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Meningoencefalite necrosante em bovinos associada
ao herpesvirus bovino-5 em Pernambuco - Brasil

Necrotizing Meningoencephalitis in cattle Associated to Bovine Herpesvirus-5 in Pernambuco - Brazil

Juceli Souza Oliveira’, Raquel Feitosa Albuquerque?, Cristiano Rocha Aguiar-Filho3, Laura Peixoto de Arruda®,
Edson Moleta Colodel*, Brena Pessoa Rocha®, Joaquim Evéncio-Neto® & Fabio Souza Mendonga®

ABSTRACT

Background: Bovine Herpesvirus-5 (BoHV-5) is the most important cause of encephalopathy in cattle in Brazil. Nec-
rotizing meningoencephalitis is an acute or subacute infectious disease that has low morbidity, higher fatal outcome and
affects animals of all age groups, but especially young cattle under stress situations. The disease may occur like outbreaks
or affect cattle alone. The mortality and morbidity varies from 75-100% and 0.05 to 22% respectively. This study aims to
report the occurrence of two outbreaks of meningoencephalitis caused by bovine herpesvirus-5 diagnosed in the state of
Pernambuco in the years 2011-2012.

Cases: The epidemiological data and clinical signs were obtained with the veterinarians of two properties where the out-
breaks occurred. Necropsies in two cattle were performed and samples of brain, spinal cord and tissue’s fragments from
thoracic and abdominal cavities were collected. The material fixed in 10% buffered formalin was processed routinely for
histopathological examination. After fixation of the brain, fragments of cerebral cortex, basal ganglia, thalamus, midbrain,
cerebellar peduncles, cerebellum, bridge, medulla oblongata and cervical spinal cord were immunohistochemically pro-
cessed for rabies. CNS samples were subjected to the technique of PCR for detection of BoHV-5. In affected cattle, the
main clinical signs consisted of circling, blindness, nasal and ocular discharge, head pressing, muscle tremors, incoordi-
nation, and permanent lateral recumbence followed by death. At necropsy, no significant changes observed. After cutting
the brain previously fixed in formaldehyde solution, softened grayish areas of granular appearance and cavitations in the
cerebral cortex, midbrain, hippocampus, thalamus, basal ganglia and cerebellum were observed. Microscopically there
was nonsuppurative meningitis and diffuse encephalitis with perivascular cuffs, mononuclear or undifferentiated cells
and neuronal necrosis. In areas of polioencefalomalacia there was neuronophagia and the presence of Gitter cells. In the
samples submitted to PCR had amplification of DNA from BoHV-5.

Discussion: The diagnosis of necrotizing meningoencephalitis by BoHV-5 was based on the epidemiology, clinical signs,
characteristic histological lesions and especially in molecular detection of viral DNA, similar to those described in other
cases of disease. In Pernambuco the disease had not yet been described. In the State of Paraiba, three cases with charac-
teristic lesions of meningoencephalitis by BoHV-5 were diagnosed. However, in these cases the diagnosis was only based
on clinical signs and lesions in the CNS of affected cattle. Despite the apparent low prevalence in northeastern Brazil, the
disease has seems to be more frequent and many other outbreaks are not probably diagnosed, especially outside of areas
covered by veterinary diagnostic laboratories. In CNS samples of this study no intranuclear eosinophilic inclusion bodies
in astrocytes were observed. In those cases, the IHC for rabies becomes an important methodology in differential diagnosis
of disease, especially in tissues embedded in paraffin and fixed in formalin with non-suppurative meningoencephalitis
in which inclusion bodies are observed. The results of this study confirmed BoHV-5 infection in cattle in Pernambuco in
which the technique of PCR using primers that encode protein C (gC) was used.
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INTRODUCAO

Herpesvirus Bovino-5 (BoHV-5) é um al-
faherpesvirus, pertencente a familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirine e género Varicellovirus
[18]. Esse virus provoca meningoencefalite em bovinos
[11], sendo uma das principais causas de encefalopatia
nos rebanhos brasileiros [12]. A meningoencefalite
necrosante caracteriza-se como uma doenga infecto-
-contagiosa aguda ou subaguda, de baixa morbidade
[12], altamente fatal e atinge animais de todas as faixas
de idade, mas principalmente bovinos jovens submeti-
dos a situagdes de estresse [10,17,21]. A doenga pode
ocorrer na forma de surtos ou afetar bovinos isolada-
mente [1,3-5,16,19] sendo que a mortalidade varia de
75-100 % e a morbidade pode apresentar valores de
0,05-22% [3,16].

No Brasil, a doenga é endémica em varios
Estados da regido Sudeste, Centro-Oeste e Sul [1,3-
5,9,16,19,20] e na regido norte do pais a doenca foi
descrita no Estado do Para [15]. No nordeste do Brasil,
casos esporddicos de meningoencefalite necrosante
foram descritos no Estado da Paraiba, porém nesses
casos o DNA viral néo foi isolado [8].

O presente trabalho tem por objetivo relatar
a ocorréncia de dois surtos de meningoencefalite por
herpesvirus bovino-5 diagnosticados no Estado de
Pernambuco nos anos de 2011-2012.

CASOS

N

Os dados referentes a epidemiologia e aos
sinais clinicos foram obtidos com os médicos veterina-
rios das propriedades onde ocorreram os dois surtos da
doenga. No primeiro surto, um bovino foi necropsiado
pela equipe do Laboratério de Diagndstico Animal da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (LDA-
-UFRPE). Coletaram-se encéfalo, medula espinhal e
fragmentos dos 6rgaos das cavidades torécica e abdo-
minal. O material coletado foi fixado em formol a 10%
tamponado e processado rotineiramente para exame
histopatolégico. Um segundo bovino foi necropsiado
pelo médico veterindrio da propriedade que remeteu
ao LDA-UFRPE, encéfalo, medula espinhal e 6rgdos
da cavidade tordcica e abdominal conservados em
formol a 10%.

Ap6s a fixacdo do encéfalo dos bovinos, foram
realizados cortes transversais seriados de fragmentos
de cortex cerebral, nucleos da base, tallamo, mesencé-
falo, pedinculos cerebelares, cerebelo, ponte, medula

oblonga e medula cervical. Amostras dos encéfalos
fixadas em formol e emblocadas em parafina foram
submetidas a técnica de imuno-histoquimica (IHQ)
para raiva [14]. Para isto, utilizou-se recuperacdo an-
tigénica com calor e solucdo de tampao citrato 10 mM
(pH 6,0) e anticorpo primario policlonal® na dilui¢do
de 1:1000 em PBS (phosphate buffered saline), durante
60 min em estufa a 37°C. Para revelag¢do, empregou-se
cromégeno vermelho! por 5 min. Posteriormente, as
laminas foram contra-coradas com hematoxilina de
Harris por 1 min e avaliadas em microscépio éptico
quanto a presenca de marcagdes.

Amostras do SNC foram também submetidas a
PCR para deteccao de BoHV-5 [2]. A extragdo de DNA
foi obtida utilizando fenol-cloroférmio modificado. Os
primers utilizados que codificam a glicoproteina C (gC)
foram B1, especifico para BoHV-1 (5-CAA CCG AGA
CGG AAA GCT CC-3 nt. 185-204), BS, para BoHV-5
(5-CGG ACG AGA CGC CCT TGG-3nt. 322-339) e
Bcon, primer consenso [5-AGT GCA CGT ACA GCG
GCT CG 3nt. 519-538 (BoHV-1) e nt. 461-480 (BoH V-
5)], amplificando um produto de 354 pb para BoHV-1 e
159 pb para BoHV-5. A leitura foi feita por eletroforese
em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio
e analisado em transluminador (UV-300 nm).

Os surtos foram observados nos Municipios
de Sdo Lourenco da Mata e Moreno, Regido Metro-
politana do Recife, Pernambuco. O primeiro surto
ocorreu numa propriedade pequena, com menos de
10 hectares onde eram criados semi-extensivamente
18 bovinos. Foram afetados trés bovinos, dois da raca
nelore e outro mestico de holandés, com idades de sete
meses a dois anos. A evolu¢do do quadro clinico nos
bovinos afetados foi de cinco a sete dias. O segundo
surto ocorreu em agosto de 2012, numa propriedade
de 21 hectares e resultou na morte de dois bezerros da
raca nelore com quatro meses de idade. A evolugdo do
quadro clinico nos bezerros afetados foi de quatro dias.

Os sinais clinicos observados foram similares
nos bovinos das duas propriedades e consistiram em
isolamento do rebanho, andar em circulos, apatia, ano-
rexia, tremores de cabeca e pescogo, corrimento nasal,
cegueira, pressao da cabeca contra objetos, incoordena-
¢do, depressdo acentuada, catatonia, decuibito esternal
e em seguida decubito lateral permanente seguido de
morte (Figura 1). Na necropsia, nao foram observadas
alteracdes significativas. Ao corte do encéfalo, apds a
fixacdo, foram observadas dreas de aspecto granular,
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com coloragdo acinzentada, amolecidas e cavitagdes
no cortex telencefalico, mesencéfalo, coliculo rostral,
pedinculos cerebrais (substantia nigra e crus cere-
bri), hipocampo, tdlamo e niicleo geniculado medial
(Figura 2).

Microscopicamente, havia meningoencefalite
necrosante nao supurativa difusa. Nos dois bovinos
examinados notou-se necrose cortical cerebral laminar,
com actimulo de células mononucleares indiferencia-
das, plasmdcitos e células Gitter, principalmente nos

espacos perivasculares e submeningeano (Figura 3).
Manguitos perivasculares linfoplasmocitarios, acimu-
lo discreto de neutrofilos, necrose neuronal, neurono-
fagia e células Gitter (Figura 4) foram observadas em
outras areas de malacia nos ndcleos da base, talamo,
mesencéfalo e pedinculos cerebelares. No cerebelo,
ponte, medula oblonga e medula cervical ndo foram
observadas lesdes. Na IHQ ndo houve marcacdo do
antigeno rabico. Nas amostras submetidas 2 PCR houve
amplificacdo do DNA de BoHV-5.

Figura 1. Bezerro de 7 meses de idade com meningoencefalite necrosante
associada ao herpesvirus bovino-5 demonstrando opistétono.

Figura 2. Areas de aspecto granular, com coloragio acinzentada, amoleci-
das e presenca de cavitacdes no encéfalo de bovino fixado em formol a 10%.

Figura 3. Tdlamo apresentando manguito perivascular, aumento do status
spongiousus e neurdnios vermelhos (H&E 40x). [Barra: 10 um].

DISCUSSAO

O diagnéstico de meningoencefalite necrosan-
te por BoHV-5 foi baseado na epidemiologia, sinais
clinicos, lesdes macroscépicas, achados histoldgicos
caracteristicos e principalmente na deteccao molecular
de DNA viral, similares aos descritos em outros casos
da doenca [2,5,7,13]. Os sinais clinicos e achados de

Figura 4. Meningite linfocitdria e malacia severa do cortex telencefélico
com infiltrado de células mononucleares (H&E 20x). [Barra: 20 um].

necropsia como os que sao relatados neste trabalho sao
importantes para o diagnéstico presuntivo de menin-
goencefalite necrosante por BoHV-5. Porém, outras
enfermidades que afetam o SNC de bovinos onde os
sinais clinicos podem ser principalmente cerebrais, tais
como polioencefalomalacia e raiva, devem ser levadas
em consideracdo no diagnéstico diferencial.
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Em Pernambuco, a doenca ainda ndo havia sido
descrita. No Estado da Paraiba, trés casos com lesoes
caracteristicas de meningoencefalite por BoHV-5 fo-
ram diagnosticados em bovinos com idade entre 18 e
24 meses de idade. Porém nesses casos o diagndstico
se baseou unicamente nos sinais clinicos e lesdes his-
tolégicas do SNC dos bovinos afetados [8]. Apesar da
aparente baixa prevaléncia da enfermidade na regido
Nordeste do Brasil, é provavel que a mesma seja mais
frequente e que muitos surtos ndo sejam diagnostica-
dos, especialmente fora das dreas de abrangéncias dos
laboratérios de diagndstico veterindrio.

Nao € possivel afirmar que todas as mortes nos
rebanhos estudados foram decorrentes da infeccao por
BoHV-5. Porém, as observagoes do quadro clinico com-
pativel, além de lesdes macroscOpicas e microscopicas
semelhantes as descritas por outros autores [4,15,16,20]
sdo evidéncias da importancia dessa enfermidade como
causa de alteracdes neuroldgicas para estes rebanhos.
A doenga pode aparecer em forma de surtos e afetar
esporadicamente bezerros lactantes [10], como nos ca-
sos descritos neste trabalho e em alguns casos até 30%
do rebanho pode ser afetado. Em casos esporadicos de
meningoencefalite necrosante por BoHV-5, sdo afetados
principalmente bovinos jovens de 6-7 meses, mas com
menor frequéncia animais adultos maiores de 3 anos de
idade também podem ser afetados [10].

Em um dos casos avaliados ndo ocorreu am-
plificacdo de DNA viral. Acredita-se que o tempo
em que as amostras permaneceram em solugdo de
formalina a 10%, possa ter limitado a amplificacdo,
pois em amostras de encéfalos com meningoencefa-
lite por BOHV-5 que permaneceram em média uma
semana em formalina tamponada, a 10% a detec¢ado de
DNA viral foi possivel em 75% dos casos analisados
[6]. Um estudo onde as amostras permaneceram por
mais de 10 dias em solucdo de formalina demonstrou
que a amplificacdo do DNA viral ocorreu com menor

freqiiéncia; em apenas 7 (21,8%) das amostras [5]. Em
outro estudo, a Identificacdo de DNA de BoHV-5 foi
positiva em 40% das amostras que tinham diagnéstico
de meningoencefalite necrosante com caracteristicas
de infeccdo por BoHV-5 e em 47,3% das amostras
que tinham diagnéstico de meningoencefalite nao-
-supurativa inespecifica. Outros fatores como quanti-
dades insuficientes de DNA viral no tecido, falhas na
extracdo do DNA e auséncia do DNA, podem também
influenciar negativamente o resultado do exame. Outro
fator que deve ser levado em consideragdo ¢ que mes-
mo em amostras em que havia presenca de inclusdes
intranucleares em astrdcitos, o DNA de BoHV-5 nido
foi identificado em 33,4% dos tecidos analisados [2].

Nas amostras de SNC deste estudo, nao se obser-
varam corpusculos de inclusdo eosinofilicos intranucle-
ares em astrocitos. Deve-se lembrar de que nesses casos
a [HQ para raiva torna-se uma metodologia importante
no diagnéstico diferencial da doenca; principalmente em
tecidos emblocados em parafina e fixados em formol onde
ha meningoencefalite ndo-supurativa nos quais corpus-
culos de inclusdo nao sao observados [13].

Os resultados do presente trabalho confirma-
ram a infec¢do por BoHV-5 em bovinos no Estado de
Pernambuco, em que a técnica de PCR utilizando-se
primers que codificam a proteina C (gC) foram utili-
zadas. A utilizacdo desta técnica molecular associada
aos dados epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos se
demonstrou como importante ferramenta para o diag-
néstico desta doenga.
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