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Xii

MONITORAGCAO DA OCORRENCIA DO VIRUS RESPIRATORIO SIN CICIAL BOVINO
(BRSV) EM PLANTEIS LEITEIROS INFECTADOS PELO HERPES VIRUS BOVINO
TIPO 1 (BoHV-1)

RESUMO - O Virus Respiratério Sincicial Bovino (BRSV) é um dos patdgenos
pertencentes ao complexo respiratério bovino. Apesar de ndo provocar enfermidade
severa na maioria dos casos, ha evidéncias de que este virus possa facilitar o
estabelecimento de outros patdgenos. Assim, o presente estudo buscou estabelecer a
possibilidade de relacdo entre o BRSV e o Herpesvirus Bovino Tipo 1 (BoHV-1), em trés
propriedades leiteiras, localizadas em trés municipios do noroeste do Estado de S&o
Paulo. Além disso, visou também monitorar ao longo do tempo os titulos de anticorpos
contra 0 BRSV em bezerros desde o nascimento. Com base em dados previamente
estabelecidos, essas propriedades foram categorizadas como tendo alta, média e baixa
prevaléncia de BoHV-1, respectivamente, propriedade A, no municipio de Viradouro,
(78,6%); propriedade B, no municipio de Altinopolis, (40%); e, propriedade C, no
municipio de Jaboticabal, (1,6%). Com relacdo a prevaléncia de BRSV, a propriedade B
apresentou maior prevaléncia sorologica (82,4%), possivelmente por possuir fatores de
risco facilitadores para o desenvolvimento da infeccédo, enquanto que as propriedades A
e C mostraram prevaléncias estatisticamente equivalentes (45,6% e 59,1%,
respectivamente), sem qualquer correlacéo entre as prevaléncias de BRSV e BoHV-1.
A curva dos titulos de anticorpos contra o BRSV em bezerros nas propriedades A e B
monitorados ao longo de um ano foi semelhante, pois ambas apresentaram reducao
dos titulos a partir do sexto até o oitavo més de idade dos animais, com seguida
retomada de titulos cada vez mais elevados, fato caracteristico de infeccdo natural. A
propriedade C apresentou uma dindmica semelhante, porém, a maior parte dos
bezerros manteve-se positiva durante todo o periodo, com titulos que decresceram e

voltaram a aumentar.

Palavras-chave: herpesvirus bovino tipo 1, BoHV-1, prevaléncia, virus respiratorio

sincicial bovino, BRSV, fatores de risco, monitoragao
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EVALUATION AND MEASUREMENT OF THE OCCURRENCE OF THE BOVINE
RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS (BRSV) IN DAIRY CATTLE INFECTED WITH
BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 (BoHV-1)

ABSTRACT - The Bovine Respiratory Syncytial Virus (BRSV) is one of the Bovine
Respiratory Complex pathogens. The disease caused by this virus is often mild, but
there are evidences that this pathogen may ease the establishment of other pathogens.
Data on the epidemiology of BRSV are still scarce. Based on that, this study aimed to
determine the prevalence and evaluate antibody titers in calves from three farms.
Moreover, the relationship between BRSV and the Bovine Herpesvirus Type 1 (BHV-1)
was investigated, based on epidemiological data previously determined in these farms.
The three farms were categorized as A, in Viradouro municipality, with high prevalence
of BHV-1 (78.6%); B, in Altindpolis municipaltity, with intermediate prevalence for this
agent (40%); and C, in Jaboticabal municipality, with low prevalence of BHV-1 (1.6%).
Farm B showed higher BRSV prevalence (82.4%), maybe due to larger herd and colder
climate than farms A and C, which showed equivalent prevalences for BRSV (45.6%
and 59.1%, respectively). The curve of antibody titers against BRSV in calves from
farms A and B over one year were similar, as both showed lower titers by 6 to 8 months
of age, rising up again due to antigenic induction. Farm C showed equivalent dynamics,
but calves remained positive all over the year. In disagree to literature data, this
experiment did not showed correlation between BRSV and BHV-1 prevalences, maybe

due to lack of circulation of the latter.

Palavras-chave: bovine herpesvirus type 1, BoHV-1, prevalence, bovine respiratory

syncytial virus, BRSV, risk factors, evaluation



1. INTRODUCAO

Devido a intensificacdo da producdo de bovinos na pecuaria mundial, a
frequéncia e a intensidade de doencas, principalmente aquelas com sinais clinicos
respiratorios, tém aumentado de maneira acentuada, sendo que os problemas de saude
sdo mais graves quando relacionados a criacdo de bezerros.

Diversas espécies de bactérias e virus estdo envolvidas no desenvolvimento de
enfermidade respiratéria. Estudos realizados ha décadas relacionaram esses agentes e
0 manejo de bezerros como causas predisponentes do surgimento de doenca. Outras
pesquisas demonstraram a ocorréncia de doencas que foram ocasionadas por
associacdo entre bactérias e virus. Esta situacdo, denominada complexo respiratorio
bovino, estd bem caracterizada por prejudicar o bem-estar dos animais, provocar o uso
excessivo de antibidticos e aumentar a mortalidade de bezerros em todo o mundo.

Invariavelmente, o Virus Respiratorio Sincicial Bovino (BRSV) é o agente mais
frequente e associado a quadros de sindromes respiratorias graves. Nas Ultimas
décadas, a quantidade de trabalhos cientificos que relatam a infeccdo pelo BRSV em
varios paises aumentou significativamente. Entretanto, no Brasil, as pesquisas nessa
area apareceram apenas na metade da década de 90, e mesmo assim, ainda sdo
poucas as informacdes sobre este virus em nosso meio.

Outra virose associada a quadros respiratérios, o Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BoHV-1), ja é de conhecimento bem amplo no Brasil. Porém a importancia maior
relacionada a enfermidade sdo os problemas reprodutivos que acarreta, principalmente
em fémeas.

Em nosso meio, especula-se muito a respeito da ocorréncia de enfermidades
respiratorias virais e se uma determinada enfermidade pode ser fator de risco para
outra. Particularmente, em relacdo ao BRSV, existe uma lacuna no que diz respeito a
estudos sobre sua epidemiologia e associacdo entre doencas, sendo uma delas, o
BoHV-1.



2. REVISAO DE LITERATURA

O BRSV ¢ considerado um importante agente patogénico que esta associado a
episoédios de doencga respiratoria especialmente em animais jovens, fazendo parte do
complexo doenca respiratéria bovina (BAKER et al., 1993; BRYSON et al., 1983; VAN
VUUREN, 1994), responsavel por desencadear grandes prejuizos econdmicos
(DUNGWORTH, 1993).

Classificado como membro da familia Paramyxoviridae, subfamilia
Pneumovirinae, género Pneumovirus (MURPHY et al., 1995), o BRSV possui fita Gnica
de RNA como material genético e é envelopado (BAKER et al., 1993). Sua dimenséo é
variavel, de 80 a 350 nm de diametro, com o capsideo apresentando forma pleomorfica
ou filamentosa (STOTT & TAYLOR, 1985). Além de ser considerado um virus muito
sensivel as condigcbes ambientais, também pode ser inativado pelo éter, cloroférmio, e a
baixos valores de pH (BAKER & FREY, 1985; STOTT & TAYLOR, 1985).

Este virus esta antigenicamente relacionado ao Virus Respiratorio Sincicial
Humano (HRSV), bem como aos virus respiratorios sinciciais ovino (ORSV) e caprino
(CRSV). Esses virus compartilham varias caracteristicas em comum, como a
organizacao gendmica e estrutura viral (TRUDEL et al., 1989).

A particula viral do BRSV possui um envelope lipidico, derivado da membrana
celular do hospedeiro, onde trés glicoproteinas organizam-se em forma de espiculas na
sua superficie (VALARCHER & TAYLOR, 2007), sendo uma delas a proteina G,
responsavel pela aderéncia do virus as células do hospedeiro; a proteina F,
responsavel pela fusdo do virus com a célula e também com células adjacentes; e, por
ultimo, uma pequena proteina hidrofébica (SH), cuja funcdo ainda ndo esta bem
definida (KARGER et al., 2001). Essas estruturas também estdo associadas a resposta
imunologica do hospedeiro (HUANG & WERTZ, 1982; COLLINS & WERTZ, 1986).

Com a utilizacdo de anticorpos monoclonais em isolados do BRSV, foi possivel
evidenciar a presenca de trés diferentes subgrupos antigénicos, denominados A, AB e
B, sendo que alguns isolados ndo se enquadram nessa classificagdo. As implicacdes

destas diferencas, principalmente no que tange a patogenicidade e imunoprofilaxia



ainda nao foram devidamente estudadas (Duncan & Potgieter, 1993 citado por SPILKI &
ARNS, 2008). O isolamento desses subgrupos parece estar associado a distribuicdo
geogréfica e a questdes temporais, sendo que o subgrupo B, isolado no Reino Unido na
década de 70, foi reencontrado posteriormente apenas no Brasil (VALARCHER &
TAYLOR, 2007; ARNS, 2003; SPILKI et al., 2006)

A patogenia do BRSV ainda nédo foi bem definida, porém varios estudos tém
demonstrado a existéncia de um mecanismo imunomediado (LARSEN, 2000). O virus
multiplica-se predominantemente em células ciliadas do epitélio respiratorio e em
pneumdacitos tipo IlI, porém sem causar efeito citopatogénico, fato sugestivo de que a
patogenia pode ser derivada dos mecanismos de defesa do hospedeiro (VALARCHER
& TAYLOR, 2007). O BRSV induz uma intensa resposta do tipo Th2, com secrecao de
citocinas que incrementam a sintese de anticorpos e marcada eosinofilia. Este tipo de
resposta pode explicar, em parte, a intensa bronquiolite evidenciada nas infec¢des por
este virus (SPILKI & ARNS, 2008). A replicacéo viral também tem sido responsabilizada
por predispor o hospedeiro a infec¢cbes secundarias, em funcdo da alteracdo dos
mecanismos de defesa especificos e ndo especificos relacionados ao trato respiratorio.
Por outro lado, o BRSV ndo determina viremia e raramente € encontrado fora do
sistema respiratério (VAN DER POEL et al., 1996; LARSEN, 2000).

A infeccdo pelo BRSV ocorre tanto em rebanhos de leite quanto de corte, e, em
areas endémicas, a doenca clinica é mais aparente nos animais jovens, sendo
caracterizado um rebanho de tamanho maior um fator de risco importante para a
disseminacdo do BRSV (NORSTROM et al., 2000; SOLIS-CALDERON et al., 2007;
YESILBAG & GUNGOR, 2008). O virus é transmitido para bovinos suscetiveis por meio
de secrecdes respiratorias e aerossois, tanto por contato direto, quanto por indireto
mediado por fomites (HALL & DOUGLAS, 1981; BAKER et al., 1993). O agente viral
pode ser isolado a partir de animais assintomaticos (STOTT et al., 1980), também
sendo possivel que o virus circule em baixos niveis entre os animais infectados (VAN
DER POEL et al., 1996). Geralmente a disseminacdo do BRSV esté ligada a fatores
ambientais e de estresse, sendo que 0s surtos aparecem apés queda da temperatura
ambiente, comum no inverno (PIRIE et al., 1981; BOHLENDER et al., 1982; MAHIN &



SHIMI, 1982), entretanto alguns surtos também podem ocorrer no verdo, devido ao
estresse térmico elevado (ODEGAARD & KROGSRUD, 1977; BOHLENDER et al.,
1982). Os sinais clinicos podem ser evidenciados apds o periodo de incubacdo do
virus, com duracdo de 3 a 5 dias (BAKER et al., 1986a). Esta infeccdo pode levar a
manifestacdo por alteragBes respiratdrias com intensidade suave até uma severa
pneumonia (BAKER et al.,, 1993). Inicialmente, os animais apresentam descargas
nasais e oculares, inapeténcia, e, em vacas lactantes, diminuigao da producgao de leite.
Ocorre também elevacdo da temperatura corporal e salivagdo (BOHLENDER et al.,
1982). Na doenga mais avancada, os animais apresentam dispneia acentuada, devido
ao edema das vias respiratOrias superiores e ao enfisema pulmonar, e edemas ao redor
dos olhos, que podem se estender para a area submandibular (Frey, 1983 citado por
BAKER et al., 1993). Os sinais clinicos podem durar de uma a duas semanas, e,
mesmo quando atingem animais prenhes, ndo séo descritos abortos no curso da
infeccdo (BAKER et al., 1985). As reinfec¢des pelo virus sdo comuns, s6 que com
manifestacdes clinicas brandas ou subclinicas (BAKER & FREY, 1985; STOTT &
TAYLOR, 1985; BAKER et al., 1986a). Segundo varios autores, também é possivel ndo
haver manifestacdo clinica da enfermidade na primoinfeccdo (BOHLENDER et al.,
1982; Cancellotti & Carlotto, 1980 citado por BAKER et al., 1986; VERHOEFF & VAN
NIEUSTADT, 1984).

Bezerros com menos de um més de idade geralmente apresentam a forma mais
branda da enfermidade. Porém, com o decréscimo dos anticorpos colostrais, entre um e
trés meses de idade, a infeccdo € mais severa. Nos bezerros manejados em
bezerreiros individuais, 0 BRSV pode atingir aqueles com mais de duas semanas de
vida. KIMMAN et al. (1988) relatam que anticorpos de origem colostral ndo sao muito
eficientes contra uma infeccdo pelo BRSV nos bezerros, porém o aparecimento e a
severidade das manifestacfes clinicas sdo inversamente proporcionais ao nivel de
anticorpos de origem materna que o animal possui. De acordo com BAKER et al. (1986)
a média de duracdo dos anticorpos de origem colostral nos bezerros € de 99 dias, e a

variacdo de 30 dias, no minimo, e de 208 dias, no maximo.



Quando ocorre a infeccdo, o virus possui predilecdo por algumas regides dos
pulmdes alojando-se inicialmente na porgcdo cranioventral (BRYSON et al., 1979),
podendo resultar numa forma severa de pneumonia intersticial atipica (BLOOD, 1962,
COLLINS et al.,, 1988; BAKER & FREY, 1985). Entretanto a maioria das lesbes
macroscopicas encontradas sdo areas consolidadas, com severos enfisemas e edemas
distribuidos por todo o pulmao, particularmente os lobos caudais (BAKER & FREY,
1985; COLLINS et al., 1988; KIMMAN et al., 1989; DRIEMEIER et al., 1997; PEIXOTO
et al., 2000). Quando h& a presenca de infecgdo secundaria por bactérias, os pulmdes
tornam-se mais consistentes, com evidéncias de bronquiopneumonia fibrinosa e
supurativa (BAKER, 1986a; PEIXOTO et al., 2000).

O achado de lesdo microscopica caracteristico das infec¢des virais dos membros
da familia Paramyxoviridae é a formacdo de numerosos sincicios dentro das estruturas
celulares dos alvéolos e no entorno de bronquiolos e brénquios, algumas vezes com a
presenca de numerosos polimorfos nucleares eosinofilicos (PEIXOTO et al., 2000).

A mortalidade ndo € um evento comum no rebanho, porém, quando os animais
séo infectados por uma estirpe altamente virulenta do BRSV, o primeiro sinal observado
€ a ocorréncia de mortes repentinas (BOHLENDER et al., 1982). N&do havendo
tratamento especifico contra essa infeccdo, dependendo do caso, pode ser utilizada
fluidoterapia de suporte, e também administracdo de anti-inflamatorios e antibioticos, a
fim de evitar infeccbes secundarias (BAKER, 1993; LARSEN, 2000).

Nos rebanhos, para a prevencdo ou o controle da enfermidade, podem-se
empregar vacinas vivas atenuadas ou inativadas, cujo uso tem vantagens e
desvantagens (BAKER et al., 1993). Para VALARCHER & TAYLOR (2007), as vacinas
vivas atenuadas sdo as mais eficientes, porém o0 uso delas possui resultados
controversos. Tanto € que alguns estudos revelam niveis de protecéo vacinal diferentes
(TAYLOR et al., 1984; FULTON et al.,, 1995, GERSHWIN et al., 1998), e outros
mostraram inclusive que a vacinagdo pode resultar em doenca em alguns animais
(GERSHWIN et al., 1998; KIMMAN et al., 1989a). No caso de bezerros muito jovens,
gue tenham anticorpos de origem colostral contra o0 BRSV, a vacina atenuada pode nao

determinar um efeito esperado, pois a replicacdo do virus vacinal seria prejudicada,



limitando a resposta imune. Portanto, uma op¢do melhor, seria manter os animais
jovens sem vacinacdo e separados de animais mais velhos (KIMMAN &
WESTENBRINK, 1990). A presenca de variabilidade antigénica do BRSV também deve
ser levada em consideragao no sucesso da vacinagao, pois ainda que exista imunidade
sorolégica cruzada, ndo se sabe ao certo os graus de protecdo entre os subgrupos
(SPILKI & ARNS, 2008).

Diagnosticar o BRSV ainda € um desafio, porque as dificuldades ainda séo
frequentes nos exames laboratoriais, principalmente para conseguir o isolamento do
agente. O teste sorolégico para deteccdo de anticorpos especificos contra 0 BRSV é a
virusneutralizacdo (VN), de preferéncia com sorologia pareada, realizada em
microplacas, e leva em média de 5 a 7 dias (DUBOQOVI, 1993). O ensaio imunoenziméatico
(ELISA) também pode ser empregado, porém o seu desenvolvimento deve ser
realizado em laboratorios bem equipados (DOMINGUES, 2000), sendo que também h&
disponivel no mercado kits comerciais.

Com relacdo a distribuicdo geografica, o BRSV ja foi documentado em diversos
paises do mundo, tanto por meio de isolamento viral como por investigagdo sorologica
(BAKER & FREY, 1985). Nesse sentido, a literatura também mostra que a enfermidade
foi diagnosticada pela primeira vez em 1967, na Suica, conforme foi descrito por
PACCAUD & JACQUIER (1970), e, em seguida, no Japéo, por INABA et al. (1970).

Nos Estados Unidos, varios estudos sorolégicos comprovam a infeccdo dos
rebanhos, com prevaléncias que variam de 65% a 81% (BAKER et al., 1985;
POTGIETER & ALDRIDGE, 1977). Por isso, acredita-se que dois tergos dos rebanhos
bovinos desse pais possuam animais reagentes ao BRSV (BAKER et al., 1986a).

Nos inquéritos sorolégicos realizados em outros paises, a prevaléncia
encontrada para o BRSV geralmente é bastante elevada, com taxas acima de 40%, e
estes estudos geralmente s&o acompanhados de investigagdo para outras
enfermidades virais, como BoHV-1, Virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV), Virus da
Parainfluenza Bovina Tipo 3 (PI-3), Adenovirus Bovino Tipo 1 e Tipo 3 (BAV-1 e
BAV-3), e infec¢Oes bacterianas, como Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida,

Haemophilus somnus, Salmonella Dublin e o Mycoplasma, mostrando que o BRSV



muitas vezes ocorre concomitantemente a esses agentes (HORLEIN, 1973; DURHAM
& HASSARD, 1990; OBANDO et al., 1999; SOLIS-CALDERON et al., 2007; YESILBAG
& GUNGOR, 2008).

No Brasil, ainda sdo poucas as pesquisas demonstrando a ocorréncia da
infecgdo pelo BRSV. O primeiro estudo sobre o virus foi feito por GONCALVES et al.
(1993) a partir de tecido pulmonar de bezerros colhido em frigorificos no Estado do Rio
Grande do Sul, que foram submetidos a imunofluorescéncia e também ao isolamento
do agente, em cultivo celular.

O primeiro isolamento do BRSV em rebanhos foi feito a partir de secrecao
nasotraqueal de bezerros com sinais respiratorios provenientes do Rio Grande do Sul,
conforme descrito por ARNS et al. (2003), que caracterizaram a estirpe como BRSV-25-
BR. Posteriormente, ALMEIDA et al. (2006) também isolaram o virus a partir de um
animal com severa doenca respiratoria.

Alguns inquéritos soroldgicos evidenciaram que o virus esta disseminado pelos
rebanhos brasileiros. Estima-se que 95% dos animais até os 3 anos de idade possuam
anticorpos contra o BRSV e que 70% desses animais foram infectados no primeiro ano
de vida (Furze et al., 1997 citado por ARNS et al., 2003).

CAMPALANS & ARNS (1997) encontraram soroprevaléncia de 68% aplicando o
teste de VN em 864 amostras de soro provenientes de 65 fazendas localizadas no sul
do Brasil. DRIEMEIER et al. (1997) descreveram o BRSV como doenca natural em
bovinos de corte de criacdo extensiva no Rio Grande do Sul, utilizando varios
procedimentos laboratoriais para o diagnéstico, entre os quais a VN. No Estado de S&o
Paulo, ARNS (1996) mostrou a ocorréncia do BRSV em rebanhos de leite e de corte,
com ou sem sinais clinicos da enfermidade, que alcancaram 87%.

No Estado de Alagoas, a ocorréncia da infeccado pelo virus foi comprovada em
animais importados da Europa, relato que descreve pelo menos 220 mortos em
decorréncia da doenca (PEIXOTO et al., 2000).

A associacdo do BRSV com outras enfermidades bacterianas e virais ja foi
descrita em outros paises, com a alegacdo de que este virus seja um facilitador para

infeccdes secundarias (BAKER et al., 1986a). Pela difusdo epidemioldgica, a atuagao



concomitante do BRSV e do BoHV-1 num mesmo local deve ser considerada, pois 0s
dois virus estéo relacionados a sindromes respiratorias.

A epidemiologia do BoHV-1, virus que também esta relacionado a desordens
reprodutivas e potencializando perdas econdmicas (VAN DONKERSGOED & BABIUK,
1991; HAGE et al. 1996), esta presente em plantéis bovinos de praticamente todo o
mundo (DEL FAVA et al., 2002).

Este virus, ap6s a infecgdo, permanece latente nos ganglios nervosos do
hospedeiro, 0 que torna o animal portador por toda a sua vida. A reativagdo do virus
ocorre apos periodos de imunossupressao, como, por exemplo, estresse, transporte e
paricdo, ocasido que o portador pode excretar e transmitir o virus para outros animais
do rebanho, fato que complica a erradicagcdao da enfermidade (ACKERMANN et al.,
1982).

A sorologia pareada, realizada pelas técnicas de VN e ELISA, é a forma de
diagndstico auxiliar para as infeccdes pelo BoHV-1 mais acessivel, inclusive sendo
recomendada pela Organizagcdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2009). Estudos
realizados no Brasil com essas técnicas tém demonstrado uma distribuicdo variavel do
virus nos rebanhos brasileiros. Neste caso estdo especificados na literatura os
seguintes resultados de analise: 10,56% de 246 animais, no Estado do Parana
(KRUGER et al., 1991); 58,2% de 5.511 animais, no Estado de Minas Gerais (ROCHA
et al., 2001); 70% de 400 animais, nos Estados de Minas Gerais, Goias e Rio de
Janeiro (ANUNCIACAO et al., 1989); 86,8% de 121 animais, no Estado de S&o Paulo
(MOREIRA et al., 2001); 86,2% de 1.715 animais, no Estado de Rondbnia (OKUDA et
al., 2006). Para recomendar procedimentos de controle da enfermidade em nosso pais,
DEL FAVA (1996) classificou que nas propriedades com até 20% de animais positivos
para o BoHV-1 a prevaléncia seria considerada baixa; de 20% a 50%, de prevaléncia
média; e acima de 50% de animais positivos, de alta prevaléncia para o BoHV-1.

Apesar dessas duas viroses relatadas serem agentes do complexo respiratorio
bovino, ndo ha disponivel na literatura brasileira estudos relacionando as duas
enfermidades, sendo também raras as informacdes a respeito da epidemiologia do

BRSV em bezerros até 12 meses de idade.



3. OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Analisar comparativamente as prevaléncias de BRSV e de BoHV-1 em trés
propriedades de aptidao leiteira.

3.2 Objetivos Especificos

» determinar a prevaléncia de BRSV em trés propriedades com alta, média e baixa
prevaléncia de BoHV-1;

» verificar se existe associagéo entre o BRSV e BoHV-1;

» analisar a possivel existéncia de fatores de risco para o desenvolvimento do
BRSV; e

* monitorar os titulos de anticorpos contra 0 BRSV em bezerros, desde o
nascimento até um ano de idade, nas trés propriedades.



10

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencéo de soro de bovinos para os testes soro  logicos

Para as analises soroldgicas, foram utilizadas amostras de soro que fazem parte
da soroteca do Laboratério de Viroses da Reproducdo do Departamento de Medicina
Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal, as quais encontravam-se armazenadas
em freezer a -20C. Essas amostras foram colhidas d e um estudo anterior, conduzido
por MOREIRA (2004).

De acordo com os registros, as amostras foram obtidas em trés propriedades
rurais de exploracdo leiteira, que possuiam bovinos com predominancia da raca
holandesa criados em regime de confinamento, localizadas em trés municipios no
noroeste do Estado de S&o Paulo, que foram Viradouro (propriedade A, rebanho de 140
animais), Altinopolis (propriedade B, rebanho de 380 animais) e Jaboticabal
(propriedade C, rebanho de 80 animais). Viradouro esté localizada em uma altitude
meédia de 500 metros acima do nivel do mar, com clima tropical, classificada como Aw
na classificacdo de Koeppen. Altinopolis, situada em uma regido a 900 metros de
altitude acima do nivel do mar, possui clima tropical de altitude, sendo classificada
como Cwa também na classificacdo de Koeppen. Jaboticabal possui a mesma
classificagcéo de Viradouro (Aw) (CEPAGRI, 2009).

Todas as propriedades possuiam condicbes semelhantes no que se refere ao
manejo nutricional, transito de animais, auséncia de vacinagéo contra BRSV e BoHV-1

e ocorréncia de enfermidades.

4.2 Caracterizacéo da prevaléncia de BoHV-1

De acordo com um levantamento preliminar realizado por MOREIRA (2004),
estas propriedades (item 4.1) foram classificadas como de baixa, média e alta
prevaléncia de BoHV-1, de acordo com a proposta de DEL FAVA (1996). Para isso,

amostras de soro foram analisadas pelo teste de VN para BoHV-1 seguindo o protocolo
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preconizado pela OIE (2004). De acordo com o teste, a propriedade A, localizada em
Viradouro, foi classificada como de alta prevaléncia (78,6%), a propriedade B em
Altinépolis, como de média prevaléncia (40%), e a propriedade C, em Jaboticabal, como
de baixa prevaléncia (1,6%) de BoHV-1.

4.3 Calculo amostral para determinar a prevaléncia  do BRSV

Para o calculo da amostragem de cada propriedade para determinacdo da
prevaléncia do BRSV, foi utilizada a férmula n = Z2%.pq / (p.d/100)? de acordo com
AUSTUDILLO (1979). Nesta formula, n representa o nimero de amostras, Z é igual a 1
- a (um menos alfa) e refere-se ao grau de confianca, p é a estimativa de animais
positivos para BRSV (80%), baseada em trabalhos realizados anteriormente no Brasil
por ARNS (1996), q € igual a 1-p e d é o erro admitido (10%). O valor de Z foi obtido a
partir de tabelas sobre a curva de distribuicdo normal. Utilizou-se um nivel de confiangca
de a = 0,05 (95%). Assim, ap0s a aplicacdo da férmula, o n encontrado foi corrigido de
acordo com o numero de animais de cada propriedade, utilizando a formula
n: =n/1+ (n-1/N), em que N representa o total de animais.

Com base nesses calculos, ficou determinado que para a propriedade A o
numero de amostras analisadas seria 57, para a propriedade B, 77 amostras, e para a
propriedade C, 44 amostras.

Como estas mesmas propriedades passaram por um estudo anterior com analise
de soro sanguineo (MOREIRA, 2004), as mesmas amostras que estavam identificadas
e armazenadas em freezer a -20C foram utilizadas p ara o presente estudo, tomando

os devidos cuidados de aleatoriedade.
4.4 Monitoragao dos titulos de anticorpos contra BR SV em bezerros
Para a monitoracdo dos titulos de anticorpos em bezerros, foi feita a escolha

aleatdria de dez bezerros de cada propriedade, cujos soros colhidos nos dias 1, 2, 15 e

mensalmente até os 12 meses de idade de cada animal por MOREIRA (2004) foram
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analisados na VN para o BRSV. De acordo com os registros, imediatamente apos o
nascimento, todos 0s bezerros permaneceram com suas maes para a ingestdo de
colostro, e, caso isso ndo ocorresse de forma espontanea, o colostro era retirado e
administrado por mamadeiras. Em seguida, os bezerros foram separados em
bezerreiros individuais, nos quais permaneceram por 60 dias, até o desmame, para

serem entdo colocados em piquetes, agrupados em lotes, de acordo com a faixa etéria.
4.5 Procedimentos laboratoriais para o BRSV
4.5.1 Manutencao das culturas celulares

Para a realizacéo do teste de VN e multiplicagédo da estirpe viral do BRSV foram
utilizadas células de linhagem permanente Madin & Darby Bovine Kidney (MDBK),
mantidas em monocamada em garrafas de poliestreno TPP®, contendo meio de
manutencdo “Minimum Essential Medium” (Eagle-MEM) Gibco®, filtrado em filtro
Millipore de 0,22um, acrescido de 0,2% de bicarbonato de sd6dio, mantido em pH 7, e,
enriquecido com 10% de soro fetal bovino (SFB) Cultilab®. Para a replicacdo celular,
realizada a cada 48 horas, o meio de manutencéo foi desprezado e o tapete celular
lavado duas vezes com tripsina-versene Difco® a 0,2% aquecida, para retirar o meio de
manutencdo restante, e numa terceira vez, a tripsina foi mantida por 5 minutos.
Desprezada a tripsina, as garrafas foram batidas para ocorrer o desprendimento do
tapete celular e a individualizagcdo das células. As células entédo foram ressuspendidas
em meio de manutencao, e uma aliquota retirada para contagem celular em camaras de
Neubauer utilizando Azul de Tripan. Realizados os calculos, para as reacbes de VN
preparava-se uma suspensdo com 3,0x10° céls./mL e para outros subcultivos,
2,0x10° céls./mL, os quais receberam meio de manutenc&o. A seguir, as garrafas foram
colocadas em estufa a temperatura de 37°C para formacéo de novo tapete celular.
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4.5.2 Multiplicagéo viral

A amostra do virus BRSV utilizada neste experimento foi proveniente do
Laboratério de Viroses dos Bovideos do Instituto Biolégico de Sdo Paulo, SP. Toda
metodologia empregada para o BRSV foi a mesma que era empregada pelo Instituto
Bioldgico de Sdo Paulo (RIBEIRO, C. P. - comunicagao pessoal). A estirpe doada havia
sido passada anteriormente em células CRIB (linhagem de células de rim de bovino
resistente ao BVDV), e ja estava adaptada para o uso em células MDBK. Para o uso na
VN, a estirpe viral foi multiplicada sucessivamente em células MDBK para a formacgéo
de estoque viral. A amplificacéo viral foi realizada em monocamadas de células MDBK,
na concentracdo de 2,0x10° céls./mL, cultivadas em frascos de poliestireno de 25 cm?,
no periodo de 24 horas, conforme descrito no item 4.5.1. Com o tapete celular formado,
o0 meio de manutencao foi desprezado, e 1mL do virus foi inoculado dentro da garrafa.
A cultura foi incubada a temperatura de 37°C, durante 60 minutos, para que ocorresse a
adsorcdo do virus as células. Apos esse periodo, adicionaram-se 8mL de meio de
manutencdo a garrafa, e desta forma foi mantida em incubacéo a temperatura de 37°C
durante um periodo variavel, de 5 a 7 dias, tempo que dependeu da intensidade do
efeito citopatogénico (ECP), visualizado em microscopio invertido. Quando o ECP
atingiu aproximadamente 70%, a garrafa foi congelada a temperatura de -20C e
descongelada rapidamente a temperatura de 37°C para assim ocasionar 0 rompimento
das células e a liberacdo das particulas virais. Apds, o material foi submetido a
centrifugacao a temperatura de 4°C a 1.800 G durante 15 minutos para a decantacao
dos restos celulares. Em seguida, o sobrenadante viral foi separado e distribuido em
aliqguotas de 1mL em criotubos para armazenamento a temperatura de -196°C, em

nitrogénio liquido.
4.5.3 Determinacdao do titulo infectante viral

A titulacdo viral foi realizada em placas de poliestireno descartaveis, com 96

cavidades de fundo chato TPP®. Inicialmente, 500pL de virus foram diluidos em 4,5 mL
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de Eagle-MEM, em tubos de ensaio mergulhados em banho de gelo para a diluicdo
seriada do virus na base 10 (10" a 10®). Apés a diluicdo, em 64 cavidades (colunas 1 a
8) foram distribuidos 50uL de meio Eagle-MEM sem soro. A seguir, foi adicionado, a
cada cavidade da coluna, um volume de 50uL de diluicdo do virus, comecando a
distribuicdo da Gltima (10®) para a primeira diluico (10™). Por dltimo, foi adicionada
uma suspens&o de células MDBK em uma concentracdo de 3,0x10° céls./mL, inclusive
nas duas Ultimas colunas da placa, contendo apenas 100uL de meio, em cada
cavidade, para controle da qualidade celular. A placa foi entdo mantida sob a
temperatura de 37°C, em incubadora com atmosfera controlada de 5% de COg, por 96
horas. A leitura foi feita pela verificacdo do ECP por observacdo em microscopio
invertido. O célculo do titulo infeccioso do virus, capaz de determinar 50% de destrui¢ao
na cultura de células (TICC50%), foi realizado pelo método de REED & MUENCH
(1938).

4.5.4 Teste de virusneutralizagéo
4.5.4.1 Pesquisa de anticorpos

Os soros que foram testados foram descongelados, inativados em banho-maria a
56°C por 30 minutos, e colocados em duplicata nas microplacas de 96 cavidades. Na
primeira coluna de cada placa, foram adicionados 100uL de meio Eagle-MEM em cada
cavidade, e nas demais colunas, 50uL, excetuando a coluna 3. Os soros em teste
(50uL) foram adicionados nas cavidades das colunas 2 e 3. A partir da coluna 3
(diluicdo 1:2), foi feita a diluicdo seriada do soro até a coluna 12 (diluicdo 1:1024), e
apos, 50uL de suspensdo viral ajustada a uma concentracdo de 200 TCIDso foram
adicionados nessas cavidades. As microplacas foram incubadas por 60 minutos em
estufa com tensdo controlada de 5% de CO, a temperatura de 37°C. Apds esse
periodo, foram acrescentados 50uL de uma suspensdo de células MDBK, em uma
concentracdo de 3,0x10° céls./mL, em todas as cavidades da microplaca. Esta foi
novamente incubada nas mesmas condi¢fes por um periodo de 96 horas. Realizada a



15

leitura, a amostra de soro considerada reagente pela presenca de anticorpos foi aquela
gue neutralizou o virus a partir da diluicdo 1:2. Amostras pareadas de cada animal
foram testadas na mesma microplaca, e o titulo, expresso como o inverso da diluicdo
capaz de neutralizar as 200 TCIDs, foi calculado por meio de média geométrica. Apds
efetuadas as médias, os valores dos titulos foram transformados em logaritmo (log) de
base 10, para melhor visualizacdo dos resultados. Os valores menores que 0,30 foram

considerados negativos, por ser esta a primeira diluigéo positiva.
4.5.4.2 Controle das TCID sq

Para todos os testes de VN realizados, foi feita uma placa de retrotitulacao e
controle de TCIDsy para verificagdo e validagdo das provas. Como para o BRSV o
intervalo de variacdo aceito € de 20 a 200 TCIDsp, utilizou-se a mesma diluicdo que
definiu as 200 TCIDsq (item 4.5.4.1) na placa de validagdo da reagédo, e a partir desta
foram obtidas as diluicbes que definiram 0,2 TCIDsp, 2,0 TCIDso € 20 TCIDso. Com as
diluicbes prontas, preencheram-se as 96 cavidades da placa; nas quatro primeiras
colunas, foram colocadas as diluicbes contendo 0,2 TCIDsg, 2,0 TCIDsg, 20 TCIDsp €
200 TCIDs respectivamente. Da sexta a hona coluna, foi feito controle do titulo viral, da
mesma forma descrita no item 4.5.3. Sendo assim, a partir do conhecimento do titulo
utilizado no teste, preencheu-se a placa com as diluicbes proximas aquelas do titulo
viral. A quinta e a décima colunas ficaram vazias, pois ndo foi adicionado nenhum
reagente nas cavidades. A Ultima coluna desta placa foi destinada ao controle da
suspenséao celular.

Foram adicionados 50uL de meio de manutencdo Eagle-MEM e 50uL de cada
diluicho por cavidade nas colunas correspondentes as diluicbes definidas. Apés
incubacdo em estufa a temperatura de 37°C em tensdo controlada de 5% de CO, por
60 minutos, foram adicionados, em todas as cavidades em uso da placa, 50uL da
suspensdo viral de células contendo 3,0x10° céls./mL em meio de manutencéo
Eagle-MEM acrescido de 10% de SFB.
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Posteriormente, essa placa foi incubada junto com as demais (descritas no item
4.5.4.1), por 96 horas e sua leitura foi feita anteriormente, pois os resultados nela

encontrados poderiam validar ou nao o teste realizado.
4.6 Andlise estatistica

Para a andlise estatistica, foi utilizado o teste exato de Fischer para comparar
animais positivos e negativos para o BRSV, entre as propriedades, e animais positivos
e negativos para o BRSV e BoHV-1 na mesma propriedade.

Em relacdo ao monitoramento dos anticorpos em bezerros, primeiramente foi
feita a comparacgéo dos diferentes periodos de colheita, realizados nos dias 1, 2 e 15 e
mensalmente, do primeiro més até os 12 meses, em cada propriedade, pelo ANOVA
simples e teste de Tukey. Depois, as trés propriedades foram comparadas entre si, em
cada colheita, utilizando o mesmo teste estatistico. Todas as andlises foram feitas pelo

programa GraphPad Prism® vers&o 5.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Ocorréncia do BRSV nas trés propriedades

Na maioria dos casos, as viroses respiratorias estdo enquadradas, antes de
gualquer outro fator, como causas preliminares de distUrbios respiratérios nos bovinos
de producao na atividade agropecuaria. Porém, a combinacdo das viroses com alguns
desses fatores, tais como estresse, bactérias presentes no ambiente e micoplasma,
facilitam o desenvolvimento da complexa sindrome respiratéria bovina (HOERLEIN,
1973).

Entre as viroses mais importantes que participam da etiologia da sindrome
respiratoria dos bovinos estdo o BRSV, PI-3, BoHV-1, o BAV-1, BAV-3 e o BVDV.
Diversos autores admitem que o BRSV possui um papel crucial no desenvolvimento de
doenca respiratoria em diferentes tipos de exploracéo, porém, em fazendas de aptidao
leiteira, esse problema é mais acentuado (KIMMAN et al., 1988; LARSEN, 2000).

Em nosso pais, ainda sdo poucas as pesquisas sobre o BRSV, inclusive as que
visam mostrar aspectos epidemioldgicos da enfermidade nos rebanhos. Por isso, este
trabalho teve como um de seus objetivos pesquisar a prevaléncia de BRSV em trés
propriedades de aptidao leiteira, caracterizadas por MOREIRA (2004) como de alta,
média e baixa prevaléncia de BoHV-1.

Anticorpos contra o BRSV foram encontrados nos animais adultos das trés
propriedades em estudo por meio do teste de VN, indicando, portanto, que os animais
ja haviam entrado em contato com o agente nas regides estudadas. Na propriedade A,
cuja prevaléncia foi classificada como alta para o BoHV-1 (78,6%), foram analisadas 57
amostras, das quais 26 (45,6%) foram positivas para o BRSV. Na propriedade B,
classificada como de média prevaléncia de BoHV-1 (40%), das 77 amostras analisadas,
65 (84,4%) foram positivas para o BRSV. Ja para a propriedade C, de baixa prevaléncia
de BoHV-1 (1,6%), nas 44 amostras analisadas, foram positivas 26 (59,1%) para o
BRSV. Em relagdo a titulacdo de anticorpos para o BRSV destas amostras, houve uma

discreta variagcdo no material das trés propriedades. Na propriedade A, os titulos
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variaram de 0,30 a 1,35, com média de 0,30; na propriedade B, variaram entre 0,30 e
1,51, com média de 0,53; e de mesmo modo, na propriedade C, a variacdo encontrada
foi de 0,30 a 1,35, com média de 0,40 dos titulos de anticorpos para o BRSV.

A partir destes resultados observou-se que a prevaléncia do BRSV encontrada
nessas propriedades esta de acordo com outros estudos sorolégicos, realizados por
meio da VN ou ELISA, em bovinos de diversos paises, 0s quais constataram
prevaléncias sempre maiores que 40% (DURHAM & HASSARD, 1990; ARNS, 1996;
CAMPALANS & ARNS, 1997; OBANDO et al., 1999; SOLiS-CALDERON et al., 2007;
YESILBAG & GUNGOR, 2008). No Estado de Sdo Paulo, ARNS (1996) pesquisou a
ocorréncia do BRSV em rebanhos de leite e de corte, com ou sem sinais clinicos da
enfermidade, encontrando prevaléncias que alcancaram 87%. Apesar dos achados de
literatura, a comparacdo das prevaléncias obtidas neste estudo com relatos anteriores
deve ser feita com cautela, pois os rebanhos séo de regides diferentes e pouco se sabe
sobre a ocorréncia de doengas concomitantes ao BRSV no Brasil. Mesmo assim, no
contexto geral, as prevaléncias observadas nas fazendas do presente estudo sugerem
gue o BRSV, pelo menos nesta regido do Brasil, possui prevaléncia semelhante a
observada em outros paises.

Quanto a analise estatistica, o teste exato de Fischer foi aplicado para comparar
as trés propriedades quanto a prevaléncia de BRSV, e também para comparar as
prevaléncias entre o BRSV e o BoHV-1 dentro de cada propriedade. No primeiro caso,
comparando o numero de animais positivos e negativos para o BRSV, houve diferenca
estatistica significativa (p<0,05) da propriedade A (BoHV-1/alta) com B (BoHV-1/média)
e B (BoHV-1/média) com C (BoHV-1/baixa), e ndo houve diferenca estatistica
significativa entre as propriedades A (BoHV-1/alta) e C (BoHV-1/baixa). Estes dados

estdo apresentados na tabela 1.
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Tabela 1. Resultados da analise estatistica pelo teste exato de Fischer, comparando a
frequéncia de animais positivos no teste de virusneutralizacao para o BRSV

entre as propriedades dos diferentes municipios.

Propriedade Municipio Ne total de Ne de amostras Amostras Amostras
animais analisadas BRSV* positivas negativas (%)
rebanho (%)

A Viradouro 140 57 26 (45,6%)° 31 (54,4%)
B Altinépolis 380 77 65 (84,4%) " 12 (15,6%)
C Jaboticabal 80 44 26 (59,1%) * 18 (40,9%)

* N calculado segundo AUSTUDILLO (1979)

Letras mindsculas diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p<0,05).

Como as trés propriedades possuiam semelhancas em relagdo ao manejo
nutricional, sanitario e no manejo geral do rebanho, como o nimero de ordenhas e a
ndo introducdo no periodo de estudo de animais novos no rebanho, supfe-se que
existia a influéncia de fatores de risco que poderia estar associado a maior prevaléncia
de BRSV em uma propriedade do que em outra. De acordo com NORSTROM et al.
(2000), SOLIS-CALDERON et al. (2007) e YESILBAG & GUNGOR (2008) um fator de
risco associado a prevaléncia do BRSV é o tamanho do rebanho. Segundo esses
autores, em rebanhos com grande numero de animais, 0 virus se dissemina mais
facilmente, porque h& possibilidade de maior contato entre eles, sendo também maior o
namero de pessoas, fazendo com que elas atuem como meio indireto de transmissao
do virus, por carrear o agente em roupas, botas e equipamentos necessarios para o
manejo dos animais, favorecendo a disseminacao viral. Esse fator pode ter sido a causa
da maior prevaléncia de BRSV na propriedade B (84,4%), pois possuia 0 maior
rebanho. No entanto, apesar da propriedade C possuir o menor rebanho, obteve maior
prevaléncia de BRSV (59,1%) do que a propriedade A (45,6%), possivelmente pela
caracteristica dessa propriedade fazer parte de uma instituicao de ensino, e assim havia
contato intenso entre pessoas e animais.

Outra possibilidade de fator de risco que pode ter influenciado a diferenca de
prevaléncia da enfermidade nas propriedades foi a condigdo climética. A propriedade B

(Altindpolis) esta localizada em um municipio que possui uma maior altitude em relagéo
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ao nivel do mar, e também uma classificagdo climética caracterizada por temperaturas
mais amenas, diferente da A (Viradouro) e C (Jaboticabal). Como a propriedade B
diferiu significativamente das demais e obteve a maior prevaléncia de BRSV, pode ser
gue o virus se estabeleceu com maior facilidade devido as condicbes climéticas
favorecidas pela temperatura ambiente mais amena. Surtos de doenca respiratoria,
tendo como causa o BRSV, ocorrem tanto no verdo quanto no inverno, porém existem
mais relatados em ambientes frios (PIRIE et al., 1981; BOHLENDER et al., 1982;
MAHIN & SHIMI, 1982; BAKER et al., 1993).

Segundo a mesma analise estatistica, quando foram comparadas as
prevaléncias do BRSV e de BoHV-1 numa mesma propriedade, houve diferenca
estatistica significativa (p<0,05) entre as duas viroses. As prevaléncias do BRSV nas
propriedades B (BoHV-1/média) e C (BoHV-1/baixa) foram maiores que a prevaléncia
de BoHV-1 e na propriedade A (BoHV-1l/alta), a prevaléncia do BRSV foi
estatisticamente menor que a prevaléncia de BoHV-1). Os dados estdo apresentados

na tabela 2.

Tabela 2. Resultados da andlise de amostras de soro sanguineo dos animais no teste
de virusneutralizacdo para BRSV e BoHV-1 e resultados da andlise
estatistica pelo teste exato de Fischer, comparando a frequéncia de animais

positivos para BRSV e BoHV-1 na mesma propriedade.

Propriedade Municipio Ne total de BRSV BoHV-1
animais Ne de Amostras Ne de Amostras
rebanho amostras positivas amostras positivas
analisadas (%) analisadas* (%)
A Viradouro 140 57 26 (45,6%)° 84 66 (78,6%)°
B Altinépolis 380 77 65 (84,4%)° 156 63 (40%)°
C Jaboticabal 80 44 26 (59,1%)° 64 1(1,6%)'

* MOREIRA (2004)

Letras mindsculas diferentes na mesma linha indicam diferenca estatistica (p<0,05).
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Apesar das propriedades estudadas terem empregado 0sS mesmos
procedimentos de manejo e protocolos sanitarios, a prevaléncia de BRSV na
propriedade B (BoHV-1/média) foi maior que nas demais propriedades. Se houvesse
gualquer interacao entre 0 BRSV e o BoHV-1, seriam esperadas diferencas estatisticas
entre as propriedades A (BoHV-1/alta) e C (BoHV-1/baixa), pois as prevaléncias de
BoHV-1 nesses rebanhos foram fortemente discrepantes. Portanto, pelo menos nas
propriedades estudadas, ndo houve interacdo entre o BRSV e o BoHV-1, porque a
diferenca nas prevaléncias observadas em cada rebanho ndo possibilitou determinar

qualquer importancia epidemiolégica relacionada as viroses pesquisadas.

5.2 Monitoragéo dos titulos de anticorpos contra BR SV em bezerros

A presenca de anticorpos contra determinadas doencas em bezerros jovens esta
relacionada, em um primeiro momento, a transferéncia passiva de anticorpos maternos
induzidos nas fémeas por antigenos relacionados ao agente. No caso do BRSV,
BAKER et al. (1986), determinaram como sendo de 99 dias o periodo médio da
permanéncia de anticorpos de origem colostral em bezerros. No entanto, estes
anticorpos ndo sao suficientes para proteger os animais frente a uma infec¢cao natural
pelo virus, pois a ocorréncia de sinais clinicos respiratorios estd diretamente
relacionada com a quantidade de anticorpos de origem colostral presente no bezerro
(KIMMAN et al., 1988). Por isso, o trabalho em apreco também teve como objetivo
monitorar por 12 meses as varia¢cdes dos titulos de anticorpos contra 0 BRSV em
bezerros jovens provenientes das trés propriedades leiteiras em estudo, desde o
primeiro dia de vida de cada animal, para verificar a persisténcia de anticorpos
colostrais e/ou concomitante inducéo antigénica por infeccdo natural.

Os resultados encontrados, separados por propriedades, demonstraram que num
primeiro momento, 0s anticorpos presentes nos soros desses animais eram de origem
colostral, e que, no decorrer da pesquisa, foram decrescendo até o completo
desaparecimento em alguns animais em determinados periodos. Logo depois, 0s

anticorpos foram detectados novamente, inclusive sendo observado aumento na média
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dos titulos dos bezerros até o final do estudo, nas trés propriedades, quando eles
atingiram 12 meses de idade. Os dados das trés propriedades estdo apresentados

graficamente na figura 1.

5.2.1 Propriedade A

A tabela 3 mostra os titulos de anticorpos neutralizantes para 0 BRSV nos soros
sanguineos de bezerros, determinados por meio do teste de VN. Pela andlise das
médias, esses titulos foram crescentes da primeira colheita (0,94), com um dia de
idade, para a terceira colheita (1,00), com 15 dias de idade. A partir do primeiro més
(0,92) ocorreu a queda dos titulos de anticorpos para o segundo (0,71) e continuou a
diminuir no terceiro (0,61), quarto (0,52), quinto (0,37), sexto e sétimo més (0,30), ate
gue a média do oitavo més tornou-se negativa, ou seja, menor que 0,30. No nono més
0s animais voltaram a apresentar o titulo minimo (0,30), que foi aumentando no décimo
(0,50), décimo primeiro (0,70) até o décimo segundo més (0,74), com ligeira elevagao
mensal. A representacao grafica destes resultados esta apresentada na figura 2.

A analise dos dados de cada animal revelou que o menor tempo de duracéo dos
anticorpos de origem colostral foi de 4 meses (bezerros 6 e 7), e 0 maior de 8 meses
(bezerro 2), com média de 5,6 meses entre 0s animais que se tornaram negativos no
monitoramento. Alguns bezerros (nimeros 1, 3, 4, 5 e 8) em nenhum momento foram
negativos no teste ao longo do tempo, o que dificultou deduzir quando os anticorpos
colostrais desapareceram. Porém os titulos desses animais cairam para niveis baixos
em um determinado momento e depois se elevaram até o final da pesquisa.

Apesar da prevaléncia de BRSV encontrada nos animais adultos desta
propriedade ser menor que as demais (45,6%), os bezerros apresentaram maiores
titulos de anticorpos, que, no célculo da média, desapareceram também no oitavo més.
A partir do nono més, os anticorpos voltaram a aparecer em niveis crescentes e
permaneceram assim até o final do estudo. Nesta propriedade, no contexto geral, foi
detectada a maior persisténcia de anticorpos colostrais (8 meses), sendo esses

achados parecidos aos encontrados por BAKER et al. (1986), cujo menor e maior
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Média dos titulos de anticorpos (log)

1d 2d 15d Im 2m 3m 4m 5m 6m 7m 8m 9m 10m 11m 12m

Idade dos animais (dias e meses)

m Titulos de anticorpos, propriedade A m Titulos de anticorpos, propriedade B m Titulos de anticorpos, propriedade C

Figura 1. Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BRSV determinados pela analise na VN de
amostras sanguineas de bezerros provenientes das propriedades dos respectivos municipios (A em

Viradouro, B em Altinépolis e C em Jaboticabal) do Estado de Sao Paulo.
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Tabela 3. Titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BRSV determinados em amostras sanguineas de

bezerros nascidos na propriedade A, municipio de Viradouro, Estado de Sao Paulo.

Ndmero de

Idade dos bezerros

identificacdo dos 1d

bezerros

2d

15d

1m

2m

3m

4m

5m

6m

m

8m

9m 10m

11m

12m

0,60
1,35
1,20
0,90
1,20
0,60
0,43
0,85
1,04
1,20

© 00 N O O M W DN PP

=
o

1,04
1,20
1,17
0,90
1,04
0,60
0,74
0,60
1,04
1,35

1,04
1,20
0,90
1,20
1,04
0,74
0,74
1,04
0,74
1,35

1,35
1,04
1,04
1,04
0,74
0,43
0,74
1,04
0,74
1,04

1,20
0,43
0,60
0,74
0,60
0,60
0,90
0,90
0,43
0,74

1,04
0,43
0,60
0,60
0,60
0,60
0,43
0,60
0,60
0,60

0,60
0,60
0,60
0,60
0,43
0,30
0,30
0,43
0,60
0,74

0,74
0,30
0,60
0,30
0,43
N
N
0,43
0,43
0,43

0,43
0,30
0,60
0,30
0,30
N
N
0,30

0,43

0,43
0,30
0,54
0,30
0,30
N
N
0,43

0,43

0,30
0,30
0,30
0,30
0,30

0,30
N
0,30
0,60
0,30
N
0,60
0,60
0,30
N

0,60
0,30
0,43
0,43
0,74
N
0,30
0,74
0,30
1,20

0,43
0,30
0,60
0,43
0,60
1,04
0,60
0,74
1,20
1,04

0,30
0,60
0,60
0,60
0,90
1,47
0,43
0,60
0,90
1,04

Média 0,94

0,97

1

0,92

0,71

0,61

0,52

0,37

0,30

0,30

0,30

0,50

0,70

0,74

*Titulos menores que 0,30 s&o considerados negativos na prova de VN.

d —dias
m — meses
N — negativo
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Média dos titulos de anticorpos (log)

1d 2d 15d 1m 2m 3m 4m 5m 6m 7m 8m 9Im 10m 11m 12m

Idade dos bezerros (dias e meses)

Figura 2. Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BRSV determinados em amostras

sanguineas de bezerros pertencentes a propriedade A, municipio de Viradouro, Estado de S&o Paulo.
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periodo de tempo para o desaparecimento de anticorpos colostrais foi 1 e 7 meses
respectivamente. No entanto, na propriedade A, apesar da presenca de anticorpos
colostrais, alguns bezerros, independentemente da idade, foram acometidos por doenca
respiratdria. Quando os sinais clinicos apareciam, os animais eram tratados com dose
Unica de Pentabiético (Fort Dodge®). Provavelmente esses bezerros se infectaram por
algum agente, inclusive viral, e quando submetidos ao tratamento, ndo desenvolveram
infecgdo secundaria por bactérias e com isso, minimizou-se o agravamento da doenca.
Como foi evidenciado o BRSV no plantel por meio dos exames sorolégicos, este pode
ter sido uma das causas dessas infeccgoes.

Com relacdo a analise estatistica, os resultados laboratoriais da colheita de
material feita nos periodos estipulados, nos dias 1, 2, 15 e mensalmente, do primeiro
més até os 12 meses, foram analisados pelo ANOVA simples, e quando determinada
diferenca estatistica, foi aplicado o teste de Tukey com o intuito de revelar em quais
periodos de colheita houve diferenca significativa. Sendo assim, o teste revelou
diferenca (p<0,05) entre os titulos de anticorpos das quatro primeiras colheitas (dias 1,
2, 15 e més 1) e as colheitas feitas nos meses 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. Porém, ndo houve
diferenca significativa entre as citadas colheitas anteriores e os meses 2 e 3, por serem
0S meses em que o0s anticorpos colostrais estavam diminuindo. Com relacdo ao més 8,
colheita em que a média indicou o desparecimento dos anticorpos de origem colostral,
houve diferenca estatistica deste més com as colheitas feitas nos dias 1, 2 e 15 e dos
meses 1, 2, 3, 9, 10, 11, 12, no entanto, ndo houve diferenca deste més com as
colheitas dos meses 4, 5, 6, 7. Outras diferencas encontradas foram dos meses 6, 7 e
9, quando os anticorpos estavam baixos, com os meses 11 e 12, quando os titulos de

anticorpos sinalizaram uma provavel inducao por infeccao.
5.2.2 Propriedade B
Para a propriedade B, os titulos de anticorpos provenientes da analise dos soros

dos 10 bezerros estdo na tabela 4. De uma maneira geral, observando os dados das

meédias dos bezerros, ficou evidente que houve um aumento dos titulos de anticorpos
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apos o nascimento até o décimo quinto dia de idade (0,78 para 0,89). ApOs esse
periodo, ocorreu uma diminuicdo mensal dos titulos de anticorpos destes animais, do
primeiro més (0,70) até o quinto més de idade (0,31). Do sexto més ao oitavo més, 0s
animais ndo apresentaram titulos para o BRSV, porém do nono més até o décimo
segundo més, os titulos de anticorpos foram aumentando mensalmente de maneira
discreta de 0,30 até 0,46. Esse processo esta esquematizado na figura 3.

Pela analise dos dados individuais de cada bezerro desta propriedade, a menor
persisténcia de anticorpos colostrais foi de 1 més (bezerro 1), e a maior, 6 meses
(bezerro 3, 7 e 9), com média de 4,7 meses entre 0s animais que se tornaram negativos
ao longo do estudo. Os bezerros de numero 2, 4 e 6 em nenhum momento foram
negativos no teste, o que impossibilita prever o momento em que deixaram de
apresentar anticorpos de origem materna e passaram a ter uma elevagdo em seus
titulos de anticorpos pela possivel inducdo antigénica, sendo esses dados também
similares aos encontrados por BAKER et al. (1986). Entretanto, mesmo possuindo a
maior prevaléncia de BRSV (84,4%), na propriedade B, os bezerros ndo apresentaram
titulos de anticorpos mais elevados do que os titulos das outras duas propriedades.
Pela andlise mensal das médias dos titulos, houve 3 meses (6, 7 e 8) em que a média
mostrou ser menor que 0,30, ou seja, teste negativo. Também foi encontrado nesta
propriedade o menor tempo de duracédo dos anticorpos de origem colostral (bezerro 1),
gue durou s6 no primeiro més de idade. Apos o desaparecimento dos anticorpos
colostrais e transcorrido o periodo de auséncia de anticorpos, foram detectados titulos
somente a partir do nono més, que aumentaram paulatinamente até o Ultimo més da
pesquisa. De acordo com o0s registros, nesta propriedade alguns animais tinham
apresentado problemas respiratorios, porém em menor intensidade que os da
propriedade A, ocasido em que foi usada a mesma medicacdo para controle de
infeccdes secundarias. De acordo com diversos pesquisadores (BOHLENDER et al.,
1982; Cancellotti & Carlotto, 1980 citado por BAKER et al., 1986; VERHOEFF & VAN
NIEUSTADT, 1984), a inducdo de anticorpos contra o BRSV em bezerros pode
ocorrer sem que 0s animais apresentem doenca clinica, ou seja, € mais comum a forma

subclinica. Pode-se entdo supor que 0s animais em questdo entraram em contato com
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Tabela 4. Titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BRSV, determinados em amostras sanguineas de bezerros

nascidos na propriedade B, municipio de Altinopolis, Estado de Sao Paulo.

Numero de Idade dos bezerros

identificacdo 1d 2d 15d Im 2m 3m 4m 5m 6m 7/m 8m 9m 10m 11m 12m

dos bezerros
1 0,60 0,74 0,60 0,30 N N N N N N N 0,30 030 0,30 0,30
2 0,60 0,60 0,85 0,90 0,60 0,43 0,30 0,30 0,30 0,43 0,30 0,60 0,60 0,60 0,60
3 1,20 1,20 1,20 1,20 0,90 0,74 0,60 0,30 0,30 N N N N 0,60 0,60
4 0,60 1,04 0,60 0,30 0,60 043 0,60 0,30 043 0,30 0,30 0,30 0,60 0,30 0,43
5 151 151 1,34 1,20 1,20 0,60 0,60 043 N N 0,30 0,60 0,60 0,43 0,43
6 0,60 0,90 0,90 0,74 0,30 0,43 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,60 0,60
7 1,04 0,90 1,04 0,74 0,60 0,60 0,60 0,43 0,30 N N N 0,30 0,30 0,43
8 0,60 0,74 0,60 0,43 0,60 0,30 0,30 N N N N 0,30 030 0,43 0,60
9 0,30 0,60 1,20 0,60 0,30 0,30 0,74 0,43 0,43 N N N 0,30 0,30 0,30
10 0,74 0,60 0,60 0,60 0,30 0,43 0,60 0,60 N N N 0,30 043 0,43 0,30

Média 0,78 0,88 0,89 0,70 0554 043 0,46 0,31 0,21* 0,20* 0,12* 0,30 0,37 0,43 0,46

Ny (N (N)

* Titulos menores que 0,30 s&o considerados negativos na prova de VN.

d —dias
m — meses
N — negativo
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0,90

0,80

0,70

0,60

0,50

0,40

0,30

Média dos titulos de anticorpos (log)

0,20

0,10

0,00
1d 2d 15d im 2m 3m 4m 5m 6m 7m 8m 9m 10m 11m 12m

Idade dos bezerros (dias e meses)

Figura 3. Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BRSV determinados em amostras

sanguineas de bezerros pertencentes a propriedade B, municipio de Altin6polis, Estado de S&o Paulo.
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0 virus, soroconverteram, mas sé alguns apresentaram sinais clinicos.

Pela andlise estatistica, houve diferenca significativa entre a colheita realizada no
primeiro dia e as colheitas dos meses 5, 6, 7, 8 e 9, mas ndo houve diferenca
significativa com as colheitas dos dias 2 e 15 e dos meses 1, 2, 3, 4, 10, 11 e 12. O
teste também encontrou diferencas significativas entre as colheitas do dia 2 e 15 e os
meses 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 e 12, ndo sendo diferente do primeiro dia e dos meses
1 e 2. Em ambos 0s casos, as primeiras colheitas tinham titulos maiores de anticorpos
guando comparadas as demais. O mesmo também ocorreu com a colheita do primeiro
més, que foi diferente dos meses 5, 6, 7, 8 e 9 e néo foi diferente das demais colheitas.
Portanto, as diferencas apontam que as primeiras quatro colheitas, nos dias 1, 2, 15 e
no primeiro més, tiveram titulos maiores que os meses 5, 6, 7, 8 e 9, idade em que a

maioria dos animais apresentou titulos de anticorpos muito baixos ou foram negativos.

5.2.3 Propriedade C

No tocante a propriedade C, houve uma diferenca marcante, pois, analisando os
titulos de anticorpos apresentados pelos bezerros, em nenhum momento foi constatada
total auséncia de anticorpos (tabela 5). Representadas graficamente na figura 4, as
médias dos titulos de anticorpos dos bezerros mostraram que houve uma tendéncia
crescente até os 15 dias (0,90 para 0,99) e depois decrescente do primeiro més até o
quinto més (0,83 para 0,31), com ligeiro aumento no quarto més de idade (0,45). No
guinto e sexto meses, os titulos permaneceram constantes (0,31), sem indicacao de
desaparecimento dos anticorpos, para, em seguida, ja no sétimo més (0,48), ocorrer um
aumento nos titulos de forma crescente até o nono més de idade dos bezerros (0,66).
No décimo més houve uma queda nesses titulos (0,52) e logo nos meses seguintes
(décimo primeiro e segundo) os titulos voltaram a subir e tornaram a diminuir
(respectivamente 0,62 e 0,57). De acordo com a analise dos dados individuais dos
bezerros da propriedade C, a maioria dos animais (numeros 2, 3, 4, 5, 6, 7) em nenhum
momento tornou-se negativa. Como ja mencionado anteriormente, também neste caso,

fica impossivel distinguir anticorpos de origem materna daqueles provenientes de uma
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Tabela 5. Titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BRSV determinados em amostras sanguineas de

bezerros nascidos na propriedade C, municipio de Jaboticabal, Estado de Sao Paulo.

Numero de Idade dos bezerros

identificacdo dos 1d 2d 15d Im 2m 3m 4m 5m 6m 7m 8m 9m 10m 1lm 12m

bezerros
1 N N 043 043 0,30 0,30 0,30 N N 0,30 0,30 0,90 1,20 1,20 1,20
2 1,20 1,20 1,35 1,04 0,74 0,43 0,60 0,74 043 0,60 0,74 043 0,30 0,74 0,43
3 0,60 1,04 1,51 1,04 1,04 0,43 043 043 043 0,30 0,30 0,60 0,43 0,30 0,30
4 0,90 0,85 0,74 0,60 0,74 0,43 0,60 0,74 0,60 043 0,60 090 0,43 0,43 043
5 1,20 1,20 1,20 0,85 0,60 0,60 0,60 0,60 030 0,30 0,43 0,74 0,30 0,43 0,30
6 0,74 0,74 0,60 0,60 0,60 0,43 0,43 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,43 0,60 0,60
7 195 2,11 195 1,65 1,17 0,90 0,90 0,30 0,30 0,90 0,74 0,60 0,90 0,74 0,60
8 0,60 0,74 0,60 0,43 060 030 030 N 043 1,04 090 0,74 0,52 0,60 0,60
9 0,43 0,43 0,60 0,60 0,60 030 0,30 N 0,30 0,60 0,60 0,60 0,43 0,60 0,60
10 1,35 1,20 0,90 1,04 0,90 0,30 N N N N 1,20 0,74 0,30 0,60 0,60

Média 0,90 0,9 0,99 0,83 0,73 0,44 045 0,31 0,31 048 0,61 0,66 052 0,62 0,57

d —dias

m — meses

N — negativo
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Figura 4. Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BRSV determinados em amostras sanguineas

de bezerros pertencentes a propriedade C, municipio de Jaboticabal,

Estado de S&o Paulo.
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suposta infeccdo. Porém, alguns bezerros tornaram-se negativos no teste em algum
momento da pesquisa (numeros 1, 8, 9 e 10), cujo periodo minimo encontrado de
permanéncia de anticorpos colostrais foi de 3 meses, e 0 maximo, de 4 meses, com
tempo médio de 3,7 meses. Nesta propriedade, os animais apresentaram
esporadicamente sinais clinicos de doenca respiratdria, sendo estes observados
também em todas as idades.

Para BAKER et al. (1986), os anticorpos maternos nao sdo capazes de proteger
0s bezerros contra uma infeccao pelo BRSV. Por essa premissa, pode ter ocorrido uma
suposta infeccdo nos bezerros dessa propriedade, mesmo na presenca de anticorpos
maternos. Segundo KIMMAN et al. (1988), mesmo sendo os titulos de anticorpos altos
ou moderados, had a possibilidade de ocorréncia de infec¢do.Outro estudo desses
mesmos autores relata que a maioria dos casos clinicos associados ao BRSV
ocorreram em animais com idade entre 1 e 3 meses, periodo em que praticamente
guase todos os animais ainda possuiam anticorpos de origem colostral.

A andlise estatistica nesta propriedade mostrou pouca diferenca dos resultados
laboratoriais entre as colheitas, sendo as significativas das trés primeiras, que possuiam
maiores titulos de anticorpos, nos dias 1, 2 e 15, e as colheitas dos meses 3, 4 e 5, 0s
guais apresentaram menores titulos. As colheitas dos meses 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,

11 e 12 ndo tiveram diferencas estatisticas significativas.

5.2.4 Comparacao estatistica entre as propriedades

Como o monitoramento de anticorpos foi realizado nas trés propriedades usando
0 mesmo protocolo de acompanhamento, ou seja, exame dos animais com idades
idénticas, repetiu-se o teste estatistico para comparar a colheita de uma propriedade
com a colheita das outras. Deste modo, os titulos de anticorpos do primeiro dia das
propriedades A, B e C foram comparados entre si, assim como todos os outros. De
acordo com o ANOVA e o teste de Tukey, foram encontradas diferencas significativas
(p<0,05), no més 7, entre as propriedades B e C, sendo a média dos titulos maior na C;

no més 8, da propriedade A com C e B com C, com titulos maiores na propriedade C;
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e, no més 9, da propriedade A com C e B com C, com a propriedade C apresentando
maiores titulos. Como na propriedade C, de acordo com a média, ndo houve periodo de
auséncia de anticorpos de origem colostral, o teste estatistico sé confirmou a
significancia da diferenca entre ela e as demais propriedades quando os anticorpos

estavam ausentes ou em baixos titulos.

5.3 Perspectiva da atividade viral

Por meio do uso da sorologia, principalmente realizada em etapas pareadas,
pode-se avaliar respostas de inducdo de anticorpos, inclusive com caracterizacao de
infeccdo recente ou até mesmo de infec¢Bes antigas, nas quais o0 agente etioldgico
pode ndo estar mais presente no rebanho. Sendo assim, a sorologia pareada em
animais jovens pode mostrar a mais recente atividade do agente no rebanho, fato este
gue torna-se mais complicado quando em animais adultos. Conforme dados de
MOREIRA (2004), a atividade viral do BoHV-1 nas mesmas propriedades deste estudo
ndo foi evidenciada, pois 0s anticorpos monitorados nos primeiros meses de vida dos
bezerros estavam relacionados a transferéncia passiva por meio do colostro. Depois, no
decorrer da pesquisa realizada até os 12 meses, 0s animais tornaram-se negativos,
permanecendo ndo reagentes até o final. Neste caso, a autora péde deduzir que a
prevaléncia encontrada para o BoHV-1 que caracterizou as propriedades A, B e C
foram decorrentes de anticorpos de memoaria, s6 que nado havia disseminacao viral, pelo
menos entre os bezerros.

Diferentemente para o BRSV, a disseminacdo viral foi evidenciada pela
monitoracdo de anticorpos nos bezerros, pois nas trés propriedades houve aumento
dos niveis de anticorpos nos meses finais de estudo, depois da diminuicdo
caracteristica dos anticorpos de origem colostral. Apesar da presenca de fatores de
risco para o BRSV, nas propriedades A e B 0s anticorpos colostrais parecem ter
contribuido para a protecdo dos bezerros, postergando a infeccdo por um periodo de

tempo maior. J& para a propriedade C, os anticorpos de origem colostral ndo tiveram a
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mesma capacidade de conter a infeccdo, pois a média dos titulos diminuiu sem
desaparecer totalmente e voltou a aumentar.

Por fim, pode-se constatar que existiram fatores de risco que facilitaram o
desenvolvimento do BRSV, s6 que o BoHV-1 ndo esteve atuante nesse processo, pelo

menos nas trés propriedades acompanhadas no presente estudo.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados do presente estudo em trés fazendas leiteiras,

localizadas na regiéo noroeste do Estado de S&o Paulo, foi possivel concluir que:

* nao foi evidenciada associacao entre as prevaléncias do BRSV e do BoHV-1 nas

propriedades estudas;

* as diferencas encontradas nas prevaléncias do BRSV foram dependentes da

intensidade dos fatores de risco facilitadores ou predisponentes;

» a constatacdo do declinio natural dos anticorpos de bezerros monitorados
sorologicamente para o BRSV ao longo do tempo, desde o nascimento, permitiu

estabelecer a duracdo da imunidade de origem colostral;

» a deteccao de titulos crescentes de anticorpos contra o BRSV, ap6s o declinio de
anticorpos de origem colostral nos bezerros monitorados, € um fator que comprova
a atividade fluente da infeccdo pelo BRSV entre os animais, em todas as

propriedades.
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