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1. INTRODUCAO

O herpesvirus bovino (BoHV) e o virus da diarréia viral bovina (BVDV) séo
patégenos de distribuicdo mundial e causadores de graves prejuizos a bovinocultura
brasileira. Dentre diversas manifestacdes clinicas decorrentes da infeccao,
destacam-se as perdas na reproducao, ponto relevante no desempenho econémico
da atividade (JUNQUEIRA et al., 2006).

O BoHV pertence a familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae,
género Varicellovirus. Esse virus possui uma capacidade de permanecer em laténcia
em ganglios nervosos do hospedeiro, fator que dificulta a identificacdo da doenca
nos animais e impulsiona estudos acerca do diagnostico e controle da enfermidade
(FINO et al., 2012). O subtipo 1 (BoHV-1) € o agente causador da Rinotraqueite
Infecciosa Bovina (IBR), Vulvovaginite Pustular Infecciosa e Balanopostite Pustular
Infecciosa. Ja o subtipo 5 (BoHV-5), cursa geralmente com doenca nervosa,
conhecida como Meningoencefalite Herpética Bovina (ANZILIERO et al., 2015). O
diagnéstico direto de tais enfermidades € realizado principalmente através do
isolamento viral em cultivo celular. Pode ser realizado ainda de forma indireta, pela
pesquisa de anticorpos por ELISA e soroneutralizacdo. O controle da enfermidade
visa reduzir as perdas econdmicas, especialmente de cunho reprodutivo, através da
vacinacao de animais suscetiveis (FRANCO et al., 2012), medida facilitada pela alta
reatividade sorologica cruzada entre os subtipos virais (ANZILIERO et al., 2011).
Vacinas atenuadas e inativadas estdo comercialmente disponiveis, sendo que a
maioria destas contém apenas o BoHV-1. E importante ressaltar que em fémeas
gestantes preconiza-se 0 uso de vacinas inativadas visto que as vacinas vivas
apresentam grande risco aos fetos (FRANCO et al., 2012).

O BVDV pertence a familia Flaviviridae e género Pestivirus. E o agente
causador da diarreia viral bovina e da doenca das mucosas (DIAS; SAMARA, 2010).
Uma grande variedade de manifestacdes clinicas estdo associadas a este agente,
sendo as perdas reprodutivas as mais relevantes. A maior preocupacao em relacéo
ao BVDV seria a identificacdo e eliminacdo de animais persistentemente infectados
(PI), principais responsaveis pela disseminagéo do virus dentro rebanho (LIMA et al.,
2005). O diagnostico pode ser realizado por exames indiretos como
soroneutralizacdo ou ELISA indireto, ou pela identificagcdo do agente por exames
diretos, como isolamento viral seguido de imunofluorescéncia (IFA) ou
imunoperoxidase (IPX). Como forma de controle, preconiza-se a vacinacdo de
rebanhos considerados de alto risco, ou seja, que possuem alta rotatividade de
animais ou historico de doenca clinica. E possivel encontrar diversos tipos de
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vacinas no exterior, incluindo formas monovalentes e polivalentes, e inativadas ou
atenuadas. Por outro lado, em territorio brasileiro somente vacinas inativadas tém
comercializacao permitida (RIDPATH et al., 2012).

O presente trabalho tem como objetivo realizar o monitoramento sorolégico de
rebanhos bovinos provenientes da regido sul do Rio Grande do Sul, além de avaliar
um rebanho em particular, imunizado com vacinas inativadas monovalentes
contendo isolados locais do BoHV-5 e do BVDV, produzidas no Laboratorio de
Virologia e Imunologia (Labvir) da Faculdade de Veterinaria da Universidade Federal
de Pelotas (UFPel).

2. METODOLOGIA

Durante os anos de 2013 e 2014, foi realizado um levantamento sorolégico de
rebanhos bovinos, vacinados e ndo vacinados contra o BoHV e/ou BVDV de
diversas propriedades da regido sul do estado. Neste periodo, foram coletadas
amostras de sangue de 2.303 bovinos de corte e leite de 93 propriedades da regido
e encaminhadas ao Laboratério de Virologia e Imunologia da Faculdade de
Veterinaria da UFPel para realizacdo do teste de soroneutralizacdo (SN), para a
deteccao de anticorpos especificos contra o BoHV-1 e BVDV.

Além disto, esta sendo avaliado um rebanho em particular de 36 fémeas
bovinas provenientes da Fazenda da Palma, localizada no municipio de Capéo do
Ledo (RS). Os animais tinham histérico de problemas reprodutivos e serdo
imunizados com 3 doses de vacinas monovalentes (BoHV e BVDV) produzidas no
Labvir. Amostras de sangue serdo coletadas previamente a vacinagdo e apos cada
imunizacao (30 dias de intervalo) para a avaliacdo da resposta soroldgica.

As vacinas utilizadas para imunizacdo dos animais foram produzidas através
da inoculacdo de suspensdes virais de isolados locais do BoHV-5 e BVDV em cultivo
celular. Os cultivos permaneceram em estufa a 37°C para amplificacdo viral e apés
foram submetidos ao congelamento. Para a inativacdo viral, adicionou-se 1% do
volume total presente na garrafa, previamente descongelada, de solucdo de
inativacdo, composta por brometo de 2-brometilaménio (BEI) e hidroxido de sddio
(NaOH). Confirmada a inativacéo, foi entdo realizada a emulsificacdo de partes
iguais da solucéao viral e de 6leo mineral (composto por 10% de marcol e 90% de
montanide).

Para realizacdo dos testes de diagnostico, as amostras de sangue coletadas
foram processadas e armazenadas a -20°C até a realizacdo do teste sorolégico. A
técnica de soroneutralizacdo foi realizada, conforme descrita por FISCHER et al.
(2007), para a pesquisa de anticorpos neutralizantes. Foram utilizadas microplacas
de 96 cavidades onde os soros foram distribuidos e diluidos em proporcées de 1:2 a
1:256. Apés, adicionou-se suspensodes virais de cepas padrao do BoHV-1 (Cooper) e
do BVDV (NADL), na concentracdo de 100 DICCsp (doses infectantes para 50% dos
cultivos celulares) e as placas foram armazenadas durante 1h em estufa de 5% de
CO2 a 37°C. Posteriormente, adicionou-se 50uL de uma suspensdo de células
MDBK em cada cavidade e as placas foram novamente armazenadas na estufa de
CO2 a 37°C. Os cultivos foram monitorados diariamente e a leitura final realizada
apos 72-96h. O titulo de anticorpos especificos presente na amostra foi dado pela
reciproca da diluicho do soro capaz de prevenir o efeito citopatico (ECP)
caracteristico de cada um dos virus na monocamada de células.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes soroldgicos referentes aos anos de 2013 e 2014
foram analisados e foi possivel observar que no primeiro ano, de 396 animais
vacinados para o herpesvirus bovino, 332 (83,8%) apresentaram resultado positivo.
Ja no segundo ano, de 542 animais vacinados, 395 (72,9%) apresentaram resultado
positivo. Além disso, dentre os animais vacinados que apresentaram resultados
positivos, 58,2% (em 2013) e 62,8% (em 2014) apresentaram titulos inferiores aos
considerados protetores (1:32), segundo RIDPATH; BOLIN (1995).

Em relac@o ao virus da diarreia viral bovina, ocorreu um resultado semelhante
ao anterior, em que no ano de 2013, de 361 animais vacinados, 355 (98,3%)
apresentaram resultado positivo. J& em 2014, apesar dos titulos observados
apresentarem-se superiores ou iguais a 128 a taxa de animais vacinados que
apresentaram resultado positivo foi de 235 animais (59,2%), de um total de 397
animais, evidenciando uma queda consideravel em relacdo ao ano anterior.

Tais resultados demonstram a urgente necessidade da reavaliacdo dos
imundégenos e/ou protocolos vacinais utilizados no pais, principalmente contra o
virus da diarreia viral bovina, pelo baixo indice de animais soropositivos detectado
nos rebanhos, fato também evidenciado por ANZILIERO et al. (2015), que através
da avaliagdo de oito vacinas comerciais diferentes, identificou titulos protetores em
somente duas, sendo uma composta por virus vivo atenuado. Das outras seis, cinco
nao induziram resposta em nenhum animal, especialmente contra o BVDV-2.

Com base nestas observacdes, uma alternativa ao uso das vacinas
comercialmente disponiveis no mercado nacional, seria a utilizacdo de vacinas
inativadas monovalentes contendo isolados locais do BVDV e BoHV como a que foi
desenvolvida e vem sendo avaliada periodicamente em nivel experimental pelo
Labvir. Neste sentido, encontra-se em andamento a avaliagdo de um rebanho de 36
fémeas bovinas, provenientes da Fazenda da Palma — UFPEL. Os animais do
rebanho apresentavam histérico de doenca reprodutiva com sinais clinicos como
reabsorcédo fetal e perdas no final da gestacdo. No dia 02/06/2015, foi realizada a
primeira vacinacédo dos animais com a vacina experimental produzida pelo Labvir e a
primeira coleta de amostras de sangue para teste sorolégico. As amostras foram
encaminhadas ao Labvir para realizacdo do teste de soroneutralizacdo, a fim de
detectar se 0s animais ja possuiam anticorpos contra o BoHV e BVDV resultantes de
possivel exposicdo prévia aos virus e/ou vacinacdo anterior. No dia 03/07/2015 foi
realizada a 22 dose das vacinas monovalentes e coleta de amostras de sangue de
todos os animais para avaliacdo da resposta sorologica apds a primeira imunizacao.
Amostras de sangue serdo ainda coletadas no momento da 32 dose vacinal e 30
dias ap6s para o monitoramento da resposta soroldgica especifica contra 0 BoHV e
BVDV. Os resultados observados serdo avaliados criteriosamente e posteriormente
discutidos.

4. CONCLUSOES

Os resultados do estudo sorolégico realizado nos anos de 2013 e 2014 indicam
gue uma parcela importante dos animais imunizados contra o BVDV e ou BoHV
permanecem soronegativos ou com titulos baixos de anticorpos neutralizantes.

Em virtude da avaliagdo especifica de um rebanho de fémeas bovinas da
Fazenda da Palma encontrar-se em andamento, os resultados e conclusdes apés o
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protocolo de vacinagdo com as vacinas experimentais monovalentes contra o BVDV
e BoHV serao posteriormente apresentados e discutidos.
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