de acordo com a
regido estudada e o tipo de teste utilizado. Testes moleculares detectaram indices de infecgdo pelo
virus em ovinos bastante variavel em outras partes do mundo como 77% na Africa do Sul (Bremer
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 infeccdo pelo OHV-2 em ovinos do DF e
Entorno, mesmo néo representando a totalidade da populacéo da regido, apresenta resultado inferior
ao descritos em outras regides do mundo.

Ao comparar individualmente as propriedades, foram observadas diferencas (p<0,05)
principalmente entre as fazendas com as taxas de infec¢do mais elevadas, daquelas com os menores
valores. E provavel que variagdes no manejo instituido no rebanho possam ter influenciado nos

resultados, de forma semelhante ao encontrado na Africa do Sul. (Bremer 2010). Entretanto, as
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informagdes e valores determinados nos rebanhos do DF e Entorno, ndo foram suficientes para
apontar os fatores envolvidos nessas diferencas.

No presente estudo ndo foram observadas diferencas na taxa de infeccdo entre fémeas
gestantes e paridas. Entretanto, comparando os subgrupos, ovelhas recém-paridas (FP1)
apresentaram taxa de infeccdo maior que o grupo de ovelhas paridas ha mais de 60 dias (FP2). Esse
resultado sugere que fémeas recém-paridas poderiam apresentar maior eliminacao de particula viral
para o ambiente, aumentando o risco de transmisséo da FCM.

Ovelhas paridas foram consideradas capazes de apresentar maior quantidade de particulas
virais em amostras de swab nasal (Li et al. 2001%). Posteriormente foi demonstrado ndo haver
relevancia estatistica entre a eliminagdo viral na secrecdo nasal de fémeas paridas e ndo-paridas na
transmissdo da FCM (Li et al. 2004). Entretanto, o estresse gestacional em ovelhas é considerado
fator que propicia a ativacgdo viral, sendo importante na sua propagacao (Baxter et al. 1997).

Ovinos machos infectados do DF e Entorno podem apresentar importancia na manutencéo
do OHV-2 nos rebanhos e transmissédo viral para os demais animais (Hussy et al. 2002, Li et al.
2004, Yeruham et al. 2004). Entretanto, fémeas ovinas sdo vinculadas mais frequentemente a
transmissdo da doenca, devido ao estresse reprodutivo que estdo sujeitas (Garmatz et al. 2004,
Syrjalé et al. 2006, Furlan et al. 2012), apesar de ovinos machos também apresentarem a infecgao
pelo OHV-2 (Hissy et al. 2002, Li et al. 2004).

Em cinco propriedades visitadas, onde havia criagdo conjunta (direta ou indireta) de ovinos
com bovinos, ndo foram relatados casos de FCM ou outras enfermidades com sinais neuroldgicos
nos rebanhos. Esses achados demonstram que a predisposi¢cdo ambiental e de manejo atribuidos
frequentemente a casos de febre catarral maligna (Abu Elzein et al. 2003, Rech et al. 2005,
Bastawecy I.M. & El-Samee 2012) nem sempre séo suficientes para explicar o surgimento ou ndo
da doenca. Uma possivel explicacdo para o ndo surgimento da FCM nas propriedades poderia estar
associada a eliminag@o de niveis infectantes insuficientes pelos ovinos, para causar a doenga nos

bovinos (Taus et al, 2006). Variacdes ou condi¢cbes ambientais também podem néo favorecer a
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eliminacdo de particulas virais pelos ovinos (Bremer 2010). A possibilidade dos bovinos tornarem-
se portadores assintométicos também pode interferir no surgimento de casos da FCM (Powers et al.
2005).

O estresse é considerado fator crucial para que ocorra a eliminagdo de particula viral pelos
ovinos, porém pouco se sabe sobre a relacdo dos seus diversos fatores causais, além da parigdo, com
0 surgimento da febre catarral maligna (Furlan et al. 2012). Apesar das varia¢es climéticas ndo
serem listadas como um possivel fator estressante, baseando-se nos limites de toleréncia térmica
para ovinos (Oliveira 2011), pode-se considerar que os animais estudados foram submetidos a
estresse térmico devido as condi¢fes climéticas no periodo do experimento.

Um fator importante a ser considerado, e que poderia influenciar os resultados observados
em aproximadamente 50% dos animais estudados (n=101), foi a existéncia ou auséncia de estrutura
de protecdo para as variagdes climaticas diarias nas propriedades. Entretanto, apds a comparagédo da
TI entre as propriedades, ndo foram encontradas diferengas (p>0,05) que comprovem que o0 fator
térmico possa ter influenciado nos indices de infectividade, demonstrando que nas condi¢Bes desse
estudo ndo foram relevantes. Estudos futuros relacionando variacfes térmicas, estresse clinico e
taxa de infec¢do sdo necessarios para determinar a importancia desta hipdtese na taxa de infeccdo
no rebanho.

Diferentes testes podem ser utilizados para detecgédo de ovinos portadores do OvHV-2 (Li et
al., 1994; Li et al., 2001), porém o teste nPCR é amplamente utilizado por possuir alta sensibilidade
e especificidade, propiciando um resultado mais fidedigno (Baxter et al. 1993, Frélich et al. 1998,
Li et al. 2001, Li et al., 20012, Kim et al. 2003).

Durante a leitura no transiluminador a formacéo de uma ou duas bandas (340-420 pb) além
da 238 pb pode ocorrer, porém nas amostras analisadas houve predominantemente a formacéo de
uma unica banda (238 pb). O néo surgimento das demais bandas pode estar relacionado ao fato das
amostras analisadas terem sido previamente diluidas, diminuindo assim a grande quantidade de

DNA viral nas amostras, impedindo a ligacdo do iniciador 555 em outros sitios (Li et al 1995).
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As amostras sanguineas sdo utilizadas com maior frequéncia na detecgdo 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 no presente estudo
demonstraram uma maior eficiéncia na deteccdo molecular nas amostras de swab nasal quando
comparada com a fracdo sanguinea, o que havia previamente sido descrito em outros estudos (Li et
al. 2001, Li et al. 2004).

Mesmo ndo estando completamente elucidada a patogenia da infeccdo pelo OvHV-2,
acredita-se que o virus esteja presente no sangue dos animais apenas durante a fase aguda da
infeccdo (Gailbreath et al., 2008, Li et al. 2011, Li et al. 2012). O fato dos ovinos infectados
permanecerem sem sinais clinicos impossibilita a determinacdo do tempo real de evolucdo da
enfermidade nesta espécie. E possivel assim especular que os ovinos amostrados com resultado
negativo no sangue neste estudo, possivelmente estavam infectados cronicamente. De qualquer
forma, a deteccdo de um numero maior de ovinos infectados em amostras de secre¢do nasal sugere
a importancia das vias aéreas na transmissdo da Febre Catarral Maligna ovino-associada (FCM-
AO). Isso justifica 0 emprego dessas amostras em estudos relacionados a forma de transmisséo do
OvHV-2 (Kim et al., 2003, Taus et al., 2005, Taus et al., 2006; Gailbreath et al., 2008).

A febre catarral maligna (FCM), enfermidade com alta taxa de letalidade entre os bovinos, é
transmitida no Brasil principalmente por alimentos contaminados por materiais bioldgicos (restos
placentarios e outros) de ovinos infectados pelo OvHV-2. Apesar de haverem poucos casos
suspeitos da FCM no Distrito Federal e Entorno, com o aumento do rebanho ovino na regido, pode
haver o incremento da exposi¢cdo dos bovinos, e assim, o surgimento de casos da doenca. S&o
poucas as informagdes no Pais a respeito da taxa de infec¢do pelo OvHV-2 em ovinos, uma vez que
na espécie, a quase totalidade dos animais sdo apenas portadores assintomaticos.

O desenvolvimento e padronizacdo do diagnostico molecular para a FCM possui aspecto

relevante para o servico de fiscalizagdo sanitaria animal nacional. Os sinais clinicos podem se
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confundir com outras enfermidades que afetam o SNC como a raiva, e a les@o ulcerativa oral,
mimetizar alteracdes presentes em doengas de notificagdo obrigatoria como a Febre Aftosa.

O presente estudo nos ovinos do DF e Entorno demonstrou a elevada taxa de infeccéo pelo
OVHV-2 nos rebanhos da regido. Outro achado importante demonstrou que ovelhas recém-paridas
apresentam niveis de infeccdo maior do que ovelhas paridas hd mais de 60 dias. Amostras de swab
nasal sdo mais eficazes para a deteccdo da infeccdo viral quando compara com a fragdo sanguinea,
além de ser um método menos invasivo de colheita.

Os resultados obtidos sdo pioneiros na regido, fornecendo informacdes epidemioldgicas,
sobre alguns fatores predisponentes e amostrais importantes, servindo de base para futuros estudos

da FCM e sua patogenia.
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Quadro 1. Taxa de infeccdo (%) pelo OVHV-2 em ovinos

provenientes de propriedades com (PCA)

ou sem (PSA).

PCA PSA

Positivo Negativo Positivo
42,05 (n=45) 57,95 (n=62) 52,47 (n=53)

Negativo
48 (n=47,53)

PCA= Propriedades com abrigo. PSA= Propriedades sem abrigo.

Quadro 2. Informacoes clinico-epidemiologicas nos plantéis de ovelhas do Distrito Federal

e Entorno.
Manejo Histérico
TOC TOP
PR NTO (%) (%) IMR CB NB

Extensivo (pasto nativo ~ Fémeas em diferentes estagios
1 75 53,33 32,5 24m S 18 Brachiaria sp.). reprodutivos  (gest./pari.). Os

Animais possuiam Abrigo.
. . Fémeas em diferentes estagios
) 22 68,18 7333 29m S 22 Extensivo (pasto nativo  yenroqutivos (gest./pari.). Os
Brachiaria sp.). Animais ndo possufam Abrigo.
Extensivo (pasto nativo Fémeas em diferentes estagios
55 85,45 46,80 36m N 0 > reprodutivos (gest./pari.). Os

3 Brachiaria sp.). Animais possuiam Abrigo.
. . Fémeas em diferentes estagios
Extensivo (pasto nativo duti t foari). O
4 12 75 100 34m s * 2 Brachiaria sp.). reprodutivos (gest./pari.). Os
Animais ndo possuiam Abrigo.
Fémeas em diferentes estagios
Extensivo (pasto nativo ~ reprodutivos (gest./pari.). Os
5 42 76,19 5312 25m N 0 Brachiaria sp.). Animais ndo possuiam Abrigo.
Fémeas em diferentes estagios
Extensivo (pasto nativo ~ reprodutivos (gest/pari.). Os
6 34 7353 52 23m N 0 Brachiaria sp.). Animais ndo possuiam Abrigo.
Fémeas em diferentes estagios
18 66,66 16,66 26 m s* 3 Extensivo (pasto nativo ~ reprodutivos (gest./pari.). Os
7 Brachiaria sp.). Animais ndo possuiam Abrigo.
. . Fémeas em diferentes estagios
Extensivo (pasto nativo duti ¢ Joari). O
8 13 61,54 12,5 36m S 1 Brachiaria sp.). reprodutivos  (gest./pari.). S

Animais ndo possuiam Abrigo.

PR= Propriedades. NTO= Numero total de ovelhas. TOC= Total de ovelhas colhidas. TOP= Total de ovelhas positivas.

IMR= Idade média do rebanho (meses). CB= Contato de ovinos com bovinos. NB= Quantidade de bovinos na

propriedade. n= N&o. s= Sim. s*= Sim/dividem o mesmo piquete.
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Quadro 3. Taxa de infeccdo pelo OVvHV-2 nos

grupos de ovelhas no DF e Entorno.

Grupos Total Positivos(%)
FG1 n=12 58,33 (n=7)
FG2 n=57 45,61 (n=26)
FP1 n=67 56,71 (n=38)
FP2 n=52 28,84 (n=15)

188

FG1 = Fémeas com 30 a 60 dias de gestacdo; FG2 = Fémeas com 61 a 140
dias de gestacdo; FP1 = Fémeas com até 60 dias de paridas; FP2 = Fémeas

com 61 a 120 dias de paridas.

Figura. 1A. Nested- Reacdo em Cadeia da Polimerase (n-PCR). Eletroforese em Gel de agarose a 2% de swab nasal: 1)
Ladder (50 pb); 2) Controle Positivo; 3) Swab 3; 4) Swab 37; 5) Swab 65; 6) Swab 72; 7) Swab 102; 8) Swab 128; 9)
Swab 152; 10) Swab 167; 11) Swab 178; 12) Swab 191; 13) Swab 201; 14) Swab 204; 15) Controle negativo (DH20).
B. Eletroforese em Gel de agarose a 2% da fracdo celular sanguinea (FCS): 1) Ladder (50 pb); 2) Controle Positivo; 3)
Controle negativo (DH20); 4) FCS 3; 5) FCS 37; 6) FCS 65; 7) FCS 72; 8)FCS 102; 9) FCS 128; 10) FCS 152; 11)
FCS 167; 12) FCS 178; 13) FCS 191; 14) FCS 201; 15) FCS 204;
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