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RESPOSTA IMUNE ATIVA E PASSIVA INDUZIDA POR VACINA
COMERCIAL CONTRA ROTAVIROSE BOVINA

RESUMO- Este estudo teve como objetivo avaliar a imunidade ativa e passiva
contra rotavirose bovina induzida por vacina comercial em vacas e seus
respectivos bezerros, oriundos de propriedade no municipio de Cravinhos,
Estado de Sdo Paulo. Foram realizadas analises dos niveis séricos das
imunoglobulinas IgG, IgG1, 1gG2, IgM e IgA anti-rotavirus das vacas antes da
vacinagao (aproximadamente 60 dias antes do parto), antes da revacinagéo
(aproximadamente 30 dias antes do parto) e no momento do parto, pela técnica
de ELISA indireto. Os niveis colostrais das imunoglobulinas 1gG, IgG1, 1gG2
IgM e IgA no dia do parto foram avaliados pela mesma técnica. Os niveis de
imunoglobulinas dos bezerros, nascidos das vacas vacinadas e n&o vacinadas
alimentados com seus respectivos colostros, foram avaliados no dia do
nascimento (D0) antes da mamada do colostro e 1, 7, 14, 21 e 28 dias ap6s o
nascimento. A excrecao de rotavirus nas fezes dos bezerros foi avaliada por
SDS-PAGE. Neste estudo os niveis séricos de IgM e IgA foram
significativamente maiores nas vacas que nao foram vacinadas, o que refletiu
no aumento da IgM no primeiro dia de vida dos bezerros nascidos destas
vacas. O grupo das vacas vacinadas tiveram niveis séricos de IgG1 e niveis
colostrais de 1gG2 aumentados em relagéo as vacas do grupo controle, mas
nao houve diferengas significativas nos niveis de imunoglobulinas dos bezerros
nascidos de vacas vacinadas ou n&o vacinadas. Em ambos os grupos houve
excrecado de rotavirus nas fezes, e, apesar de baixa ocorréncia, um bezerro
nascido de vaca vacinada excretou rotavirus posteriormente (aos 21 dias) aos
dois bezerros nascidos de vacas nao vacinadas (7 e 14 dias). Os resultados
deste estudo demonstraram que a vacinacdo materna no terco final de
gestacdo com vacina inativada retardou, mas ndo evitou a ocorréncia da
rotavirose.

Palavras-chave: bovinos, imunidade, rotavirus, vacina inativada.



ACTIVE AND PASSIVE IMMUNE RESPONSE INDUCED BY COMERCIAL
VACCINE AGAISNT BOVINE ROTAVIRUSES

ABSTRACT- The aim of this study was evaluated the active and passive
immunity against rotavirus induced by vaccination with an inactive commercial
vaccine in cows and their respective calves from a farm of Cravinhos, state of
Sao Paulo. The analysis of 1gG, IgG1, 1IgG2 , IgM and IgA were done in serum
60 days before calving (before vaccination); 30 days before calving (before
revaccination) and in the day of calving, with indirect ELISA. The levels of 1gG,
IgG1, IgG2, IgM and IgA in colostrum were evaluated in the day of calving, with
the same technique. The levels of calves’ immunoglobulin were evaluated in the
day of born and 1, 7, 21 and 28 days of age. The secretion of rotavirus was
evaluated in fecal samples of calves by SDS-PAGE. In this study, levels of IgM
and IgA were increased in cows that were not vaccinated, and their calves, fed
their colostrums, have levels of IgM increased one day after born. Vaccinated
cows have serum IgG1 and colostral IgG2 higher than non vaccinated cows but
statistics differences in levels of immunoglobulin were not found in calves. In
both groups, was detected rotavirus in feces of calves, and besides the low
occurrence in this study, one calf of vaccinated cow excreted rotavirus in day
21, while two calves born of non vaccinated cows excreted rotavirus with 7 and
14 days. In conclusion, the vaccination of cows with a commercial inactivated
vaccine did not prevent the rotaviruses in calves.

Key words: bovine, immunity, rotavirus, inactivated vaccine.



1. INTRODUCAO

A diarréia neonatal &€ o principal problema sanitario que acomete os
bezerros nas primeiras semanas de vida, causando grande prejuizo econdmico
devido a morbidade, mortalidade, custos com tratamento e atraso no
desenvolvimento dos animais.

Os principais agentes etioldgicos infecciosos da diarréia s&o os virus
(rotavirus e coronavirus), as bactérias (Escherichia coli, Salmonella sp e
Clostridium perfringens) e os protozoarios (Eimeria sp) que atuam de forma
isolada ou em associacdo. Além dos agentes infecciosos, a diarréia pode também
ser causada por erros de manejo alimentar e higiénico.

O rotavirus causa diarréia aguda em varios mamiferos, humanos e aves e €
pouco provavel que seja erradicado, ja que é excretado em grande quantidade nas
fezes dos individuos acometidos e possui longa estabilidade no meio ambiente.

A vacinagédo de vacas no terco final de gestacdo é uma medida comumente
utilizada por produtores de gado, principalmente leiteiro, para aumentar os niveis
de anticorpos colostrais contra o rotavirus e, conseqientemente, aumentar a
imunidade passiva e prote¢ao dos bezerros.

No Brasil, existem vacinas comercializadas que contém o rotavirus
inativado em sua composicao, entretanto os estudos a campo fornecem dados
controversos em relagcao a protecao dos bezerros. Neste sentido, este trabalho foi
idealizado para verificar a imunidade ativa induzida por vacinacédo de vacas e a
imunidade passiva de seus respectivos bezerros, em uma mesma propriedade no

municipio de Cravinhos, Estado de Sao Paulo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do rotavirus

Em 1969 o rotavirus bovino grupo A foi isolado em cultura celular,
caracterizado e confirmado como agente causal da diarréia em bezerros (MEBUS
et al., 1969). Naquela época foi identificado como reovirus, entretanto, em 1978, o
“‘International Comitee on Taxonomy of Viruses” prop06s a criagdo do género
Rotavirus, dentro da familia Reoviridae (MATTHEWS, 1979 apud GREGORY,
1999).

O género Rotavirus é composto por virus ndo envelopados, com estrutura
esférica, medindo aproximadamente 72 nm de didmetro, e é assim chamado
devido ao seu capsideo externo ser em forma de icosaedro que forma um aspecto
de roda ao redor do acido nucléico (LIU et al., 2010). O capsideo € composto por
trés camadas denominadas capsideo externo, capsideo intermediario e capsideo
interno ou core e o genoma consiste de 11 segmentos de uma dupla fita de RNA
(ds RNA) (ESTES & COHEN, 1989).

No total, seis proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7) e seis
proteinas nao estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5, NSP6) séao
codificadas pelo rotavirus. Especificamente, as proteinas estruturais sé&o
codificadas pelos seus segmentos genéticos correspondentes. O segmento 5
codifica a NSP1, o segmento 8 a NSP2, o segmento 7 a NSP3, o segmento 10 a
NSP4 e o segmento 11 a NSP5 e NSP6 (LIU et al., 2010) (Figura 1).
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Figura 1. Esquema do genoma e proteinas codificadas pelo rotavirus. (adaptado
de ESTES, 2001).

As proteinas nao estruturais participam da transcrigdo do RNA viral, mas a
proteina NSP4 é uma enterotoxina viral que aumenta a concentracao de calcio
(Ca+) intracelular causando disturbios na homeostase celular do hospedeiro (LIU
et al., 2010).

As proteinas estruturais VP1, VP2 e VP3 situadas na camada interna
também tém sua funcédo ligada a transcricédo viral. Na camada média, a VP6 € a
proteina mais abundante, altamente imunogénica e antigénica, freqiientemente
alvo para o diagnéstico e detecgdo da particula viral (ESTES, 1996), mas nao
induz anticorpos neutralizantes (TANG et al., 1997). No capsideo externo, saindo
como uma espicula do virion a VP4 se liga a moléculas na superficie dos
receptores das células hospedeiras o que facilita a penetragdo viral nas células
(LIU et al., 2010). Esta proteina é responsavel por varias fungdes biolégicas. Na

presencga da tripsina, a VP4 é clivada em VPS5 e VP8, e esta clivagem resulta em
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um aumento da infectividade viral. Também no capsideo externo, a proteina VP7 é
uma glicoproteina altamente imunogénica que induz a formagédo de anticorpos
neutralizantes.

O rotavirus possui trés importantes especificidades antigénicas: grupo,
subgrupo e sorotipo (HOSHINO & KAPIKIAN, 2000).

A VP6 é responsavel pela classificacdo do rotavirus em sete grupos
denominados de A a G e também em subgrupos | e Il. Os grupos A, B e C sé&o os
que mais ocorrem em mamiferos (ALFIERI et al., 1999; ESTES, 2001), porém, o
rotavirus bovino do grupo A é o mais comumente associado com a diarréia
neonatal dos bezerros (LUCHELLI et al., 1992).

As proteinas VP4 e VP7 determinam independentemente os sorotipos do
rotavirus (HOSHINO & KAPIKIAN, 2000). Anticorpos neutralizantes anti- VP4 s&o
utilizados para determinar o sorotipo P (sensibilidade a protease) e anticorpos
neutralizantes anti-VP7 s&o utilizados para determinar o sorotipo G (de
glicoproteina) (ESTES & COHEN, 1989).

O grupo de trabalho de classificagdo do rotavirus (“Rotavirus Classification
Working Group”) sugeriu um guia para nomenclatura das estirpes de campo de
rotavirus da seguinte maneira:

e Grupo/espécie do rotavirus

e Origem da espécie

e Pais de identificagédo

e Nome comum

¢ Ano da identificagcéo

e Tipo-G

e Tipo-P

Dentro do rotavirus do grupo A ha uma predominéancia do sistema dual de
classificacao das amostras (tipos G e P), entretanto, em Abril de 2008, um sistema
de classificacdo completa do genoma do rotavirus foi desenvolvido, baseado nos
11 segmentos gendmicos. As proteinas VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-
NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6 foram descritas utilizando as seguintes abreviacdes
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Gx-P[x]-Ix-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx, sendo x um numero arabico iniciando por 1
(MATTHIJNSSENS et al., 2011)

As técnicas moleculares classificam o rotavirus através da genotipagem,
sendo que apenas para a proteina VP7 existe correlacdo entre sorotipagem e
genotipagem (KAPIKIAN & CHANOCH, 1990 apud SILVA, 2004). Em 2011, foram
descritas novas estirpes AzuK-1 G21P[29] isolada de bezerro assintomatico e Dai-
10 G24P[33] assinalado pelo grupo de trabalho de classificacdo do rotavirus em
uma vaca assintomatica no Japao (ABE et al., 2011).

A rotavirose bovina tem sido caracterizada com pelo menos trés tipos G:
(G6, G8 e G10) e trés tipos P: (P[1], P[5], P[11]) (SAIF & FERNANDEZ, 1996).

2.2 Patogenia, manifestacdo clinica e diagnostico

A rotavirose ocorre ja nos primeiros dias de vida, sendo que em bezerros
jovens (2 dias de idade) mesmo estirpes consideradas de baixa viruléncia podem
causar sinais clinicos, enquanto animais com idades superiores (2 semanas de
idade) apenas manifestam sinais clinicos quando infectados com estirpes
virulentas (BRIDGER, 1994).

O rotavirus entra no organismo hospedeiro através da via fecal-oral e uma
vez que sobrevive ao pH acido do trato gastrointestinal do hospedeiro, infecta as
células epiteliais das vilosidades do intestino delgado (LIU et al., 2010). A infec¢ao
das células presumivelmente se inicia com a interacdo com o receptor que
provavelmente contém o acido sialico, pelo menos para as estirpes SA11 e NCDV
(ESTES & COHEN, 1989), entretanto LIU et al. (2010) citam que receptores
baseados em galactose bem como co-receptores como integrina podem estar
envolvidos na endocitose do virus. Além da endocitose mediada pelo receptor
pode ocorrer penetragdo direta através da membrana, significando que o

mecanismo de penetracdo ainda n&o é claro (LIU et al., 2010).



6

Através da acdo coordenada da proteina VP7 e espicula VP4 o virus rompe
a membrana do endossomo e se multiplica dentro das células causando
alteragdes estruturais e funcionais. O RNA viral depende da RNA polimerase para
gerar mRNA e a transcricdo no viroplasma ocorre ao redor do nucleo celular onde
se acumula a maioria das proteinas virais. Ap6s a migragdo para o reticulo
endoplasmatico os virus adquirem suas outras camadas do capsideo (VP7 e VP4)
tornando-se virus infecciosos e séo liberados apos lise celular (ESTES & COHEN,
1989; LIU et al., 2010).

O periodo de incubagéo do rotavirus & de 24 horas, com a resolugéo em 2
dias se a diarréia n&o for complicada. A diarréia ocorre devido a ma absorgao pela
perda de area absortiva e acumulo de glicose e outros carboidratos no lumen
intestinal que aumentam a pressdo osmética acarretando um aumento de liquidos.
Além disso, a secrecao das criptas também aumenta a quantidade de liquido. A
severidade da diarréia clinica nem sempre € correlacionada com o dano da
vilosidade (FOSTER & SMITH, 2009).

As particulas virais sdo eliminadas pelos animais durante a fase aguda da
diarréia, em torno de 10" particulas/mL de fezes (KOOPMANS & DUIZER, 2004).

A principal ferramenta diagnéstica para a rotavirose é a sua observacéo e
identificagdo por microscopia eletrénica. Para facilitar a sua identificacdo, pode-se
cultivar o rotavirus em cultura primaria de células de rim de bezerro bem como em
células de linhagens como MA104, MDBK ou PK-15. Outros procedimentos para o
diagnéstico incluem a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), que
detecta o RNA viral, contraimunoeletroforese, técnicas de ensaios
imunoenzimaticos, “imunoblotting”, teste de imunofluorescéncia, teste de
imunoperoxidase, teste de hemaglutinacéo, teste de aglutinacdo em latex dentre
outras (LIU et al., 2010). A técnica qRT-PCR demonstrou ser mais sensivel e

especifica que as técnicas de ELISA e aglutinagdo em latex (1ZZO et al., 2010).



2.3 Ocorréncia de rotavirus em rebanhos bovinos brasileiros

JEREZ et al. (1987) foi um dos primeiros pesquisadores a identificar
anticorpos anti-rotavirus em rebanhos leiteiros brasileiros, constatando
positividade em 29% das amostras de fezes diarréicas de 120 bezerros machos e
fémeas de diversas racas, com até 30 dias de idade em fazendas leiteiras de 14
municipios do Estado de Sao Paulo, através da técnica de ELISA.

No Estado de Minas Gerais, BARBOSA et al. (1998) avaliaram a frequiéncia
do rotavirus do grupo A em 194 amostras de fezes de bezerros e encontraram
positividade em 17% das amostras em 19 propriedades, sendo que destas 60,6%
apresentavam diarréia no momento da amostragem.

Também no Estado de S&o Paulo, BUZINARO et al. (2000) analisaram 375
amostras de fezes de bezerros e encontraram 11,2% das amostras positivas,
sendo que 15% destas foram obtidas de animais com diarréia e 7,1% obtidas de
animais sem diarréia, através do ensaio imunoenzimatico e eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE).

No municipio de Hidrolandia, Estado de Goias, BRITO et al. (2000)
investigaram as fezes de bezerros com menos de 30 dias em um surto de diarréia
e encontraram nove amostras positivas para rotavirus pertencentes ao grupo
A/subgrupo | e uma amostra do grupo A subgrupo néo | e néo Il.

Em 2002, JEREZ et al. encontraram uma ocorréncia de 14% de rotavirus
em 72 fezes diarréicas de bezerros e BUZINARO & FREITAS (2002) detectaram
4,9% das amostras positivas no nordeste do Estado de Sao Paulo, através da
técnica SDS-PAGE. Ja através da andlise de soro pela técnica de
contraimunoeletroforese, BRANDAO et al. (2002) encontraram soropositividade
total de 77,5% das amostras, demonstrando a elevada ocorréncia de infecgdes
naturais por rotavirus no Estado de S&o Paulo.

ALFIERI et al. (2004) genotiparam 50 amostras positivas para rotavirus do

grupo A nos Estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Parana e relataram que
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12% das amostras positivas correspondiam ao rotavirus como NCDV, 40% como
rotavirus UK, 16% como B223 e 2% KN-4. As infec¢des mistas foram detectadas
em 7 amostras (14%) e duas amostras apresentaram combinagdo incomum,
sendo o gene VP4 e o VP7 de rotavirus bovino grupo A (G8P[11]) e outro gene
VP4 de origem bovina (P[1]) e VP7 de origem suina (G5).

No periodo entre 1998 a 2002, ALFIERI et al. (2006) estudaram a
freqUéncia de rotavirus em rebanhos bovinos de sete Estados (Parana, Sao Paulo,
Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e Rondénia) através do
SDS-PAGE totalizando 2.177 amostras. O rotavirus bovino do grupo A foi
detectado em 19,4% das amostras diarréicas e somente em 2,2% das fezes
normais. A propor¢do de amostras positivas no gado de corte foi de 22,8% e no
gado de leite 16,4%. Com relacdo a idade, a maior prevaléncia das infecgbes foi
encontrada em animais com mais de 30 dias de idade.

SALLES et al. (2009) também em S&o Paulo, estudaram rebanhos bovinos
de corte e de leite e encontraram o rotavirus em 33,3% dos rebanhos e 8,6% da
populagdo amostrada. A ocorréncia em rebanhos leiteiros foi de 5,3% e, em
rebanhos de corte, 15,3%. A genotipagem de 17 de 23 amostras positivas revelou
que as estirpes circulantes eram G6P[5] e G10P[5].

FREITAS et al. (2011) em um estudo que abrangeu 51 rebanhos leiteiros do
Estado de Sdo Paulo encontraram uma prevaléncia de rotavirus em 21,6% dos
rebanhos e 6,7% dos bezerros, sendo encontrados os gendtipos G6P[5] e
G10P[11] e o gendtipo G?P[1].

Também em Goias, CARUZO et al. (2010) avaliaram 331 amostras nas
quais encontraram 9,9% de positivas. Neste estudo o gendtipo G6 foi o mais
prevalente (64,5%) seguido pelo gendtipo G10 detectado em 32,2% das amostras
testadas. Foram caracterizadas 32,2% das amostras como P[11] e 9,7% como
P[1].



2.4 Prevencdao da rotavirose em bezerros

A aplicacédo de medidas sanitarias, manejo e alimentacdo adequados,
sobretudo nos primeiros dias de vida, podem reduzir significativamente a
mortalidade e os gastos com tratamento de enfermidades em bezerros
(BOTTEON et al., 2008).

Apos se desenvolver no ambiente estéril do utero, os mamiferos nascem
em ambientes ricos em microrganismos e para sobreviver o animal recém-nascido
deve ser capaz de controlar a infeccao microbiana. Na pratica, o sistema imune
leva algum tempo para se tornar completamente funcional e os mecanismos inatos
sdo os responsaveis pela resisténcia inicial a infecgdo, entretanto, os recém
nascidos também sao protegidos pela transferéncia da imunidade da mae para a
prole (TIZARD, 2008).

Diferentemente dos humanos que possuem a placenta hemocorial, os
animais que possuem a placenta sindesmocorial como os bovinos nascem
agamaglobulémicos e adquirem as imunoglobulinas somente via ingestdo de
colostro nas primeiras 48 horas de vida (SAIF & FERNANDEZ, 1996; TIZARD,
2008).

O colostro contém as secregbes acumuladas da glandula mamaria nas
ultimas semanas de gestagdo, juntamente com as proteinas ativamente
transferidas a partir da corrente sangilinea, portanto € rico em imunoglobulinas
das classes IgG e IgA, mas também possui uma quantidade de IgM e IgE
(TIZARD, 2008).

O termo imunoglobulina é usado para descrever todos os receptores de
antigenos dos linfécitos B (BCRs) soluveis. A imunoglobulina da classe G é
encontrada em maiores concentragcbes no sangue sendo fundamental nos
mecanismos de defesa mediados por anticorpos. A IgG bovina € uma mistura de
trés subclasses (IgG1, 1gG2 e 1gG3) que diferem quanto as suas seqiéncias de
aminoacidos e propriedades fisicas como a mobilidade eletroforética. A IgG1 é a

imunoglobulina predominante no leite das vacas e os niveis de 1gG2 sé&o
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nitidamente herdados e estas subclasses apresentam diferentes atividades
biolbgicas como, por exemplo, a IgG2 bovina aglutina particulas antigénicas
enquanto que a IgG1 nao o faz. (TIZARD, 2008).

A IgM tem a segunda maior concentragdo no soro da maioria dos
mamiferos e é a principal imunoglobulina produzida durante uma resposta imune
primaria. E mais efetiva que a IgG na ativagdo do sistema complemento, na
opsonizagao, na neutralizagdo de virus e na aglutinagéo. A IgA é produzia nas
superficies corporeas e tem importancia critica na protecdo do trato intestinal,
respiratério e urogenital, glandula mamaria e olhos contra a invasdo microbiana,
podendo neutralizar virus, entretanto, no intestino sua funcéo mais importante é a
exclusdo imune que néo permite a aderéncia de virus e bactérias nos enterdcitos
(TIZARD, 2008).

Até a década de 80, o mecanismo da imunidade passiva para infec¢des
entéricas ndo estava bem definido. Numerosos estudos documentavam a
importancia da presenga continua de anticorpos locais no lumen intestinal para a
efetiva protegcdo contra virus entéricos que infectam a vilosidade das células
epiteliais. Anticorpos séricos, embora ndo essenciais para a protecdo destes
enterdcitos pareciam providenciar alguma protecdo em altos titulos (SAIF et al.,
1983).

As primeiras vacinas comerciais contra rotavirus eram vivas e modificadas
e, em um experimento, foram administradas pela via oral em bezerros dentro das
24 horas depois do nascimento, apdés um surto de diarréia no Canada. Os
pesquisadores relataram que a vacinagdo nao reduziu a incidéncia ou a
severidade da diarréia (ACRES & RADOSITIS, 1976).

Na década de 80, a estratégia de vacinagéo contra rotavirus foi alterada. Ao
invés da vacinagédo dos bezerros, SNODGRASS et al. (1980) vacinaram novilhas
pela via intramuscular e encontraram niveis colostrais de IgA e principalmente de
IgG1 aumentados nos animais vacinados. Este aumento dos anticorpos lacteos
atrasou o estabelecimento da infec¢gdo por rotavirus nos bezerros alimentados

com aqueles colostros.
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Posteriormente, SAIF et al. (1983) compararam a concentragdo de
imunoglobulinas do colostro de vacas vacinadas com vacina experimental,
aplicada pelas vias intramuscular e intramamaria, vacas vacinadas com vacina
comercial, aplicada pela via intramuscular e vacas néo vacinadas. As vacas
vacinadas com a vacina experimental obtiveram niveis significativamente maiores
de IgG1 no colostro e os bezerros alimentados com este colostro ficaram
protegidos quando desafiados com rotavirus.

Para avaliar se a IgG1, que protegia os bezerros, era proveniente do
colostro ndo absorvido ou se correlacionava com os niveis séricos, BESSER et al.
(1988) avaliaram a imunidade passiva associada com a transferéncia de
anticorpos séricos para o lumen intestinal e encontraram correlagdo entre
anticorpos neutralizantes presentes no intestino com os anticorpos séricos e
concluiram que os anticorpos intestinais eram provenientes da circulagédo e néo
remanescentes do colostro, o que também foi confirmado posteriormente por
PARRENO et al. (2004).

SNODGRASS et al. (1984) avaliaram a influéncia de sorotipos na resposta
imune e verificaram ndo haver protecéo cruzada entre dois sorotipos em bezerros.
Entretanto, verificaram aumento de titulos para cinco tipos de rotavirus em vacas
vacinadas com vacina monovalente, quando estas possuiam anticorpos
neutralizantes preexistentes, deduzindo que a vacinagdo com um sorotipo poderia
ser satisfatéria para as vacas.

WOODE et al. (1987) encontraram resultados diferentes ao verificarem que
a estirpe B223 (G10P[11]) de rotavirus possuia prote¢cdo cruzada com a B641
(G6P7[5]), mas esta ndo protegia contra a estirpe B223. Neste estudo, concluiu-se
que titulos de anticorpos séricos e coprolégicos mensurados por neutralizagdo em
placa ndo predizem o status de protegcdo contra virus desafio, ja que bezerros
vacinados com NCDV (G6P[1]) ou B641 desenvolveram anticorpos neutralizantes
para seus respectivos desafios heterélogos, mas, nédo ficaram protegidos. As

falhas da protecao vacinal foram atribuidas na época a presenca de bloqueio por
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anticorpos colostrais, pobre resposta a vacinagdo dos animais ou a presenga de
sorotipos diferentes da vacina.

Na década de 90, com advento da biologia molecular, novas tecnologias
foram desenvolvidas e vacinas recombinantes comecaram a ser testadas para a
prevencao da rotavirose.

FERNANDEZ et al. (1996), compararam uma vacina tradicional inativada
com duas vacinas de subunidades expressas em baculovirus: CLP (constituida
pela VP2 e VP6) e VLP (constituida pela VP2, VP4, VP6 e VP7). As vacas foram
vacinadas pela via intramuscular nove semanas antes do parto e pela via
intramamaria sete semanas antes do parto. A média geométrica dos titulos
avaliados por ELISA para IgG1, IgA, IgM e IgG2 foram significativamente maiores
nos soros dos grupos vacinados em relagao ao grupo controle. No colostro e leite,
os autores verificaram aumento significativo de IgG1, IgA e IgM nas vacas
vacinadas com a vacina VLP; IgG1, 1gG2, IgA e IgM nas vacas vacinadas com
CLP. As vacas vacinadas com a vacina inativada também demonstraram aumento
significativo de IgG1, IgA e IgM, apesar dos valores serem mais baixos que as
outras vacinas.

Posteriormente, FERNANDES et al. (1998) avaliaram a protegdo contra
rotavirus em bezerros suplementados com o colostro contendo anticorpos
neutralizantes das vacas vacinadas com VLP, CLP, vacina inativada, colostro de
vacas nao vacinadas ou privados de colostro. Os bezerros foram oralmente
desafiados com uma estirpe virulenta heter6loga do rotavirus aos 2 e 21 dias de
idade. Os niveis séricos e fecais de IgG1 foram maiores nos bezerros alimentados
com o colostro de vacas vacinadas com a VLP e CLP. Apdés o desafio, uma
quantidade menor de bezerros filhos de vacas vacinadas com as vacinas CLP e
inativada manifestou diarréia e excrecédo de rotavirus em comparagao aos grupos
controles e nenhum bezerro alimentado com o colostro VPL manifestou diarréia. A
imunidade ativa avaliada pelo aumento de IgM ocorreu nas fezes e/ou no soro da
maioria dos bezerros ap6s inoculagédo do rotavirus. Entretanto, a maior atividade

de resposta humoral (IgM e IgG no soro e IgM, IgG1 ou IgA nas fezes), apds a
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inoculagéo, foi nos grupos controles, em associagdo com a manifestagéo clinica
de diarréia na maioria destes animais. Apdés o0 segundo desafio, a diarréia e a
excrecao viral foi menor ou ausente em todos os grupos.

Continuando os estudos com vacinas VLP, KIM et al. (2002) avaliaram
vacinas multivalentes com os sorotipos predominantes IND (G6P[5])e 2292B (G10
P[11]) e concluiram que pelo menos dois diferentes sorotipos podem ser
misturados para conferir uma maxima resposta humoral aos sorotipos
incorporados.

GONZALES et al. (2010) avaliaram a eficacia de uma vacina recombinante
VPG, estirpe C-486 (P1G[6]) administrando o colostro das vacas vacinadas para
bezerros, que demonstraram uma reducgao da diarréia e excre¢ao viral em relagao
ao grupo controle.

Além das vacinas experimentais, no Japdo, KOHARA et al. (1997)
avaliaram a imunidade passiva a campo de uma vacina polivalente européia
(Lactovac; Hoechst, Germany) contendo rotavirus do grupo A V1005/78 (G10P[5])
e Holland (G6P[1]), ambos em titulos de 10"° TCIDs¢/5mL, e encontraram que a
vacinagcao aumentou os titulos séricos e colostrais de anticorpos para rotavirus
das vacas vacinadas e os niveis séricos de anticorpos nos bezerros, comparados
ao grupo controle; entretanto, os bezerros excretaram rotavirus G10P[11], sendo o
gendtipo P diferente do presente na vacina.

Em um outro estudo realizado no Ira, MOHAMMADI et al. (2004) avaliaram
uma vacina comercial multivalente (Kolibin RC) e verificaram que a vacinagéo das
vacas ndo ajudou na reducao da incidéncia de diarréia neonatal nos bezerros.

No Brasil, poucos trabalhos a campo com vacinas comerciais foram
realizados. SILVA et al. (2008) monitoraram a imunidade passiva de bezerros
alimentados com colostro de vacas imunizadas e ndo imunizadas contra rotavirus
bovino, estirpe NCDV Lincoln (G6), constatando que tanto no soro sanguineo
quanto no colostro, os titulos de IgG, IgG1 e IgG2 foram maiores no grupo de
animais vacinados, porém, esse aumento foi estatisticamente significativo apenas

no colostro. Também encontraram que os bezerros alimentados com o colostro
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das vacas vacinadas apresentaram titulos mais altos das imunoglobulinas IgG,
IgG1, 1gG2, IgA e IgM sendo que o aumento foi significativo apenas para IgA,
entretanto, a vacinacédo nao protegeu os bezerros das infec¢des naturais por nao
ser capaz de impedir a ocorréncia da rotavirose.

As vacinas comercializadas no Brasil até o presente momento s&o
produzidas em outros paises e contém estirpes das regides onde sdo produzidas
como NCDV Lincoln (G6P[1]), UK (G6P[5]) e B223 (G10P[11]) (SILVA, 2004) e
este estudo justifica-se por avaliar em condi¢des a campo, em uma mesma

propriedade, uma vacina comercial que contém a cepa T67 (G6) e B223 (G10).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar a imunidade ativa induzida por vacinagéo de vacas no terco final da
gestacdao com vacina comercial contendo rotavirus inativado (G6 e G10) e a
imunidade passiva dos bezerros nascidos e alimentados com o colostro das vacas
vacinadas e ndo vacinadas.

Avaliar a relacao entre a resposta imune passiva nos bezerros nascidos de

vacas imunizadas e nao imunizadas associada a detecgao de rotavirus nas fezes.

3.2 Objetivos Especificos

Avaliar os niveis séricos de imunoglobulinas anti-rotavirus em vacas
vacinadas e nao vacinadas antes da vacinagao (D-60), antes da revacinacao (D-
30) e no dia do parto (DO0).

Avaliar os niveis colostrais de imunoglobulinas anti-rotavirus no dia do parto
em vacas vacinadas e n&o vacinadas.

Avaliar os niveis séricos de imunoglobulinas anti-rotavirus em bezerros
nascidos de vacas vacinadas e ndo vacinadas, que mamaram seus respectivos
colostros.

Avaliar a associagdo entre a excrecédo fecal do rotavirus em bezerros

nascidos de vacas vacinadas e nao vacinadas.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Manejo dos animais e colheita das amostras

O experimento foi realizado em uma propriedade leiteira no municipio de
Cravinhos, Estado de Sao Paulo, produtora de 7.000 litros de leite/dia, com
ordenha trés vezes ao dia no sistema “free stall’, no periodo de junho/2011 a
abril/2012. As vacas da raca holandesa foram mantidas em confinamento e
alimentadas com feno, silagem de milho, farelo de soja, milho moido, carogo de
algodao, polpa citrica, suplemento mineral e receberam agua “ad libitum”.

Sessenta dias antes da data de paricdo, dezenove (19) vacas foram
aleatoriamente classificadas no grupo 1 (vacas vacinadas n=9) e grupo 2 (vacas
ndo vacinadas n=10). Trinta dias ap6s a primeira dose, todo o lote experimental foi
transferido para o piquete maternidade.

A vacina comercial (Rotatec®- Biogénesis Bago) utilizada contém em sua
composicado rotavirus bovino estirpe T67 (sorotipo G6), estirpe B223 (sorotipo
G10) e Escherichia coli J5 mutante rugosa cepa O111:B4 inativados, com
adjuvante oleoso, e foi aplicada conforme instrugédo do fabricante na dose de 3 mL
pela via subcutanea.

Cada bezerro neonato ficou com sua mae para mamar o colostro durante o
primeiro dia de vida e, a partir do segundo dia, foi transferido para bezerreiros
individuais e alimentado com “pool” de leite das vacas da propriedade, no balde,
duas vezes ao dia, permanecendo neste local durante todo o periodo experimental
(Figura 2).
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Figura 2. Bezerreiros da fazenda.

Os momentos das amostragens e os tipos de amostras estao relacionados

na Tabela 1.

Tabela 1: Momentos de amostragem e tipos de amostras colhidas das

vacas vacinadas e n&o vacinadas e seus respectivos bezerros.

Vacas Bezerros

D-60 D-30 DO DO D1 D7 D14 D21 D28

Sangue sangue sangue | sangue sangue sSsangue sangue sangue sangue

colostro | fezes fezes fezes fezes fezes fezes

D-60: dia da vacinacao e 60 dias antes do parto; D-30: dia da revacinacédo e 30 dias antes do
parto; DO: dia do parto; D1: até 1 dia apds o nascimento, D7: 7 dias ap6s o nascimento; D14: 14

dias ap6s o nascimento; D21: 21 dias ap6s o nascimento e D28: 28 dias apds o nascimento.

O sangue foi colhido através da venopung¢ao da veia mamaria das vacas e
jugular dos bezerros, em tubos a vacuo, siliconados, estéreis, sem anticoagulante,
identificados com o numero do animal e a data. O sangue colhido foi
imediatamente armazenado sob refrigeracao para deslocamento até o laboratério.
As fezes foram colhidas diretamente da ampola retal em luvas plasticas e
armazenadas em frascos universais e o colostro colhido através de ordenha
manual de cada um dos tetos, sendo reunido em uma unica aliquota por animal
(“pool”) em tubos plasticos de 50 mL, identificados com o numero do animal e

data.
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4.2 Processamento das amostras

No laboratorio, o sangue colhido foi centrifugado a 1.831 xg em centrifuga
refrigerada a 4°C (Excelsa 4, Modelo 280R, FANEM). O soro obtido pela
centrifugagdo foi armazenado, em duplicata, em tubos plasticos de 2,0 mL
identificados, em freezer a -20°C até o momento das analises.

Para obtencéo do soro lacteo no colostro, foi adicionado renina (coagulante
Estrela®), na proporgdo de 5% do volume da amostra a ser processada. Apos
incubacdo a 37°C, por 20 minutos, em banho-maria, as amostras foram
centrifugadas a 1.831 xg, por 30 minutos a 15°C. As aliquotas de soro lacteo
foram congeladas a -20°C até o momento das andlises.

As fezes apds coleta foram congeladas a -20°C até o momento das

analises.

4.3 Ensaio imunoenzimético indireto (ELISA indireto) para deteccéo de

anticorpos anti-rotavirus no soro sanguineo e no colostro

O antigeno de rotavirus bovino, estirpe UK (G6P[5]) (contendo 3,53 x 10’
UFP/mL), utilizado no teste de ELISA e gentiimente cedido pelo laboratério
Biogénesis da Argentina, foi precipitado através da técnica descrita por
KILLINGTON et al. (1996) com algumas alteracgdes.

Para semipurificar o antigeno, foi adicionado PEG 6000 a uma
concentragdo final de 7% em 250 mL de antigeno, sob agitagdo magnética,
durante 1 hora para completa solubilizagdo, com posterior refrigeragcdo a 4°C,
durante uma noite para a precipitagdo. Posteriormente, o antigeno com PEG foi

centrifugado a 1.831 xg em centrifuga refrigerada a 4°C (Excelsa 4, Modelo 280R,
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FANEM), durante 30 minutos, para formacgéo do “pellet”, que foi ressuspendido em
15 mL de PBS.

A determinacdo de imunoglobulinas (IgG, 1gG1, IgG2, IgM e IgA) anti-
rotavirus no soro sanglineo e colostro foi realizada através de ensaio
imunoenzimtico indireto, de acordo com a técnica descrita por FERNANDEZ et al.
(1996) e SILVA (2004) com algumas modificagdes.

Para sensibilizacdo das placas, empregou-se 50 uL de antigeno viral em
cada um dos 96 pocos na diluigdo 1:8, estabelecida por SILVA (2004), em tampao
carbonato/bicarbonato, 0,05M, pH 9,6. As placas foram incubadas por 18 horas a
4°C.

Foram realizadas quatro lavagens sucessivas com 250 uL por pogo em
cada lavagem, com solug¢do salina 0,85%, preparada imediatamente antes de
cada experimento, em lavadora automatica (WellWash 4NK2- Thermo Scientific).

Apdés a lavagem das microplacas foram adicionados 100 pL/poco de
solugédo bloqueadora, contendo ovoalbumina grau V (Sigma) a 1,5% diluida em
PBS. As placas foram incubadas durante 1 hora a 37°C, em cémara umida, e
depois, lavadas como descrito anteriormente.

Em todas as placas foi utilizado um soro controle positivo gentilmente
cedido pela médica veterinaria Thais Gomes Rocha, colhido de um bezerro que
havia excretado rotavirus nas fezes pela técnica do PAGE e previamente titulado,
em diluicdes que proporcionaram densidades opticas (DOs) ao redor de 1,0 a 2,0.
O soro controle negativo foi colhido de um bezerro do experimento, antes da
mamada do colostro e previamente titulado, em diluicbes que proporcionaram
densidades opticas (DOs) de 0,1 a 0,2. As reacgdes inespecificas foram
controladas pelo controle branco da prova que deveria apresentar valores < 0,1 de
DO.

Baseado nos resultados da titulagcdo do soro positivo e negativo, utilizou-se
para a pesquisa das imunoglobulinas IgG, IgG1, 19G2, IgM e IgA uma diluigdo do
soro sanguineo de cada amostra de 1:200, 1:100, 1:25, 1:800 e 1:25

respectivamente, em tampao de PBS contendo 0,05% de “Tween 20" e 1%
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ovoalbumina Grau Il (PBSTOII). No colostro as diluicées para 1gG, IgG1, 1gG2,
IgM e IgA foram 1:800; 1:1.600, 1:800, 1:1600 1:800, no mesmo tamp&o acima
descrito.

As amostras diluidas foram transferidas para as placas (50 uL por pogo) em
duplicata e foram incubadas durante 1 hora a 37°C, em camara Uumida, com
agitacdo durante os primeiros 20 minutos, para melhor homogenizacdo dos
reagentes. ApO0s a incubacdo, as placas foram lavadas com solugdo salina
(0,85%) adicionada de 0,05 % de “Tween 20”.

Foram adicionados 50 pyL por cavidade das seguintes diluigbes dos
conjugados imunoenzimaticos (imunoglobulinas ligadas a enzima peroxidase),
diluidos no tampéao PBSTOII:

Tabela 2: Dilui¢cdes utilizadas dos conjugados imunoenzimaticos na técnica
de ELISA indireto.

Conjugado Diluicao Fornecedor
IgG de coelho anti IgG bovino 1 : 1000 Sigma-Aldrich -EUA
IgG de ovino anti IgG1 bovino  1: 500 Bethyl Laboratories -EUA
IgG de ovino anti IgG2 bovino  1:200  Bethyl Laboratories -EUA
IgG coelho anti IgM bovino 1:4000 Bethyl Laboratories -EUA
IgG coelho anti IgA bovino 1:1000 Bethyl Laboratories -EUA

As placas foram incubadas durante 1 hora a 37° em camara umida, com
agitacao, e posteriormente lavadas com solucéo salina (0,85%) adicionada de 2%
de “Tween 20".

Para finalizar a reagédo, foram adicionadas 50 pL por cavidade de uma
solugdo cromdgena contendo 2 mg de ortofenilenodiamino (OPD) diluida em 5,5
mL de solugdo de citrato de sodio fosfato, pH 4,9-5,2, acrescida de peroxido de
hidrogénio a 3%. A placa foi incubada durante 15 minutos, a temperatura
ambiente, sob protecéo da iluminacao direta. A reagéo foi bloqueada com a adi¢ao

de 50 pL, por cavidade, de solugao de acido cloridrico (HCI) 2M e as leituras das
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densidades o6ticas (DO) foram realizadas em leitor de microplaca (Multiskan EX-
Thermo Scientific- EUA) a um comprimento de onda de 492 nm.

As médias das DOs para cada amostra teste foram transformadas em valor
amostra/positivo (A/P), calculado através da seguinte férmula:

A/P= Z-X/Y-X, onde:

Z= DO média da amostra teste

X= DO média do controle negativo

Y= DO média do controle positivo

Como as amostras de soro sanguineo e de colostro foram analisadas em
diferentes diluicbes por classe de imunoglobulina, as diferengcas foram corrigidas
multiplicando-se os valores de A/P de cada amostra pelo fator de diluicdo dos

SOros.

4.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A analise da presenca de rotavirus nas fezes foi realizada através da
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), segundo PEREIRA
et al. (1983), com algumas modificag¢des.

Aproximadamente 0,25g de fezes foram ressuspendidas em 1,0 mL de
tampé&o Tris/HCI/Ca™ pH 7,3, 0,1M, homogeneizadas e mantidas a temperatura
ambiente, durante 30 minutos, com agitacdo em “vértex” a cada 10 minutos.

Posteriormente, foram centrifugadas a 13.201 xg durante 15 minutos e 400
ML do sobrenadante foi transferido para microtubos que foram adicionados de 40
ML de dodecil sulfato de sodio (SDS a 10%) e incubados em banho-maria a
temperatura de 37°C, durante 30 minutos.

Para extracdo do acido nucléico viral, foram adicionados 200 pL de fenol e
200 pL de cloroférmio em cada tubo, permanecendo a temperatura ambiente por

15 minutos, com agitacdo a cada 5 minutos. Posteriormente, as amostras foram
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centrifugadas a 13.201 xg por 15 minutos, sendo o sobrenadante transferido para
microtubos contendo 40 uL de NaCl a 20%.

Foi adicionado 1 mL de etanol refrigerado a 4°C, em cada tubo e as
amostras foram homogeneizadas e mantidas a -20°C por 18 horas.

Apods este periodo os tubos foram centrifugados a 13.000 xg em centrifuga
refrigerada a 4°C (Excelsa 4, Modelo 280R, FANEM- Brasil), durante 30 minutos.

O sobrenadante foi desprezado e o precipitado foi seco em temperatura
ambiente. O “pellet” formado foi ressuspendido em 20 pL de dissociador de
amostra (3% SDS, 12,5% Tris/HCI 0,5M pH 6,8; 5% 2-mercaptoetanol, 0,05% azul
de bromofenol; 40% de glicerol) e posteriormente incubado em banho maria a
37°C por 30 minutos, estando pronto para aplicagdo no gel de poliacrilamida.

Para preparar o gel, foi utlizada solucdo estoque de
acrilamida/bisacrilamida na concentragéo 30/0,8.

O gel inferior (acrilamida 7,5%-bisacrilamida 0,2% em tamp&o Tris/HCl 3mM
pH 8,8; TEMED 0,2%, persulfato de aménio 0,03mM) e, posteriormente, o gel
superior (acrilamida 3,5%-bisacrilamida 0,045% em tampéao Tris/HCI 6mM pH 6,8;
TEMED 0,2%, persulfato de amoénio 0,015%) foram distribuidos no espaco
formado entre as duas placas de vidro (9,0 x 9,0 cm) separadas por espagadores
de 1,0 mm de espessura, inseridos no sistema para eletroforese (Hoefer-EUA).
Imediatamente ap6s a distribuicdo do gel, foi colocado um pente na depresséo
superior para a formagao das canaletas.

Apbs a polimerizacao, o gel foi colocado na cuba de corrida, preenchendo-
se o0s reservatérios da cuba com tampé&o Tris/glicina (0,025M; 0,109M pH 8,3). A
corrida foi realizada a 20mA/placa durante 2 horas.

Ao término da corrida, o gel foi lavado trés vezes com agua destilada e
fixado em solugdo de etanol (10%) e acido acético (1%) sob agitagdo.
Posteriormente foi corado com nitrato de prata 0,011 M durante 1 hora. O gel foi
lavado para retirada do excesso do corante e foi adicionada a solugao reveladora
de hidréxido de sodio 0,75M e formaldeido (0,95%) até a visualizacdo do RNA
viral (HERRING et al., 1982).
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O processo de coloracao foi bloqueado com a adi¢cao de solugéo de acido
acético 5% e o gel foi conservado em solucéo de etanol 10%. Os géis positivos

foram posteriormente digitalizados (Scanner HP 6800).

4.5 Andlise estatistica

Andlise de variancia de medidas repetidas (ANOVA) foi o método estatistico
usado para avaliar os dados tabulados. Compara¢des de médias aos pares foram
feitas utilizando-se o teste de Tukey. Um valor de p<0,05 foi considerado
estatisticamente significante, tendo como fontes de variacéo os grupos (vacinados
e controle), os momentos e as interagdes entre momentos e grupos. A associagao
entre a presenca do rotavirus nas fezes de animais vacinados e nao vacinados foi
analisada pelo teste exato de Fischer. Todos os resultados foram obtidos com o
programa SAS (SAS V 9-2010) (PETRIE & WATSON, 2006).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Niveis séricos de imunoglobulinas anti-rotavirus em vacas
vacinadas e ndo vacinadas antes da vacinacéo (D-60), antes da revacinacao
(D-30) e no dia do parto

Os niveis séricos médios das imunoglobulinas 1gG, 1gG1, 1gG2, IgM, e IgA
em valores de A/P, corrigidos pela diluicdo dos soros, estao relacionados na
tabela 3.

Tabela 3: Niveis séricos médios de imunoglobulinas anti-rotavirus, mensurados
por ELISA indireto, em vacas vacinadas e nao vacinadas contra rotavirus, 60 e 30

dias antes do parto e no dia do parto.

Imunoglobulinas e Tempo
Grupos D-60 D-30 D-0

IgG

Grupo 1 (vacinado) 148,2 + 422 168,0 + 37,0 161,8 £+ 31,2
Grupo 2 (controle) 158,3 + 40,5 163,6 + 234 133,56 + 24,9
lgG1

Grupo 1 (vacinado)* 130,0 £+ 294 1455 + 18,1 1359 £+ 424
Grupo 2 (controle) 119,9 + 36,0 111,9 + 31,3 856 + 33,7
IgG2

Grupo 1 (vacinado) 266 + 104 33,0 * 8,0 439 + 13,8
Grupo 2 (controle) 248 + 14,1 355 + 18,6 306 £+ 13,3
IgM

Grupo 1 (vacinado) 387,9 + 1334 407,5 £ 151,6 3114 + 424
Grupo 2 (controle)* 488,4 + 106,6 546,0 + 122,6 4852 + 102,3
IgA

Grupo 1 (vacinado) 25,3 ¢ 0,4 254 + 0,2 251 + 0,6
Grupo 2 (controle)* 26,2 * 0,6 259 * 0,9 259 + 1,1

* p<0,05 pelo teste de Tukey
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A partir dos dados das tabelas 2 foi elaborada a figura 3, com os valores

das médias dos grupos.

A/P
800,0

700,0

600,0

500,0

400,0 = D-60

300,0
H D-30

200,0 D-0

100,0

0,0

G2 (controle)
G1 (vacinado)
G2 (controle)

G2 (controle)
G1 (vacinado)

G1 (vacinado)
G2 (controle)
G1 (vacinado)
G2 (controle)
G1 (vacinado)

IgG IgG1 IgG2 IgM IgA

*p<0,05 pelo teste de Tukey.
Figura 3. Niveis séricos médios de imunoglobulinas anti-rotavirus, mensurados

por ELISA indireto, antes da vacinacao (D-60), antes da revacinacdo (D-30) e no
dia do parto em vacas vacinadas comparativamente com vacas ndo vacinadas

(controle).

Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre os
grupos e os momentos para a 1gG.

Para a IgG1 houve diferencga significativa entre os grupos, sendo que grupo
das vacas vacinadas apresentaram, em média, os maiores valores pelo teste de
Tukey.

Estes dados corroboram com os achados de KIM et al. (2002) que
detectaram niveis de IgG1 significativamente aumentados ap6s a vacinagdo com

vacina recombinante (VLP) e FENANDEZ et al. (1996) que verificaram niveis
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aumentados da IgG1 em vacas vacinadas com a vacina VLP, CLP e vacina
comercial composta pela estirpe SA11 inativada.

SAIF et al. (1984) também verificaram niveis de 1gG1 aumentados em
vacas vacinadas com vacina viva modificada aplicada pelas vias intramuscular
(IM) e intramamaria (IMm), mas nao houveram diferengas entre vacas vacinadas
pela via IM com uma vacina comercial viva modificada e vacas n&o vacinadas.

Para a imunoglobulina IgG2, apesar da interagdo entre momentos e grupos
nao ter sido significativa a 5% (p=0,25) em uma analise mais detalhada verificou-
se que o grupo das vacas vacinadas apresentaram valores maiores que o grupo
das vacas ndo vacinadas no momento do parto, indicando um possivel efeito da
vacinagao para esta imunoglobulina.

Os niveis séricos aumentados de imunoglobulinas da classe G em animais
vacinados eram esperados uma vez que a literatura relata que a exposi¢cdo a um
antigeno estimula a producgéo de células de meméria e conseqientemente, apds
uma segunda exposicdo, a IgG é produzida preferencialmente em relagéo a IgM,
(TIZARD, 2002).

Para a IgM houve diferenca significativa entre os grupos sendo que o grupo
das vacas nao vacinadas apresentaram, em meédia, os maiores valores. SILVA
(2004) também encontrou niveis significativamente mais altos de IgM no soro
sanguineo das vacas nao vacinadas.

Para a IgA houve diferenca significativa entre os grupos, sendo os maiores
valores encontrados nas vacas n&o vacinadas. Estes dados sdo contrarios aos
encontrados por FERNANDEZ et al. (1996) que verificaram aumento de todas as
classes de imunoglobulinas nas vacas vacinadas com trés vacinas distintas (VLP,
CLP e vacina produzida com a estirpe SA11, inativada e formulada com adjuvante
incompleto de Freund).

Os niveis séricos de IgM e IgA aumentados nas vacas do grupo controle
pode ser um forte indicativo da circulagéo viral nesta propriedade. O aumento
destas imunoglobulinas também foi verificado por VAN ZAANE et al. (1986) SAIF
(1987) e FERNANDEZ et al. (1998) ap6s desafio com rotavirus em bezerros.
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Em relagcdo aos momentos os niveis de IgG, IgM e IgA nao diferiram
significativamente.

Os niveis de IgG1 no dia do parto foram significativamente menores do que
no dia D-30. Este achado corrobora com a literatura, pois esta é a principal
imunoglobulina do colostro e leite e é transferida seletivamente da corrente
sanguinea para a glandula mamaria (TIZARD, 2002).

Os niveis de IgG2 foram significativamente menores no dia D-60 em
relacao aos dias D-30 e dia do parto.

Observou-se neste estudo uma predominéncia sérica da classe IgM,
seguida pelas classes IgG e subclasse IgG1. As imunoglobulinas da classe IgA e
subclasse IgG2 apresentaram os niveis mais baixos. Estes dados estdo de acordo
com SILVA (2004), entretanto discordam de FERNANDEZ et al. (1996) que
encontraram predominancia da subclasse IgG2 ap6s a vacinagdo com as vacinas
VLP, CLP e SA11 inativada.

Verificou-se neste estudo um aumento médio dos niveis de todas as
imunoglobulinas no dia da revacinacgéao, ou seja, 30 dias apds a primovacinagao, e
um declinio nos niveis destas imunoglobulinas no dia do parto.

Estes dados diferem de SNODGRASS et al. (1980) que encontraram niveis
séricos de anticorpos neutralizantes significativamente aumentados em novilhas
vacinadas com vacina inativada pelo formol e adjuvada com adjuvante incompleto
de Freund, com a média de titulos variando de 63 no dia da vacinagédo a um pico
de 11.910 um més apds a vacinacéo. Estes titulos se mantiveram altos durante
toda a gestagédo e estavam em 3.929 apds a revacinagao, que ocorreu 7 meses
apo6s. Nove meses apds a primovacinagéao, o titulo médio foi de 3.092 nas vacas
vacinadas e 74 das vacas ndo vacinadas. KOHARA et al. (1997) também
encontraram anticorpos neutralizantes séricos aumentados em vacas vacinadas
com uma vacina comercial, que continha o rotavirus inativado, em relagdo as
vacas nao vacinadas. SAIF et al. (1984) encontraram que niveis séricos de

anticorpos em vacas vacinadas com uma vacina viva modificada comercial nao
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diferiram significativamente de vacas n&o vacinadas, concordando com os dados

encontrados neste trabalho.

5.2 Niveis colostrais de imunoglobulinas anti-rotavirus em vacas
vacinadas e ndo vacinadas, antes da vacinagéao (D-60), da revacinacao (D-30)

e no dia do parto (DO)

Os niveis colostrais médios das imunoglobulinas IgG, 1gG1, 19G2, IgM e IgA
anti-rotavirus em valores de A/P corrigido pela diluigdo no colostro foram

determinados por ELISA indireto conforme demonstrado na tabela 3.

Tabela 4: Niveis médios de imunoglobulinas anti-rotavirus, mensuradas por ELISA

indireto, no colostro de vacas vacinadas e ndo vacinadas, no dia do parto.

Imunoglobulina e Tempo
Grupo DO

IgG

Grupo 1 (vacinado) 1.218,2 + 245,0
Grupo 2 (controle) 937,7 + 362,1
lgG1

Grupo 1 (vacinado) 1.450,0 * 340,6
Grupo 2 (controle) 1.312,6 * 541,0
lgG2

Grupo 1 (vacinado)* 99,8 + 51,4
Grupo 2 (controle) 50,5 + 32,3
IgM

Grupo 1 (vacinado) 1.523,1 + 510,5
Grupo 2 (controle) 1.637,0 837,9
IgA

Grupo 1 (vacinado) 616,2 + 32,3
Grupo 2 (controle) 603,5 * 2151

* p<0,05 pelo teste de Tukey



29

A/P
3.000,0

2.500,0

2.000,0 -

* p<0,05 pelo teste de Tukey.
Figura 4: Niveis médios de imunoglobulinas anti-rotavirus, mensuradas por ELISA

indireto, no colostro de vacas vacinadas e ndo vacinadas, no dia do parto.

Nao houveram diferencas estatisticas significativas para as imunoglobulinas
das classes IgG, 1gG1, IgM e IgA mensuradas no colostro das vacas vacinadas e
nao vacinadas no dia do parto mas os niveis de 1gG2 foram significativamente
maiores no colostro das vacas vacinadas.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica, os niveis de IgG1 foram maiores
nas vacas vacinadas, e os niveis de IgM foram maiores nas vacas nio vacinadas,
0 que condiz com os niveis séricos de IgG1 significativamente aumentados nas
vacas vacinadas e IgM significativamente aumentados nas vacas nao vacinadas,
ja que estas imunoglobulinas séo transferidas do sangue para o colostro (TIZARD,
2008). Os niveis de IgA foram maiores nas vacas vacinadas, apesar de estarem

significativamente aumentados no soro das vacas ndo vacinadas. Este achado
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pode ser correlacionado com o fato de esta imunoglobulina também ser
sintetizada no tecido mamario além de ser transferida para o colostro através do
sangue materno (TIZARD, 2008).

SAIF et al. (1983) também n&o encontraram diferencas nos niveis de
anticorpos colostrais em animais vacinados com vacina comercial e animais nao
vacinados, mas encontraram niveis colostrais aumentados de IgG1 em vacas
vacinadas com uma vacina experimental. Estes dados diferem dos autores
SNODGRASS et al. (1980) que encontraram niveis colostrais de 1gG1 e IgA
significativamente aumentados em novilhas vacinadas e FERNANDEZ et al.
(1996) que encontraram todas as imunoglobulinas aumentadas no colostro de
vacas vacinadas com a vacina CLP e as imunoglobulinas IgG1, IgA e IgM
aumentadas em vacas vacinadas com vacina VLP e inativada, apesar dos niveis
desta ultima serem inferiores aos demais. KOHARA et al. (1997) encontraram
niveis de anticorpos neutralizantes significativamente aumentados no colostro de
vacas vacinadas com vacina comercial, e no Brasil, SILVA et al. (2008) também
encontraram niveis de 1IgG, 1gG1 e 1gG2 significativamente aumentados no

colostro de vacas vacinadas com vacina inativada comercial.
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5.3 Niveis séricos de imunoglobulinas anti-rotavirus em bezerros

nascidos de vacas vacinadas e nado vacinadas que mamaram Sseus

respectivos colostros

Os niveis séricos médios das imunoglobulinas 1gG, 1gG1, 1gG2 , IgM, e IgA

anti-rotavirus em valores de A/P corrigido pela diluicdo dos soros foram

determinados no dia do nascimento, antes da mamada do colostro, e 1, 7, 14 21 e

28 dias ap6s o nascimento em bezerros nascidos de vacas vacinadas e nao

vacinadas que receberam colostros de suas respectivas maes no dia do

nascimento estdo relacionados na tabela 4.

Tabela 5: Niveis séricos médios de imunoglobulinas anti-rotavirus, mensurados

por ELISA indireto em bezerros, no dia do nascimento e 1, 7 14 21 e 28 dias ap6s

0 nascimento.

Imunoglobulina

e Grupo

IgG

G1 (vacinado)
G2 (controle)
1gG1

G1 (vacinado)
G2 (controle)
1gG2

G1 (vacinado)
G2 (controle)
IgM

G1 (vacinado)
G2(controle)
IgA

G1 (vacinado)
G2 (controle)

Tempo

DO D1 D7 D14 D21 D28
1,0£1,8 148,6191,1 146,2+47,9 134,9+63,8 127,5+55,9 112,7+55,3
,0£0,1 185+43,5 152,1£48,3 132,7+33,7 116,2+36,9 98,7140,3
4,846,1 138,4+71,5 139,5461,0 143,6+59,1 142,0+55,5 197,84+98,0
2,943,2 155,2432,3 160,3%29,2 159,8+35,6 153,4+31,8 143,31+40,2
4,2+57 18,4+14,8 11,045,5 5,5+£3,3 5,1£3,7 7,615,7
2,8t2,1 15,116,2 10,2+3,7 7,0£5,8 9,2+8,3 8,617,4
8,1£7,5 190,4+129,1 142,0+163,0 33,8+11,6 96,7+89,6 58,0+47,1
0,4+0,9 329,7+111,9 101,7467,0 30,7£19,9 27,7424,0 49,8+45,3
4,7+8,7 21,0£9,5 19,415,6 15,3¢5,6  19,1+6,7 17,616,6
2,226 25,9+14 22,6+3,9 14,6£50 14,8%£3,1 17,348,8
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Figura 5. Niveis séricos médios (A/P) de imunoglobulinas anti-rotavirus,
mensurados por ELISA indireto, em bezerros nascidos de vacas vacinadas no dia
do nascimento (antes de mamar o colostro) e 1, 7, 14 21 e 28 dias apds o

nascimento.

Figura 6: Niveis séricos médios (A/P) de imunoglobulinas anti-rotavirus,
mensurados por ELISA indireto, em bezerros nascidos de vacas nédo vacinadas no
dia do nascimento (antes de mamar o colostro) e 1, 7, 14 21 e 28 dias apos o

nascimento.
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Para a imunoglobulina IgG ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.
O dia do nascimento diferiu significativamente dos outros, tendo os menores
niveis.

AP

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey p<0,05.

Figura 7. Niveis séricos médios (A/P) de IgG, mensurados por ELISA indireto, em
bezerros nascidos de vacas vacinadas e ndo vacinadas, no dia do nascimento

(antes de mamar o colostro) e 1, 7, 14 21 e 28 dias apds o nascimento.

Para a imunoglobulina IgG1 dos bezerros, no dia do nascimento, os valores
séricos médios foram estatisticamente menores do que os momentos seguintes,

entretanto ndo foram encontradas diferencas entre grupos.
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AR

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey p<005.

Figura 8: Niveis séricos médios (A/P) de 1gG1, mensurados por ELISA indireto,
em bezerros nascidos de vacas vacinadas e ndo vacinadas, no dia do nascimento

(antes de mamar o colostro) e 1, 7, 14 21 e 28 dias apds o0 nascimento.

Para a imunoglobulina 1gG2 ndo houve diferenca significativa entre os
grupos. O primeiro dia ap6s o nascimento diferiu significativamente dos momentos
0, 14, 21 e 28.
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AR

Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Tukey p<005.
Figura 9. Niveis séricos médios (A/P) de 1gG2, mensurados por ELISA indireto,
em bezerros nascidos de vacas vacinadas e nao vacinadas no dia do nascimento

(antes de mamar o colostro) e 1, 7, 14 21 e 28 dias apds o nascimento.

Para a imunoglobulina IgM, houve diferenga significativa da interacéo
grupo/ momento no primeiro dia apdés o nascimento, sendo que os valores
encontrados no grupo de bezerros filhos de vacas n&o vacinadas foram
significativamente maiores. Entre momentos, o primeiro dia ap6s o nascimento foi

significativamente maior do que todos os outros momentos.
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AP

Letras iguais n&o diferem entre si pelo teste de Tukey p<005.

* diferencga estatisticamente significante da interagdo grupo*momento

Figura 10. Niveis séricos médios (A/P) de IgM, mensurados por ELISA indireto,
em bezerros nascidos de vacas vacinadas e ndo vacinadas no dia do nascimento

(antes de mamar o colostro) e 1, 7, 14 21 e 28 dias apds o nascimento.

Para a imunoglobulina IgA houve diferenca estatistica entre os momentos

sendo que o DO teve os menores valores.
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AP

Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey p<0,05

Figura 11: Niveis séricos médios (A/P) de IgA, mensurados por ELISA indireto,
em bezerros nascidos de vacas vacinadas e ndo vacinadas no dia do nascimento

(antes de mamar o colostro) e 1, 7, 14 21 e 28 dias apds o nascimento.

A analise do soro sangiineo dos bezerros nascidos de vacas vacinadas e
nao vacinadas revelou aumento significativo para todas as imunoglobulinas entre
o dia do nascimento (D0O) e o primeiro dia de vida (D1), o que era de se esperar,
pelo fato dos bezerros nascerem agamaglobulémicos (SAIF & FERNANDES,
1996).

Apesar de nao haver diferengas significativas das imunoglobulinas séricas
entre os grupos de bezerros, houve diferenca significativa da interacdo
grupo/momento para a IgM. No primeiro dia apdés o0 nascimento esta
imunoglobulina estava significativamente aumentada no grupo dos bezerros
nascidos de vacas nao vacinadas. Neste estudo, os niveis de IgM estavam

superiores, embora nao significativo, no colostro das vacas n&do vacinadas, e
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significativamente aumentados no sangue destas vacas. Niveis aumentados de
imunoglobulinas no sangue e colostro de vacas refletindo em aumento dos niveis
séricos em bezerros também foram descritos por FERNANDEZ et al. (1998)
embora os mecanismos de transporte de imunoglobulina através do epitélio
intestinal ter sido comprovado apenas para a IgG1.

Apesar dos niveis séricos de IgG1 estarem significativamente aumentados
no grupo das vacas vacinadas esta diferenca significativa ndo foi encontrada no
colostro destas vacas e nem no sangue dos bezerros nascidos das mesmas ao
primeiro dia de vida. FERNANDEZ et al. (1998) encontraram niveis séricos
aumentados de IgG1 nos bezerros alimentados com colostro de vacas vacinadas
com a vacina VLP e CLP e niveis de IgA aumentados nos bezerros alimentados
com o colostro das vacas vacinadas com a vacina VLP. SILVA (2004) nao
encontrou diferengas das imunoglobulinas 1gG, IgG1, IgA e IgM no soro dos
bezerros, sendo que a IgG2 foi estatisticamente superior no grupo dos bezerros
nascidos das vacas vacinadas até os 14 dias de idade.

Ao longo do periodo avaliado, as imunoglobulinas tiveram um declinio
gradativo, entretanto houve um aumento dos niveis de IgM nos bezerros filhos de
vacas vacinadas aos 21 dias (Figura 10). FERNANDES et al. (1996) também
verificaram aumento de IgM nos grupo de bezerros que n&o receberam colostro ou
receberam colostro controle 7 dias apds o desafio, indicando que a resposta ativa
nos bezerros que foram alimentados com colostro de vacas vacinadas foi de
menor magnitude, desenvolvida posteriormente e, quando presente, associada
principalmente a IgM, dados consistentes com a supressdo da resposta ativa
pelos anticorpos maternos.

No dia D21 foi encontrada excreg¢do viral de rotavirus em um bezerro
nascido de vaca vacinada, entretanto, os niveis de imunoglobulinas deste animal
nao foram diferentes dos niveis observados nos outros bezerros do grupo nesta
data, ndo podendo assim atribuir o aumento dos niveis de IgM unicamente a este

bezerro.
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5.4 Excrecdo de rotavirus em bezerros nascidos de vacas vacinada e

nao vacinadas

O rotavirus bovino do grupo A foi detectado em trés amostras de fezes
(2,63%) através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo uma
amostra de bezerro nascido de vaca vacinada (1/52 ou 1,92%) e 2 amostras de
bezerros nascidos de vacas ndo vacinadas (2/58 ou 3,45%). KOHARA et al.
(1997) encontraram deteccéo de rotavirus em 7,8% de bezerros nascidos de
vacas vacinadas com vacina comercial e 17,4% em bezerros nascidos de vacas
ndo vacinadas. Ja SILVA (2004) encontrou uma prevaléncia de 9,9% nos bezerros
nascidos de vacas vacinadas e 2,2% em bezerros nascidos de vacas nao
vacinadas.

Pelo teste exato de Fischer ndo houve associacao entre a presenca do
rotavirus nas fezes de bezerros nascidos de vacas vacinadas ou ndo vacinadas.
Uma das amostras positivas foi detectada em fezes de consisténcia pastosa (nédo
diarréica) de um bezerro, filho da vaca vacinada aos 21 dias ap6s o nascimento
(D21), as outras duas amostras positivas foram detectadas em bezerros filhos de
vacas nao vacinadas, sendo uma no sétimo (D7) dia p6és nascimento, de
consisténcia pastosa (nao diarréica), porém, com coloragcado esbranquicada e a
outra detectada no D14, sendo a unica diarréica.

SNODGRASS et al. (1980) verificaram que bezerros nascidos e
alimentados com colostro de vacas vacinadas tiveram um atraso no periodo de
incubagcao e pré-patente em bezerros nascidos de novilhas vacinadas, quando
desafiados. J& FERNANDEZ et al. (1998) mostraram que a vacinagdo de vacas
com vacinas VLP e CLP diminuiu a severidade da diarréia mas houve excregao
viral pds inoculacdo em todos os grupos. GONZALEZ et al. (2010) também

verificaram que bezerros alimentados com colostro com altos niveis de anticorpos
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tiveram atraso e reducdo da diarréia e excregao viral em comparagcdo aos
bezerros controles.
Apesar da baixa prevaléncia de rotavirus detectadas neste estudo
(apenas 3 bezerros) esta detecgéo foi mais tardia (aos 21 dias) no bezerro nascido
de vaca vacinada. Nos dois bezerros nascidos de vacas nao vacinados a excregéo
foi aos 7 e 14 dias pds nascimento. Este fato pode ser explicado pelo bom manejo
da propriedade e vacinagdes repetidas contra a diarréia neonatal bovina nas
vacas, ja que as infecgbes virais tendem a ser mais brandas quando ocorre uma
interacédo ao longo do tempo entre os virus e seus hospedeiros (TIZARD, 2008).
Dos autores que avaliaram vacinas comerciais em condigdes de campo
KOHARA et al. (1997) verificaram que a morbidade da diarréia foi de 56,9% e 50%
em bezerros nascidos de vacas vacinadas e n&o vacinadas respectivamente, e
ndo encontraram diferengas entre o inicio e a duragdo da diarréia em bezerros
nascidos de vacas vacinadas ou controle. MOHAMMADI et al. (2004) também
verificaram que a vacinagdo de vacas nao ajudou na reducgdo da incidéncia da
diarréia neonatal bovina. No Brasil, SILVA (2004) encontrou excregdo viral no
sétimo dia em bezerros nascidos de vacas ndo vacinadas e aos 14 dias em
bezerros filhos de vacas vacinadas, corroborando com os dados deste estudo de
que a vacinacao materna no terco final da gestacéo, n&o evitou a excrecao viral de

rotavirus nas fezes dos bezerros.
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6. CONCLUSOES

O uso da vacina comercial inativada contra rotavirus no terco final de

gestacdo em um rebanho leiteiro mostrou que:

- A circulacgéo viral esteve mais evidente nas vacas nao vacinadas, porque
estas apresentaram niveis séricos maiores da imunoglobulina IgM, que € a

principal imunoglobulina em uma resposta imune primaria.

- A vacinagcido melhorou a imunidade e as taxas de IgG1 das vacas diante

de um rebanho que teve circulagao do rotavirus.

- Os niveis de 1gG2 do colostro foram aumentados pela vacinagao antes do

parto.

- As taxas de qualquer das imunoglobulinas séricas dos bezerros nao foram

aumentadas pela ingestéo do colostro de vacas vacinadas

- O aumento postergado de IgM sérico nos bezerros nascidos das vacas
vacinadas indicou que a vacinagdo atrasou mas n&o evitou a ocorréncia da

rotavirose na prole.

- Ocorreu excregdo viral mais precoce nos bezerros das vacas nao
vacinadas (idade de 7 e 14 dias) e mais tardia no bezerro da vaca vacinada (idade
de 21 dias).
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