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RESUMO
Neste trabalho foi descrito um protocolo simples, rápido e
barato para detecção e diferenciação do herpesvírus bovino
-1 (BoHV-1) e do herpesvírus bovino -5 (BoHV-5). Os
DNAs foram extraídos de sobrenadantes de cultura de cé-
lulas infectadas pelo vírus e diretamente de amostras clíni-
cas. Para a extração destes DNAs foi otimizado um proto-
colo em que se utiliza o NaOH e os DNAs extraídos foram
amplificados utilizando-se a reação em cadeia pela polime-
rase. O fragmento obtido foi então submetido a digestão
com enzima de restrição e posterior observação em gel de
agarose. Através deste procedimento foi possível diferenci-
ar BoHV-1 de BoHV-5. Estes resultados foram confirmados
por sequenciamento. Esta metodologia poderá ser útil em
laboratórios de diagnósticos de rotina para detectar e dife-
renciar estas amostras virais tanto de cultura de tecidos
quanto de amostras clínicas.

PALAVRAS-CHAVE: BoHV-1, BoHV-5, extração de
DNA, PCR-RFLP, glicoproteína B, diagnóstico diferencial.

ABSTRACT
A simple, rapid and specific protocol for detection and differ-
entiation of bovine herpesvirus -1 (BoHV-1) and bovine her-
pesvirus -5 (BoHV-5) is described. The NaOH extraction pro-
tocol was optimized and amplification by polymerase chain
reaction (PCR) was achieved for BoHV-1 and BoHV-5 DNAs
prepared from infected supernatant tissue culture and from
clinical samples. The established PCR followed by restriction
fragment length polymorphism assay was able to detect and
differentiate BoHV-1 from BoHV-5 and those results were
confirmed by sequencing. This methodology could be useful in
routine diagnostic laboratory to detect and differentiate
BoHV-1 from BoHV-5 in tissue culture and clinical samples.

KEYWORDS: BoHV-1, BoHV-5, DNA extraction,
PCR-RFLP, glycoprotein B gene, differential diagnosis.

1. INTRODUÇÃO
O herpesvirus bovino 1 (BoHV-1) e o herpesvírus

bovino 5 (BoHV-5) são membros da família Herpes-
viridae, subfamília Alphaherpesvirinae1 e causam doen-
ça tanto no gado leiteiro quanto no de corte, causando
significante perda econômica em todo o mundo2.
BoHV-1 infecta os tratos genital e respiratório podendo
causar nos bovinos rinotraqueíte e vulvovagini-
te/balanopostite pustular infecciosa. Este vírus pode
também causar conjuntivite e está relacionado com pro-
blemas reprodutivos caracterizados por morte embrioná-
ria, fetal ou neonatal3. Os diferentes isolados de BoHV-1
podem ser divididos em subtipos 1.1 e 1.2 através da
análise do DNA por digestão com enzimas de restrição.
O desenvolvimento destas doenças está mais relacionado
com a rota da infecção do que com o subtipo do vírus4.
O BoHV-5, antes classificado como BoHV-1.3, é um
agente neuropatogênico, descrito como agente causal de
meningoencefalite não supurativa e afeta principalmente
gado jovem5,6. As infecções causadas pelo BoHV-5 têm
sido descritas na América do Sul principalmente no cen-
tro-sul do Brasil7,8 e na Argentina9,10,11.

Embora o BoHV-5 seja classicamente associado com
doença neurológica no gado, o BoHV-1 também tem
sido descrito como agente causal de desordens no siste-
ma nervoso central11,12. Do mesmo modo, apesar do
BoHV-1 estar relacionado a problemas reprodutivos no
gado o BHV-5 tem sido isolado de vacas abortadas10,13.
Estes fatos demonstram a importância de se realizar um
diagnóstico diferencial para a distinção destas viroses.
BoHV-1 e BoHV-5 são geneticamente e antigenicamente
relacionadas e sua diferenciação nos testes de diagnósti-
cos de rotina é difícil12,14,15.

O diagnóstico da infecção causada pelo BoHV é
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normalmente realizado através do isolamento do vírus,
mas esta técnica é demorada e pode não ser sensível o
suficiente para detectar o baixo nível de partículas virais
comum em infecções causadas por herpesvírus16,17. Além
disto, a distinção entre BoHV-1 e 5 é difícil porque estes
vírus possuem amplas reações cruzadas detectadas em
testes sorológicos, por exemplo, nos testes de soroneu-
tralização. A diferenciação do BoHV-1 e do BoHV-5 é
baseada em características clínicas e analise do perfil do
genoma destes vírus após digestão com enzimas de res-
trição18, 19,20,21.

Alguns métodos para detecção do DNA viral têm si-
do descritos, e a reação em cadeia pela polimerase (PCR)
é uma das técnicas mais utilizadas em diagnósticos de
rotina sendo mais sensível do que a o isolamento do ví-
rus. Diferentes testes de PCR têm sido desenvolvidos
para diferenciação entre BoHV-1 e BoHV-58,14,19,22.

Uma limitação para o uso diário da PCR, são as fer-
ramentas necessárias para a extração do DNA, que re-
querem vários passos nos processos de purificação para
remover substâncias que podem inibir a reação de am-
plificação23. Protocolos de extração que utilizam fenol
clorofórmio tem sido bastante usados para se obter ácido
nucleico de células e de microrganismos, entretanto além
deste método ser demorado ele é caro e envolve o uso de
reagentes químicos tóxicos e perigosos24. Neste trabalho
foi otimizada uma metodologia rápida, simples e menos
dispendiosa para extração do DNA do herpesvírus bovi-
no bem como de cultura de células infectadas quanto de
amostras clínicas. Além disto foi desenvolvida uma PCR
seguida de digestão com enzima de restrição (RFLP)
para a diferenciação entre o BoHV-1 e o BoHV-5.

2. MATERIAL E MÉTODOS
A amostra Cooper (padrão de BoHV-1 - ATCC

VR864) e os isolados de BoHV-1 e BoHV-5 descritos na
TABELA 1 foram propagados em células MDBK (Ma-
din Darby bovine kidney – ATCC número CCL-22) cul-
tivadas em garrafas de 75 cm2. Monocamadas completas
de células MDBK foram inoculadas com 100 TCID50 do
vírus em 3 mL de meio DMEM suplementado com 10%
de soro fetal bovino, 300 mg/L-glutamina e 40 mg/L
gentamicina. As garrafas foram incubadas a 37OC, em
estufa úmida, com atmosfera de 5% de CO2 e após a
observação de 90% de efeito citopático o sobrenadante
celular foi coletado, centrifugado a 2,000 x g por 20 mi-
nutos e congelado a -80°C até a extração do DNA para
seu uso na PCR.

Onze amostras clínicas provenientes de fetos aborta-
dos, nomeadas de A1 a A11 (TABELA 1), foram recebi-
das de rebanhos leiteiros de Belo Horizonte, Minas Ge-
rais, Brasil. De cada feto, foram agrupados duas gramas
de tecido provenientes do rim, fígado, pulmão, baço e
coração. Estas amostras foram homogeinizadas em 20

mL de TNE (0,1 M Tris pH 8,0; 0,15 M NaCl; 0,005 M
EDTA) utilizando-se o vórtex e em seguida foram cen-
trifugadas a 2.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante
foi utilizado para o isolamento viral e extração do DNA
para PCR. O sobrenadante foi inoculado em monoca-
madas completas de células MDBK (10 % do homogei-
nizado clínico). Após incubação por cinco dias, o sobre-
nadante celular foi coletado e inoculado em novas mo-
nocamadas de células MDBK. Este procedimento foi
repetido pelo menos três vezes até as células infectadas
apresentarem efeito citopático. O teste de soroneutrali-
zação foi realizando usando soro contra a amostra pa-
drão Cooper (BoHV-1) em condições previamente des-
critas4,25.

A otimização tanto da extração do DNA quanto da
PCR foi realizada utilizando-se as amostras de BoHV-1
Cooper e BH54 e amostra de BoHV-5 EVI-88.

Para se obter um melhor método de extração de DNA,
que pudesse ser mais rápido e barato, utilizou-se o pro-
tocolo de extração descrito por Richards et al (1993)26

com modificações. Brevemente, 1 mL do sobrenadante
da cultura do vírus ou 1 mL do sobrenadante obtido dos
agrupamentos das amostras clínicas foram centrifugados
a 14.000 x g por 1 hora a 4°C. O pellet foi ressuspenso
em 40 L de 50 mM NaOH e aquecido a 95°C por 5
minutos. Em seguida 10 l of 0.5 M Tris-HCl pH 8.0 foi
adicionado a mistura que foi mantida a 4°C.
Tabela 1. Isolados de herpesvírus bovino 1 e 5 e amostras clínicas
usadas neste estudo.

Amostra Origem/Eepécime Ano de
isolamento

Genoma
RFLP-Hi
ndIII *

IBR 2113 Vaca/ Swab vaginal 1974 BHV-1

IBR 6813 Bezerro/ Swab nasal 1974 BHV-1

LD 15 Bezerro/ Sêmen 1975 BHV-1

LD 19 Vaca/ Vaginal swab 1975 BHV-1

LD 30/2 Bezerro/ Swab nasal 1981 BHV-1

LD 40/1 Vaca/ Swab vaginal 1981 BHV-1

LD 50/2 Bezerro/ Swab nasal 1981 BHV-1

BH 53 Feto abortado/ Estômago e
baço

1982 BHV-1

BH 54 Feto abortado/ Estômago e
baço

1982 BHV-1

BH 80 Bezerro/ Swab nasal 1982 BHV-1

BH 81 Bezerro/ Swab nasal 1982 BHV-1

BH83 Bezerro/ Swab nasal 1983 BHV-1#

EVI-190 Bezerro/ Cérebro 1993 BHV-5#

EVI-88 Bezerro/ Cérebro 1995 BHV-5

Amostras
clínicas:
A1- A11

Fetos abortados/ Fígado,
rim, pulmão, coração e
baço

2004 ND

*Genoma caracterizado após RFLP, usando-se a endonuclease HindIII
(#20; Oliveira, dados não publicados). ND: não disponível.
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Para realização da PCR foram determinados um par
de oligonucleotídeos iniciadores (OI) construídos a partir
da análise da sequência do gene que codifica para a gli-
coproteína B do BHV-1, depositada no GenBank (amos-
tra padrão Cooper, número de acesso: NC_001847). Os
OI senso e antisenso com suas respectivas localizações
no genoma da amostra Cooper são: LVC 120: 5’
GAACTACACGGAGGGCAT 3’ (posição: 55.849 –
55.867) e LVC 121:  5’ AGGTGTGGCTGTCGCTCA
3’ (posição: 56.630 – 56.613). A especificidade dos OI
foi checada após comparação com sequências deposita-
das no GenBank, e o fragmento esperado era de aproxi-
madamente 780 pb. Os DNAs foram utilizados como
molde na PCR em uma mistura de reação de 25 L,
contendo 200 ng do DNA viral, 2,5 L de tampão de
PCR 10 X (50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2, 10 mM
Tris-HCl pH 8.3), 200 M de cada dNTP, 30 mM tetra-
methylammonium chloride (TMAC) e 25 pmol de cada
oligonucleotídeo iniciador. Após um aquecimento de
95°C foi adicionada a mistura 1,5 unidades de Taq poli-
merase (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA). Juntamente a
todos os conjuntos de reação foram feitas reações sem
presença de qualquer DNA, como controle negativo.
Como controles positivos foram utilizados os DNAs das
amostras Cooper, BH54 e EVI-88. A PCR seguiu o se-
guinte protocolo: 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 50°C e 1 minuto a 72°C, seguido de uma
extensão final a 72°C por 10 minutos. Uma alíquota de
10 L de cada amplificação foi separada em 1.5% (w/v)
de gel agarose e após a eletroforese o gel foi corado com
brometo de etídio (1 g/mL) e visualizado em transilu-
midor ultravioleta.

Para a obtenção de enzimas de restrição que pudes-
sem diferenciar os fragmentos obtidos na PCR em
BoHV-1 e BoHV-5, foram realizadas análises in silico
no Webcutter 2.0 (http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html).
Após esta análise observou-se que a sequência de
BoHV-1 (correspondente ao fragmento de PCR esperado)
apresentava um sitio de restrição para a enzima SmaI na
posição 304 que após digestão geraria fragmentos de
aproximadamente 304 e 377 pb. Para o BoHV-5 foi ob-
servado que a sequência de PCR obtida não apresentava
sítio de restrição para a enzima SmaI. Com estes expe-
rimentos teríamos a identificação e diferenciação entre
BoHV-1 e BoHV-5. Todos os produtos de PCR obtidos
sofreram digestão com enzima de restrição SmaI para a
diferenciação das amostras de BHV-1 e BHV-5. Para a
digestão foi utilizado 500 ng do produto amplificado e
foi realizada de acordo com as instruções do fabricante
(Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA) para um volume final de
20 L. Os produtos da digestão foram separados por
eletroforese em gel de agarose 2% (w/v) que em seguida
foi corado em brometo de etídeo (1 g/ml).

Os fragmentos da amplificação da gB obtidos de al-

guns isolados foram purificados e clonados em vetor
pGEM-T (Promega) e três clones de cada isolado foram
sequenciados em ambas as direções pelo menos três ve-
zes, utilizando-se o ET Dynamic Terminator for Mega-
BACE (GE Healthcare). As sequencias obtidas foram
editadas e montadas automaticamente utilizando-se o
programa CAP327. As sequências foram alinhadas com
base na posição dos códons utilizando-se o CLUSTALW
implementado no software Mega 3.1 e os alinhamentos
foram checados e editados manualmente. A análise filo-
genética foi realizada utilizando-se o método Neigh-
bor-joining (NJ) implementado no Mega 3.1 e as árvores
foram enraizadas no ponto central, sendo feitas 1000
análises de bootstrap28,29.

3. RESULTADOS
Quando as células MDBK foram inoculadas com os

isolados e com o sobrenadante obtido de dois fetos
abortados (amostras A2 e A7), foi observado efeito cito-
pático caracterizado por células refringentes e arredon-
dadas, formação de sincício e, por fim, a lise das células
(FIGURA 1). Algumas das amostras clínicas não foram
isoladas em cultura de célula (amostras A1, A3 –A6 e
A8-A11) mesmo após três passagens. Depois disto as
amostras A2 e A7 foram submetidas ao teste de neutra-
lização, que se apresentou similar àquela apresentada
pela amostra padrão Cooper, com títulos de 1:32 e 1:64,
respectivamente.

Figura 1. Efeito citopático observado após inoculação da amostra
clínica A7 em células MDBK.

O protocolo de extração de DNA utilizando-se o mé-
todo do NaOH deu bons resultados quando testados com
as amostras usadas como referência: Cooper, BH54 e
EVI-88. Estes resultados puderam ser observados tanto
pela quantificação do DNA obtido quanto pelos resulta-
dos satisfatórios obtidos pela amplificação destes DNAs
através da PCR, onde obteve-se o fragmento esperado de
780 pb. Devido a satisfatória padronização da extração
de DNA, o mesmo método foi utilizado tanto para o res-
tante dos isolados quanto para as amostras clínicas. Após
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a extração estes DNAs foram utilizados para a realização
da PCR que também foi padronizada utilizando-se as
amostras de referências citadas acima.

Figura 2. Teste PCR-RFLP para detecção e diferenciação do herpes-
vírus bovino -1 e-5. (A e B) Amplificação de PCR utilizando-se DNA
de isolados e amostras clínicas de BoHV-1 originou um fragmento de
aproximadamente 780 pb: A: M, padrão de peso molecular Ladder 100
pb; 1, amostra IBR 2113; 2, amostra LD 15; 3, amostra A2; 4, amostra
A7; 5, controle negativo. B: M, padrão de peso molecular Ladder 100
pb; 1, controle negativo; 2, amostra LD30/2; 3, amostra BH 83; 4,
amostra EVI 190; 5, amostra EVI 88. (C) Fragmentos da digestão com
a enzima SmaI: padrão de peso molecular Ladder 100 pb; 1, amostra
IBR 2113; 2, amostra LD 15; 3, amostra A2; 4, amostra A7; 5, amostra
EVI 190; 6, amostra EVI 88.

A PCR utilizando-se os isolados descritos na tabela 1
e as amostras clínicas A2 e A7 (Figura 2a, 2b) originou
um fragmento de aproximadamente 780 pb. Todas as
PCRs negativas (sem amplificação) das amostras clíni-
cas A1, A3-A6 e A8-A11 também foram negativas na
detecção do viral em cultura de células. Quando os fra-
gmentos dos isolados previamente caracterizados como
BoHV-1 e das amostras clínicas A2 e A7 foram subme-
tidos a digestão com a enzima SmaI, eles renderam os
fragmentos de 304 e 477 pb (Figura 2c). Por outro lado,
os fragmentos dos isolados previamente caracterizadas
como BoHV-5 (EVI-190 e EVI-88) não apresentaram
sítios de restrição para esta enzima (Figura 2c).

As sequências de nucleotídeos (nt) de algumas das
amostras Brasileiras de BoHV estudados neste trabalho
foram obtidas e depositadas no GenBank com os se-
guintes números de acesso: IBR 2113 (DQ006850), IBR
6813 (DQ006851), LD 15 (AY758382), LD, 19
(AY745875), LD 30/2 (DQ006856), LD 40/1
(JQ437896), LD 50/2 (DQ006857), BH 53 (DQ006853),
BH 54 (AY330349), BH 80 (AY745877), BH 81
(DQ006854), EVI-190 (AY745876), EVI-88 (AY330350)
e A7 (DQ006852).

As sequencias de nt das amostras de BoHV-1 obtidas
neste estudo foram comparadas uma com as outras e
apresentaram similaridade entre 98 e 100%. Quando tais
sequencias foram comparadas com outras sequências de
BoHV-1 depositadas no GenBank como Cooper (acesso
GenBank: NC_001847), K22 (acesso Gen-
Bank:AF078725) e P8-2 (acesso GenBank:M23257), os
valores de similaridade de nt variaram de 91 a 99%.
Quando as sequências e nt das duas amostras de BoHV-5
obtidas neste estudo foram comparadas entre si obser-
vou-se uma similaridade de 99%. Quando a sequência de
nt de tais amostras foram comparadas com outras amos-
tras de nt de BoHV-5 depositadas no GenBank como
N569 (acesso GenBank: AF078726) e SV507/99 (acesso
GenBank: AY261359) a similaridade observada variou
de 99 a 100%. Após a realização da árvore filogenética
observou-se que todos os isolados de BoHV-1 incluindo
a amostras clínica A7 foram agrupados num grande
“cluster” formado apenas por amostras de BHV-1 en-
quanto as amostras de BoHV-5 foram agrupadas em ou-
tro cluster (dado não mostrado).

4. DISCUSSÃO
O BHV-1 está amplamente disseminado em todo

Brasil30, 31, contudo dados sobre a distribuição geográfica
do BHV-5 são raros32. Isto provavelmente se deve à in-
disponibilidade de métodos de diagnóstico capazes de
diferenciar as infecções causadas por BHV-1 e BHV-5
com rapidez necessária para a execução de estudos epi-
demiológicos33. O diagnóstico das infecções causadas
por herpesvírus é feito pelo isolamento do vírus em cul-
tivo, no entanto esta técnica é trabalhosa e pode não ser
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sensível para detectar um pequeno número de partículas
virais16. A alternativa tem sido a amplificação do DNA
do herpesvírus bovino através da PCR tanto de amostras
isoladas em cultivo celular quanto de amostras clínicas
34,35,36,37.

Vários protocolos têm sido desenvolvidos para a ex-
tração de DNA como, por exemplo, a extração com fe-
nol:clorofórmio26 e aquela em que se utiliza Che-
lex-10038. A primeira leva um período de tempo relati-
vamente longo e envolve o uso de reagentes químicos
tóxicos, mas produz um resultado consistente 23,39. A
extração com Chelex-100 é uma técnica simples, rápida,
não envolve o uso de solventes orgânicos tóxicos e é
realizada em poucas etapas quando comparada com a
extração de fenol:clorofórmio38. Neste trabalho procu-
rou-se estabelecer uma metodologia que além de ser
simples, rápida e não tóxica fosse também financeira-
mente mais viável. A extração do DNA utilizando-se a
metodologia do NaOH foi primeiramente descrita para a
obtenção do DNA a partir de amostras clínicas obtidas
através de swab bucal e como resultado os pesquisadores
obtiveram uma alta taxa de sucesso para os testes de
PCR e PCR multiplex26,40. Por isto neste trabalho foi
utilizado o método de extração com NaOH e como re-
sultado obtivemos um DNA viável e em quantidade su-
ficiente para realização da PCR. Nesse experimento a
extração com NaOH foi utilizada tanto em amostras clí-
nicas provenientes de feto como em isolados de cultivo
celular obtendo-se um bom resultado em ambas extra-
ções.

Um dos problemas dos estudos epidemiológicos dos
herpesvírus bovinos 1 e 5 diz respeito ao a ausência de
uma metodologia que permita o diagnóstico e a diferen-
ciação destes vírus com a rapidez necessária para tais
estudos. A PCR vem sendo proposta como ferramenta
para tal, contudo, uma das desvantagens do uso da PCR
para a diferenciação dos herpesvírus é o fato destes vírus
poderem gerar fragmentos de mesmo tamanho devido a
sua similaridade genética41. Este problema pode ser re-
solvido com a associação da PCR com outras técnicas,
como a digestão dos fragmentos amplificados com en-
zimas de restrição. Alguns pesquisadores compararam a
sensibilidade e especificidade do PCR com o isolamento
viral, ambas em conjunto com a digestão com enzimas
de restrição e afirmaram que o PCR em conjunto com a
digestão pode ser uma prática alternativa para uma rápi-
da identificação e diferenciação e pode ser tornar a pri-
meira escolha de diagnóstico de rotina para os herpesví-
rus relacionados37,41,42. Neste trabalho buscamos a pa-
dronização de uma PCR-RFLP para a detecção e dife-
renciação entre BHV 1 e 5. O par de OI usados na PCR,
embora baseados na sequência do BHV-1, provaram ser
igualmente eficientes para amplificação do DNA do
BHV-5 e o fragmento gerado foi de mesmo tamanho
para os dois vírus, não permitindo a diferenciação entre

estas amostras. Para diferenciar as amostras de BHV-1 e
5, os fragmentos amplificados foram digeridos com a
enzima de restrição Sma I que foi escolhida com base na
sequência das amostras Cooper (padrão de BHV-1) e
N569 (padrão de BHV-5). Utilizando-se esta enzima os
isolados de BHV-1 e 5 puderam ser diferenciados pro-
vando que a PCR – RFLP foi eficiente. Os sequencia-
mentos dos produtos de amplificação da PCR demons-
traram a especificidade da amplificação de BoHV - 1 e
BoHV – 5.

Desta forma, podemos observar que o uso em con-
junto da obtenção do DNA pela metodologia que utiliza
o NaOH e a PCR/RFLP foi uma eficiente ferramenta
para uma rápida diferenciação entre as amostras de
BHV-1 e 5. Os resultados da diferenciação pela
PCR/RFLP estão de acordo com aqueles encontrados no
sequenciamento das amostras brasileiras estudadas, su-
gerindo o seu uso no diagnóstico direto de amostras clí-
nicas.

5. CONCLUSÃO
Um protocolo simples, confiável e barato, foi desen-

volvido utilizando a extração do DNA com NaOH e
PCR – RFLP. Este protocolo foi utilizado com sucesso
para detectar e diferenciar o BHV - 1 do BHV - 5. Este
protocolo pode ser usado para estudos de epidemiologia
molecular e também como uma ferramenta de diagnós-
tico laboratorial promissória principalmente em labora-
tórios clínicos veterinários de rotina, especialmente em
casos suspeitos de BoHV- 1, em casos de distúrbios
neurológicos em bovinos.
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