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MODELO EXPERIMENTAL COM CAPRINOS E COBAIAS PARA A AVALIACAO DA
EFICACIA DE VACINAS CONTRA O HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 E O VIRUS DA
DIARREIA VIRAL BOVINA TIPOS 1 E 2

RESUMO

A presente pesquisa teve como objetivo avaliar a utilizacdo de cobaias e caprinos para
teste de vacinas contra o herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e os virus da diarreia viral
bovina tipos 1 (BVDV-1) e 2 (BVDV-2). Inicialmente foi realizada a infeccdo
experimental em cobaias e bovinos, com esses trés virus, para verificar a maxima
resposta imunogénica em ambas as espécies. As médias geométricas dos titulos de
anticorpos (GMT) dos bovinos foram altas para todos os agentes virais; em cobaias foi
possivel observar que o BoHV-1 induziu elevadas GMT, para o BVDV-1 a inducéo foi
moderada, enquanto para o BVDV-2 foi baixa, podendo comprometer a viabilidade dos
testes antigénicos. Apés essa etapa, foram vacinados bovinos, cobaias e caprinos, com
seis vacinas comerciais de antigenos inativados, para verificar a inducéo de anticorpos
por estimulo vacinal. Nos bovinos, as GMT obtidas para o BoHV-1 mostraram que as
vacinas utilizadas promoveram a indugdo moderada na resposta imunoldgica, e apenas
trés delas foram consideradas satisfatérias. Para o BVDV-1, apenas uma vacina pode
ser considerada eficiente, e em relacdo ao BVDV-2 nenhuma delas poderia ser assim
classificada. Os resultados da vacinacdo com 0s caprinos mostraram que, apesar de 0s
animais serem reagentes ao BoHV-1 no inicio do experimento, as formulaces foram
capazes de induzir a producdo de anticorpos com titulos elevados contra os trés virus
estudados. As cobaias, por sua vez, receberam doses fracionadas de uma vacina
comercial nacional e, das fragcbes testadas, 3,2mL foi a que apresentou melhores
resultados, sendo esta estabelecida para testar as demais vacinas nesta espécie.
Depois da imunizacgdo, os resultados mostram que para o BoHV-1 as GMT foram altas;
em relacdo ao BVDV-1, apenas duas vacinas foram capazes de induzir anticorpos,
porém, suas GMT foram baixas; e ndo houve resposta imunolégica contra o BVDV-2.

Sendo assim, os caprinos podem ser viabilizados como modelos para teste das vacinas
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contra os trés virus estudados e as cobaias contra o BoHV-1 e o BVDV-1, sendo

comprometida sua utilizagédo contra o BVDV-2.

PALAVRAS-CHAVE: BoHV-1, BVDV-1, BVDV-2, modelo experimental, vacina
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EXPERIMENTAL MODEL WITH GOATS AND GUINEA PIGS TO EVALUATE THE
EFFICACY OF VACCINES AGAINST BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 AND THE
BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUSES TYPES 1 AND 2

SUMMARY

The present research had as objective to evaluate the use of guinea pigs and goats in
test of vaccines against the bovine herpesvirus type 1 (BoHV-1) and the bovine viral
diarrhea viruses types 1 (BVDV-1) and 2 (BVDV-2). First, an experimental infection was
realized in guinea pigs and bovines, using these three viruses, to verify the maximum
immune response in both species. The geometric means of antibodies titres (GMT) for
bovines were high for the viral agents; in guinea pigs was possible to observe that the
GMT induced by BoHV-1 was high, by BVDV-1 was moderate and by BVDV-2 was
weak and could compromise the viability of antigenic tests. After this stage, the bovines,
guinea pigs and goats were vaccinated using six commercial vaccines with inactivated
antigens to verify the induction of antibodies production by vaccinal stimulus. In bovines,
the GMT obtained for BoHV-1 showed the vaccines induced a moderate immune
response, being only three of them considered satisfactory. For BVDV-1 only one and
for BVDV-2 none of them can have the same classification. The results obtained with the
goats, despite they were positive to BoHV-1 in the sorting, showed the formulations
were able to induce high antibody production against the three virus studied. The guinea
pigs, on the other hand, received fractional doses of a commercial vaccine well-
established in the domestic trade and, from the fractions tested, 3.2 mL showed the best
results, being established to test the other vaccines. After immunization, the results of
GMT for BoHV-1 was high; relating to BVDV-1, only two vaccines were capable to
induce antibodies production, but their GMT were weak; and there was no immune
response against BVDV-2. Thus, goats can be enabled as a model to test of vaccines
against the three virus studied and the guinea pigs against BoHV-1 and BVDV-1, but its
use is compromised against BVDV-2.

KEY-WORDS: BoHV-1, BVDV-1, BVDV-2, experimental model, vaccine.



1. INTRODUCAO

Segundo o IBGE (2004), o Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos
fato que possibilita classificar o pais como um dos maiores produtores de alimento para
o mundo. O numero de importadores com mais exigéncias aumentaram,
prioritariamente no ambito sanitario, cujo sistema bésico inicial comeca com a febre
aftosa. Mas essa enfermidade esté controlada no nosso meio por esquema que associa
vacinagéo periodica e vigilancia. Como o reflexo sanitario de uma nag¢ao é monitorado a
partir da febre aftosa, depois do seu controle, outras enfermidades que ndo tinham
visibilidade passaram a ter outra conota¢éo neste novo cenario.

Uma pesquisa feita pela empresa de consultoria USDA/BIGMA indicou que a
pecuaria leiteira nacional ocupa o quinto lugar no ranking dos produtores mundiais de
leite, permanecendo atras da Unido Européia, EUA, india e Russia. Diante destes fatos,
algumas enfermidades infectocontagiosas, ao atingirem os plantéis de carne e leite
poderiam causar perdas irreparaveis ao produtor.

O objetivo dos produtores de bovinos é aumentar a eficiéncia reprodutiva e
produtiva dos rebanhos e diminuir o custo da produgdo. Alguns fatores como
enfermidades infecciosas, nutricionais e parasitarias podem afetar esse objetivo.

A sanidade do rebanho assume um papel de fundamental importancia qualquer
que seja o sistema de exploracdo animal para a producdo de alimento saudavel e
lucratividade econdmica. AcOes de prevencdo e controle de doencas, como por
exemplo, a reducdo da exposi¢cdo do rebanho as enfermidades e o aumento do nivel de
resisténcia do rebanho, contribuem para que o sistema imune do bovino tenha
condicdes suficientes para funcionar adequadamente .

Desta forma, as enfermidades com afeccles respiratorias e reprodutivas se
tornaram mais destacadas neste contexto, com énfase para o herpesvirus bovino tipo 1
(BoHV-1) e o pestevirus bovino relacionado com a diarreia viral bovina, (BVD), que
ganharam relevancia no cenario nacional devido sua alta prevaléncia em nosso

territorio.



2. REVISAO DE LITERATURA

As infec¢Bes causadas pelo herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) e pelo virus da
diarreia viral bovina (BVDV) sdo endémicas em rebanhos do mundo inteiro e podem
resultar em uma ampla variedade de manifestagdes clinicas (KENDRICK et al., 1958). A
alta prevaléncia dessas enfermidades associada aos transtornos reprodutivos causados
em alguns rebanhos sdo as principais caracteristicas que fazem com que tenham
grande destaque sobre a pecuaria mundial, pelos prejuizos que causam aos produtores
(BAKER, 1995).

Os primeiros isolamentos do BoHV-1 ocorreram nos Estados Unidos, onde
MILLER (1955) constatou a doenga em bovinos no Estado do Colorado. Nos Estados
Unidos, MADIN et al. (1956) cultivaram o virus pela primeira vez em histoculturas.
WEBSTER & MANKTELOW (1959) descreveram a virose nos animais da Nova
Zelandia; na Alemanha, GRUNDER et al. (1960) observaram a doenga em bovinos.
Foram descritos casos no Canada, por STUDDERT et al. (1961); na Africa do Sul,
MARE & VON RENSBURG (1961) associaram o isolamento viral com infertilidade,
mediante neutraliza¢do cruzada com o virus da rinotraqueite dos bovinos; na Inglaterra,
em Oxfordshire, DARBYSHIRE et al. (1962) reportaram o isolamento do virus.

No Brasil, o primeiro relato de isolamento do BoHV-1 ocorreu no Estado da Bahia
a partir de pustulas vaginais de vacas (ALICE, 1978). MUELLER et al. (1978)
conseguiram isolar o virus a partir do rim de um feto bovino proveniente de um
matadouro em S&o Paulo. Desde entdo varios relatos da presenca do agente em
rebanhos bovinos brasileiros com problemas respiratérios e reprodutivos tem sido
descritos (DEL FAVA, 2001).

No Estado do Rio Grande do Sul, WIZIGMANN & VIDOR (1969) demonstraram a
presenca de anticorpos contra o virus da rinotraqueite dos bovinos, em 33% dos soros
examinados de bovinos originarios de 11 municipios. Outro inquérito soro-
epidemioldgico realizado no Rio Grande do Sul por LOVATO et al. (1995), demonstrou
nos rebanhos acometidos uma prevaléncia de 54,3%, sendo as maiores taxas em

animais com idade superior a 24 meses.



O primeiro estudo soroldgico por virusneutralizacdo (VN), realizado no Estado da
Bahia, detectou anticorpos anti-BoHV-1 no soro de 34,4% (158/458) dos animais
testados. Desde entdo, diversos autores detectaram reatividade sorologica para a
presenca do BoHV-1 em bovinos de varios estados da federacdo com percentuais de
positividade variando entre 27,1% e 85,7% nos rebanhos que foram analisados
(PANDEY, 1994). Outros levantamentos sorolégicos regionais, no Brasil, tém
demonstrado rebanhos reagentes com taxas que variam de 28,9% a 82,7% (GALVAO
et al., 1963; RAVAZZOLO et al.,, 1989; LOVATO et al.,, 1995; VIDOR et al., 1995;
SAMARA et al., 1997; MOLNAR et al., 2001; ROCHA et al., 2001).

Entre os fatores de risco associados a disseminac¢do da doenca, destacam-se
como mais importante a introducdo no rebanho de animais em periodo de incubacao,
em fase aguda ou com infeccéo latente (BARBOSA et al., 2005; SOLIS-CALDERON et
al., 2005; VAN SCHAIK et al., 2002; VAN SCHAIK et al., 1998). Os animais infectados
sdo frequentemente aqueles com idade mais avancada, pela maior probabilidade e
tempo de contato com o virus e a proporcao de reagentes é maior nos machos do que
nas fémeas; quanto mais denso o rebanho, maior a disseminagdo no local; e a
participacdo do gado em leildes e feiras agropecuarias aumenta a probabilidade de
infeccdo pelo provavel contato com animais infectados (ALEXANDRINO, 2011;
BOELAERT et al., 2005; BARBOSA et al., 2005; SOLIS-CALDERON et al., 2005; VONK
NOORDEGRAAF et al., 2004; VAN SCHAIK et al., 2002).

O agente etioldgico de todos estes transtornos é o BoHV-1, que pertence a
familia Herpesviridae, subfamilia Alphaerpesvirinae (FENNER, 1987), género
Varicellovirus. O tamanho da particula viral do BoHV-1 esta entre 70 e 110 nm de
diametro e é constituida por um envelope lipoproteico que reveste um capsideo
icosaédrico, contendo, internamente, um DNA linear de fita dupla, rodeada por
capsideo, no qual se localizam, externamente, dez glicoproteinas (FENNER et al.,
1974; FENNER, 1987, FENNER et al., 1993). As glicoproteinas sao denominadas ¢B,
gC, gD, gE, gG, gH, gl, gK, gL e gM e cada uma tem propriedades antigénicas e
funcdes bioldgicas distintas nos processos de interacdo com a célula hospedeira e com
0 mecanismo de replicacdo (SCHWYZER & ACKERMANN, 1996).



Esse agente viral foi classificado por meio de técnicas de biologia molecular no
genotipo BoHV-1.1 causador da rinotraqueite infecciosa bovina, isolado de animais com
problemas respiratérios, infertilidade e abortamento; e BoHV-1.2, sendo dividido em
subgendtipos BoHV-1.2a e BoHV-1.2b, respectivamente causadores de vulvovaginite e
balanopostite, porém ja foram também encontrados em animais com problemas
respiratorios (EDWARDS et al.,, 1990; MILLER, 1991; D'ARCE et al.,, 2002). O
subgendtipo 2b é considerado de patogenicidade reduzida e ndo tem sido associado ao
aborto (QUINN et al., 2005; BATISTA et al., 2010).

A resisténcia do virus depende de varios fatores como a temperatura, o pH, a
radiacao solar e a umidade. O BoHV-1 é inativado em temperatura de 56°C apds 21
minutos, em temperatura de 37°C sobrevive até 10 dias e a 22°C, 50 dias. O virus
sobrevive até 30 dias no alimento (NANDI et al., 2009). Por ser envelopado, o virus é
sensivel a solventes organicos, também ao cloroférmio, ao éter e a acetona, devido a
sua camada lipoproteica. Os virions perdem a infectividade ap0s o contato com
isopropanol ou etanol na concentracdo de 70% a 80% por 5 minutos, formaldeido na de
0,2% a 0,8%, e glutaraldeido na de 2%. S&o inativados por dez minutos em contato
com substancias com pH abaixo de 3 e acima de 11 (QUINN et al., 2005; FRANCO &
ROEHE, 2007). O virus sobrevive até 1 ano no semém congelado a 196°C negativos,
fica estavel por 1 més a temperatura de 4°C, e no alimento resiste por até 30 dias
(NANDI et al., 2009).

Apos a infecgdo viral do animal, durante a fase aguda ocorre replicacao do BoHV-
1 nas células epiteliais da porta de entrada, principalmente na mucosa do trato
respiratorio ou na mucosa genital, causando necrose e apoptose nessas células
(MUYLKENS et al., 2007). Quando o virus se dissemina no hospedeiro em decorréncia
da viremia, pode atingir diferentes grupos de tecidos e Orgados, causando uma das
formas clinicas ou patoldgicas (ENGELS & ACKERMANN, 1996), como, por exemplo,
aborto em vacas prenhes (MILLER, 1991).

Os animais clinicamente doentes podem excretar altos titulos de virus por até 15
a 16 dias (FRANCO & ROEHE, 2007), com um pico de 4 a 6 dias pés-infeccdo (NANDI
et al., 2009). A morbidade varia de 20% a 30% e a mortalidade de 6% a 12%, esta



tltima ocorre com maior frequencia em bovinos de engorda em manejo intensivo,
inclusive podem aparecer complicacdes em decorréncia de infecgbes bacterianas
secundarias (KAHRS, 1977).

Apds multiplicacdo nas células epiteliais da porta de entrada, ocorre viremia, fase
na qual o virus migra para o Utero da vaca gestante. Uma vez no utero, o feto é atingido
independentemente do estagio da gestacdo. De 1 a 3 dias apoOs ter comecado a
multiplicacdo viral o feto morre e o aborto ocorre 2 a 7 dias apés a sua morte. O
processo completo a partir da infeccdo inicial da vaca ao aborto pode ser curto, com
média de 18 dias, ou longo, com 3 meses (RICHEY,1994).

Com a progressao da infec¢do nos animais, esse virus penetra nas terminacées
nervosas periféricas locais e por via axonal retrégrada atinge os sitios de laténcia, que
sdo principalmente o0s neurdnios dos ganglios trigeminal e sacral, onde o
nucleocapsideo viral permanece no nucleo da célula hospedeira em forma néo
infecciosa, desencadeando o processo de portador latente (LEMAIRE et al., 1994). O
virus pode ser reativado quando os animais sdo expostos a fatores predisponentes
estressantes, com a diminuicdo da resisténcia imunoldgica, comum durante o
tratamento com glicocorticéides, paricdo, transporte ou outras enfermidades (LEMAIRE
et al., 1994; TIKOO et al.,1995).

A laténcia se caracteriza quando existe o genoma viral no interior dos neurdnios
ganglionares, sem producdo de progénie viral (ENGELS & ACKERMANN, 1996). Este
virus em laténcia ndo é detectado por procedimentos viroldgicos convencionais, mas
pode determinar subsequentes e intermitentes episddios de re-excrecao viral,
normalmente ndo acompanhados de sinais clinicos; e mesmo com o estabelecimento
de imunidade celular e humoral, pés-infec¢cdo ou pés-vacinacdo, o estado de laténcia
permanece (FENNER et al., 1993); com isso, uma vez infectado pelo BoHV-1, o animal
sera sempre portador e potencial transmissor do virus por toda a sua vida (MARSI et
al.,1996). Em rebanhos infectados € comum a ocorréncia de surtos esporadicos, que
trazem prejuizos em decorréncia das manifestacdes clinicas da doenca (MARSI et
al.,1996).



Reacdes inflamatorias e celulares sdo as primeiras respostas da infeccdo pelo
BoHV-1 (MUYLKENS, 2007). A produgéo precoce de citocinas conduz ao recrutamento
e a ativacao de diferentes células tais como macrofagos, neutrofilos polimorfonucleares
e linfdcitos granulares atuando como células “natural killer” (MUYLKENS, 2007). Esses
efeitos aumentam a primeira onda de substancias antivirais pela secre¢éo de citocinas
no epitélio infectado, que, por conseqiiéncia, matam as ceélulas infectadas pelo virus
(CAMPOS & ROSSI, 1986; CAMPOS et al., 1989).

A ativacdo das células imunes nédo especificas é ainda essencial pois iniciam a
regulacdo da resposta imune especifica ao BoHV-1 (BABIUK et al., 1996). A imunidade
celular é detectada aos cinco dias pOs-infeccdo e atinge o pico entre 7 e 10 dias,
geralmente coincidindo com a recuperag¢ao das manifestacdes clinicas; e a imunidade
especifica humoral é detectada a partir do décimo dia (BABIUK et al., 1996).

Segundo BABIUK et al. (1996), os anticorpos parecem néao ter muita participacéo
na recuperacao da infeccao primaria, mas provavelmente participam do “clearence” viral
neutralizando particulas do BoHV-1 fora das células, prevenindo que a infeccéo
extracelular se alastre. Desta forma, atuam na citotoxicidade celular, que é dependente
de anticorpos. Todavia 0s anticorpos sdo importantes porque limitam as consequéncias
da reativagao viral e previnem a infec¢cdo secundaria. No entanto a imunidade passiva
proporcionada pelos anticorpos colostrais de vacas imunes ao BoHV-1 é totalmente
eficiente para proteger os neonatos contra a doenca sistémica e letal (BABIUK et al.,
1996).

O BoHV-1 acomete principalmente os bovideos (KAHRS, 1977), porém a infeccao
natural também pode ocorrer em caprinos, ovinos, suinos e em algumas espécies
selvagens como cervo (WYLER et al., 1989). Em animais de laboratorio ja foi relatada a
infeccao experimental desse agente em coelhos e cobaias (MEYER et al., 1996).

A transmissao horizontal do BoHV-1 ocorre principalmente pelo contato direto entre
um animal doente e um suscetivel, como no caso da copula (VAN ENGELENBURG et al.,
1995), ou indiretamente, seja por aerossois, ingestdo de aguas contaminadas ou por
intermédio de fémites (KAHRS & SMITH, 1965). Pela transmissao vertical, o0 embrido e

o feto podem infectar-se pela via transplacentaria (DEL FAVA et al., 2002).



A porta de entrada do virus € a mucosa respiratoria, a mucosa genital e o epitélio
conjuntival (TAKIUCHI et al., 2001; MUYLKENS et al., 2007). Depois de instalado no
hospedeiro, o virus pode ser eliminado pelas secre¢des respiratorias, oculares, genitais,
sémen, liquidos e tecidos fetais (KAHRS, 1977; DEL FAVA, 2001).

A infeccdo pelo BoHV-1 afeta principalmente os tratos respiratorio, causando a
rinotraqueite, e devido a viremia, pode causar aborto (ROIZMAN et al., 1995), e o trato
genital, determinando em animais gestantes quadros de morte embrionaria, fetal e
aborto (BARR & ANDERSON, 1993), assim como diminuicdo da eficiéncia reprodutiva
de touros e vacas (ALFIERI et al., 1998). A forma respiratoria caracteriza-se por
aumento da temperatura corporal, dispneia, rinite, hiperemia das mucosas, corrimento
nasal seroso e lesdes erosivas na mucosa nasal. A taxa de mortalidade é baixa, mas
podem ocorrer complicacdes em decorréncia de infeccbes bacterianas secundarias
(KAHRS, 1977; WYLER et al., 1989).

A forma genital em fémeas manifesta-se com o aparecimento de pequenas
vesiculas que evoluem para pustulas e erosdes localizadas na vulva e vagina. O epitélio
vulvar apresenta-se edemaciado, hiperémico e com secrecdo que pode tornar-se
mucopurulenta devido a infeccdo bacteriana secundaria (GIBBS & RWEYEMANN,
1977; WYLER et al., 1989). Em experimento com infeccdo experimental, foi observado
edema da mucosa vulvovestibular e da vagina posterior no segundo dia pés-infeccéo
(HENZEL et al., 2008).

Podem ainda ocorrer conjuntivite, enterite, encefalite e distlrbios reprodutivos
(KAHRS, 1977; STRAUB, 1991). As perdas reprodutivas podem ser observadas por
elevadas taxas de servico por concepcdo e baixas taxas de fecundacdo (WHITE &
SNOWDON, 1973). Nas vacas prenhes, infectadas durante o segundo ou terceiro
trimestre de gestacdo, hé intensa replicacao viral nos fetos, que resultard em morte fetal
e abortamento (MILLER & VAN DER MATTEN,1985). Todavia, quando os bezerros sao
infectados na fase final da gestacdo ou logo apds o nascimento, € mais comum ocorrer
a forma sistémica no recém-nascido (ROCHA, 1999).

A forma aguda se caracteriza por infeccdo com surgimento de lesdes necréticas

nas mucosas dos tratos respiratério e digestivo. Neste caso, podem ocorrer natimortos



ou nascer bezerros bastante debilitados, vindo a morrer em poucas horas (ROCHA,
1999). H& ainda retardo no crescimento de bezerros, diminuicdo da eficiéncia
reprodutiva de touros e vacas, além de queda na producdo de leite (BARR &
ANDERSON, 1993; ALFIERI et al., 1998).

No entanto, todas essas manifesta¢gfes clinicas ndo sdo patognomdnicas; sendo
assim, para diagnosticar a enfermidade causada pelo BoHV-1 € necessario utilizar
métodos auxiliares laboratoriais indiretos, como pesquisar anticorpos, ou diretos, para
caracterizar o agente etiologico (ALFIERI et al., 1998). Os testes soroldgicos mais
utiizados detectam anticorpos por meio de técnicas de VN ou ensaios
imunoenziméaticos (ELISA); entretanto, esses testes sdo de dificil interpretacdo em
rebanhos que adotam a vacinacado profilatica, pois essas metodologias de exame sdo
incapazes de diferenciar os anticorpos induzidos por virus vacinal dagueles oriundos da
exposicao natural a virus de campo (TAKIUCHI et al., 2001).

O isolamento do BoHV-1 em cultivo celular é considerado o método padréo de
diagnostico direto (TAKIUCHI et al.,, 2001). O exame laboratorial para caracterizagéo
etiologica também pode ser obtido por imunofluorescéncia, imunoperoxidase e ELISA
diretos (COLLINS et al., 1988), hibridizacdo, microscopia eletrénica e reacdo em cadeia
de polimerase (PCR) (ALFIERI et al., 1998, VILCEK et al., 1994).

Comprovado o diagnéstico, o tratamento dos animais doentes sO € possivel para
amenizar os sinais clinicos e evitar o risco de complicagBes por aparecimento de
infeccdes secundarias, pois ndo existe uma terapia especifica (MOREIRA, 2004).
Portanto, a melhor maneira de impedir a disseminacdo do virus no rebanho é por meio
da prevencdo (DEL FAVA, 1996), com atuacdo e monitoracdo sistemética nos
diferentes componentes da cadeia epidemiologica.

Além da rinotraqueite infecciosa bovina, outra enfermidade envolvida no cenério
reprodutivo econdmico da pecuéria bovina nacional € a determinada pelo virus da
diarreia viral bovina (BVDV). Apesar de as pesquisas no pais mostrarem a importancia
do BVDV, as informacdes ainda séo restritas aos profissionais que lidam diretamente

com os rebanhos; também por se tratar de uma enfermidade basicamente de carater



subclinico, tem sido erroneamente considerada de pouca importancia na bovinocultura
brasileira (DIAS & SAMARA, 2010).

Na metade do século passado, OLAFSON et al. (1946) descreveram uma nova
doenca infecciosa que acometeu um rebanho bovino leiteiro no Estado de Nova lorque,
Estados Unidos da América, caracterizada por leucopenia, febre alta, depresséo,
diarreia desidratacdo, anorexia, salivacao, descarga nasal, erosdes gastrointestinais e
hemorragias em varios tecidos. Ainda no mesmo ano, CHILDS et al. (1946), no
Canada4, relatou doenca similar, porém mais severa. Posteriormente, descobriu-se que
0 agente causador era um virus, e a doencga passou a ser denominada de diarreia viral.

Quase duas décadas depois, PRITCHARD (1963) organizou os achados de
literatura e considerou as observacdoes de CHILDS como a primeira descricdo da
doenca das mucosas (DM), por ter relatado manifestacdes mais severas e associadas
a uma menor morbidade e alta letalidade em animais jovens, fato que o fez considerar
uma enfermidade diferente da diarreia viral bovina (BVD).

Nesta mesma época, GILLESPIE et al. (1960), KNIAZEFF et al. (1967) e
THOMSON & SAVAN (1963), por meio de estudos de neutralizacdo cruzada,
demonstraram que os agentes isolados da BVD e da DM na América do Norte e na
Europa eram iguais, entdo concluiram que essas duas doencas eram apenas
sindromes diferentes, causadas por um mesmo agente. Assim, por Varios anos a
doenca ficou conhecida por BVD-DM, porém atualmente, a enfermidade € denominada
apenas BVD. A partir da década de 90, varios estudos relacionaram o BVDV a doencas
respiratorias em confinamentos bovinos. Nesse mesmo tempo surgiram 0s programas
de erradicacdo sem vacina¢cdo dos animais nos paises escandinavos (DEREGT, 2005).

Pela facilidade da transmissdo, a distribuicdo geografica desta enfermidade é
considerada cosmopolita, tanto que se estima que, de toda populagédo bovina adulta do
mundo, entre 50% e 90% apresentam anticorpos contra esse virus (KRAMPS et al.,
1999). No Brasil, ja foi constatado que 23,4% de amostras foram reagentes em 45,3%
das propriedades pesquisadas no Estado do Rio Grande do Sul (KRAHL et al., 1997).

Na avaliacado da prevaléncia de animais com anticorpos contra o BVDV em 287 soros
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de bovinos colhidos em matadouros de diversas regides do Estado de Minas Gerais,
FIGUEIREDO et al. (1997) encontraram 61,47% das amostras reagentes.

Mais abrangente, a Secdo de Virologia do Instituto Bioldgico em Sdo Paulo
realizou, no periodo de julho de 1995 a agosto de 1997, exames para BVD em 4.065
amostras de rebanhos com problemas reprodutivos originarios de varios estados; as
analises mostraram 47,7% de positividade (PITUCO & DEL FAVA, 1998). Em outro
trabalho, SAMARA et al. (2004) encontraram pelo menos um animal reagente no teste
de VN do BVDV em todas as dez propriedades pesquisadas, das amostras do Sul do
Estado de Minas Gerais, 57,56% eram positivas e do Nordeste do Estado de Sé&o
Paulo, 56,49% eram soropositivas.

Os principais fatores de risco associados ao BVDV sao a entrada de animal
persistentemente infectado (PI) no rebanho ou a presenca tanto de vacas sadias que
sofrem a infeccdo aguda durante o inicio da gestacdo como a do animal
transitoriamente infectado (GOYAL & RIDPATH, 2005). Outros fatores que contribuem
com a disseminacdo dessa enfermidade no rebanho sdo a grande densidade da
populagdo na propriedade (SOLIS-CALDERON et al., 2005) e o tipo de exploracdo
comercial do rebanho. Segundo ALEXANDRINO et al. (2011), os animais de corte sdo
mais propensos a infeccdo pelo BVDV, seguidos pelos animais de criagdo mista, e por
altimo os bovinos leiteiros. Quanto a idade, animais mais velhos apresentam maiores
chances de exposicdo ao virus, e portanto ha maior probabilidade de sofrerem a
infeccdo (MAINER-JAIME et al., 2001; ALEXANDRINO et al., 2011).

O BVDV apresenta estrutura contendo uma cadeia simples de RNA como
material genético dentro do capsideo envolvido por envelope glicoproteico proveniente
da membrana das células do hospedeiro infectado (RIDPATH, 2005). Classificado como
sendo da familia Flaviviridae e do género Pestivirus (COLLET et al., 1988), o BVDV é
causador de uma doenca viral importante que afeta o sistema reprodutivo dos bovinos,
como também o trato gastrintestinal (BAKER, 1995), o respiratdrio e o0 sistema imune
(BOLIN & RIDPATH, 1996). Devido a diversidade de sindromes que este virus pode

causar, ele foi denominado de patégeno que apresenta muitas faces (BROCK, 2004).
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A analise do genoma viral pode revelar a existéncia dos genotipos: BVDV-1 e
BVDV-2 (PELLEGRIN et al.,, 1994). Os gendétipos virais ainda séo classificados em
subgenotipos BVDV-1a, BVDV-1b, BVDV-2a e BVDV-2b (RIDPATH et al.,, 2000;
FLORES et al., 2002), porém VILCEK et al. (2001) subdividiram o BVDV-1 em 11
subgenotipos de A a K. Além disso, o BVDV pode ser classificado no biotipo
citopatogénico (CP) e néo citopatogénico (NCP), com base no efeito da sua replicagéo
em células de cultivo (GOYAL & RIDPATH, 2005). Amostras NCP predominam entre
os isolados de campo, e as amostras CP, que nao ultrapassam 5% da prevaléncia, sdo
isoladas quase exclusivamente de animais acometidos pela doenca das mucosas
(DUBOVI, 1992).

A replicacdo do BVDV esta bem caracterizada em células de animais da familia
dos artiodéctilos, principalmente bovinos e ovinos. A replicacdo ocorre no citoplasma de
células infectadas, e grande quantidade de novos virions (100 a 1.000) sédo liberados
por exocitose a partir de 10 horas apoés a infeccdo (DENG & BROCK, 1993). O BVDV é
inativado pelo calor, resistindo até 1 hora a temperatura de 56°C, e pelos desinfetantes
comuns como os fendis; porém pode manter sua infectividade por até 16 meses a
temperatura de 40°C negativos (MURPHY et al., 1999). No ambiente, ele pode
sobreviver, quando protegido por temperaturas amenas, por varios dias ou mesmo
semanas (HOUE, 1995).

Este virus perde a infectividade apds contato com solventes organicos como o
éter, o cloroférmio, e desinfetantes tais como o iodofor, o fenol, o aldeido e o
hipoclorito; apds exposicao a raios ultravioleta, e numa faixa de pH menor que 5,7 e
maior que 9,3 (TREMBLAY, 1996). No estudo realizado por GUNN (1993), sobre a
resisténcia do BVDV em agulhas contaminadas, mantidas em condi¢cdes ambientais, o
virus sobreviveu por no minimo trés dias.

As consequéncias clinico-patoldgicas da infeccdo pelo BVDV variam de acordo
com a idade ou a condicdo fisiolégica do animal (FLORES et al., 2005). A infeccdo
aguda em animais n&o prenhes pode acometer todas as faixas etarias, principalmente
bezerros maiores de seis meses. O fator primordial que determina a intensidade da

doenca é a viruléncia da estirpe (FLORES et al., 2005).
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Estirpes menos virulentas geram doenca assintomatica e autolimitante, cursando
com alta morbidade e baixa letalidade, ou at¢é mesmo ausente. Estudos sobre a
migragao do virus indicam que o BVDV é predominantemente encontrado nos tecidos
linfoides. ApGs sua penetracdo no hospedeiro pela via oronasal, a principal porta de
entrada, o BVDV se replica primariamente nas tonsilas e na mucosa nasal. Em
seguida, atinge a corrente linfatica e a sanguinea, disseminando-se para linfonodos,
timo, baco e mucosa intestinal. Seis dias apos a infeccdo, o virus desaparece dos
tecidos por um rapido periodo de “clearance" viral (LIEBLER-TENORIO, 2005).

As estirpes de alta viruléncia causam enfermidade severa, porém inespecifica,
caracterizada por febre alta, anorexia, depressdo, diarreia, e, em alguns casos,
hemorragia. A letalidade pode ser elevada. A migracdo dessa estirpe é similar a de
menor viruléncia. Contudo, a quantidade de antigenos encontrada nos tecidos € maior
que aquelas produzidas pela estirpe de menor viruléncia. Outra diferenca é que a
presenca dessa estirpe ndo se restringe aos tecidos linfoides, sendo encontrada na
medula 6ssea. O “clearance” viral dos tecidos ndo acontece, e 0 virus continua se
disseminando (LIEBLER-TENORIO, 2005).

O BVDV pode infectar células do sistema imune inato, como por exemplo
neutréfilos, mondcitos, macréfagos e células dentriticas, afetando suas funcgbes
(POTGIETER, 1995; GLEW et al., 2003). Apoptose pode ocorrer em monocitos
infectados com BVDV CP (GLEW et al.,, 2003; LAMBOT et al., 1998). Em bezerros
infectados por BVDV pode ocorrer diminuicdo entre 30% e 70% no numero de
monacitos (ARCHAMBAULT et al., 2000).

Independentemente da viruléncia, este virus é imunossupressor, predispondo os
animais acometidos a infeccbes secundarias por agentes oportunistas como o BoHV-1,
0 virus respiratorio sincicial bovino, a Pasteurella haemolytica, a Salmonella, a
Escherichia coli, além de helmintoses agudas, mastites e metrites (POTGIETER,
1995). Enfermidade respiratéria cronica associada a diferentes bactérias e quadros
persistentes de dermatite em bezerros confinados tém sido associados ao BVDV
(FLORES, 2003).
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A principal fonte de infeccdo para o virus da BVDV é o bovino persistentemente
infectado (PI). Ele elimina continuamente o virus na natureza até o fim de sua vida.
Uma outra importante fonte de infeccéo € o doente na fase aguda. Esse animal elimina
0 agente num curto periodo, sendo conhecido como animal transitoriamente infectado
(Tl) (FLORES, 2003).

O virus pode penetrar no animal pelas mucosas do trato respiratorio, aparelho
genital, aparelho digestorio, pela conjuntiva ocular e pela pele; e este pode ser
encontrado em quantidades variaveis nas secrecbes e excrecbes como descarga
nasal, saliva, sémen, secre¢bes uterinas, urina, fezes, lagrima, leite e colostro
(THURMOND, 2005).

A transmissao ocorre por contato indireto e principalmente pelo contato direto
entre um animal doente e um suscetivel, seja pela copula, pelo leite e colostro e por
transmisséao vertical (THURMOND, 2005).

A infeccdo aguda em animais prenhes € responsavel pelos maiores impactos
econdmicos causados pelo virus (ROSS et al., 1986). Mesmo sendo originalmente
isolado de casos de doencga entérica e historicamente associado a episédios de doenca
digestiva, o conhecimento sobre esse agente mostra que a atuacdo essencial do BVDV
esta relacionada aos processos reprodutivos de bovinos (ELLIS et al.,1995; FLORES,
1997).

Apoés infectar fémeas prenhes, o BVDV atravessa a placenta e infecta o feto. As
sequelas dessa infeccdo sdo determinadas pelo periodo da gestacdo e pelo biotipo
viral CP ou NCP (LIEBLER-TENORIO, 2005). Dependendo do estagio gestacional, se
a fémea for infectada nos dias que antecedem o cio ou nos primeiros dias logo apos a
cobertura, pode ocorrer infertilidade com repeti¢cao de cio (WHITMORE et al., 1981).

A mal formacéo fetal geralmente ocorre quando a infeccdo se estabelece entre
os dias 100 a 150 da gestacdo (LIEBLER-TENORIO, 2005). Lesdes oculares e no
sistema nervoso central sdo as mais frequentes, pelo fato de esses sistemas se
encontrarem no estagio final de sua organogénese quando ocorre a infecgdo

(LIEBLER-TENORIO, 2005), podendo observar-se aplasia timica, braquignatismo,
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retardo de crescimento e artrogripose (FLORES, 2007). Em alguns rebanhos, as mas-
formacdes sdo os Unicos achados que sugerem a presenca do BVDV (FLORES, 2005).

Nestes animais prenhes, o BVDV também pode causar morte fetal, reabsorcao,
abortamento, mumificacdo, nascimento de bezerros Pl (LARSON, 1996; FRAY et al.,
2000), natimortos, nascimento de bezerros fracos, débeis, prematuros ou com
alteracbes no crescimento (KRAMPS et al.,, 1999). A infeccdo no estagio final de
gestacdo pode comprometer o sistema imune dos bezerros (FRAY et al., 2000).
Segundo LARSON (1996), o BVDV pode levar ao abortamento em qualquer fase da
gestacdo, sO que a maior ocorréncia concentra-se no primeiro trimestre de prenhez.
Porém normalmente a morte fetal ocorre até o quarto més de prenhez, e a partir desse
periodo, hd o nascimento de bezerros fracos ou com alteracdes congénitas (HOUE et
al., 1993)

Comprometimento reprodutivo em fémeas nado prenhes infectadas também pode
ser observado, como quadros de infertilidade e repeticdes de cio (WHITMORE et al.,
1981). A infeccdo por BVDV também pode suprimir o sistema imune e predispor 0s
animais a outros patégenos (BAKER, 1995).

Nas espécies ndo bovideas, o pestivirus causa em animais ndo prenhes uma
enfermidade geralmente subclinica, porém nas prenhes o virus também é capaz de
atravessar a barreira transplacentaria e infectar o feto, podendo, assim, gerar um animal
PI, como o BVDV, ou ainda causar abortos, nascimento de animais fracos, inviaveis ou
malformacdes congénitas (FLORES, 2007).

O nascimento de bezerros PI, que se constitui na principal fonte de infec¢éo da
doenca (BROWNLIE, 1990), ocorre quando fetos sdo infectados por cepas nao
citopatogénicas até o 120° dia de gestacdo, ocasido em que o sistema imune do feto
ainda esta imaturo, sendo desenvolvidas les6es néo letais, e 0s animais acometidos se
tormam imunotolerantes ao virus, ou seja, ndo apresentam manifestacdes clinicas nem
desenvolvem respostas imunes, incluindo anticorpos na circulacdo, porém se mantém
infectados por toda a vida (BIELEFELDT-OHMANN, 1995; DUBOVI, 1998). A
prevaléncia de animal Pl em rebanhos infectados € baixa, estando entre 0,5% e 2%;

porém nos lotes especificos de bovinos jovens, esse valor pode chegar a 4% (HOUE,
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1995). Em pesquisa realizada por DIAS et al. (2010b), a prevaléncia de Pl encontrada
em animais jovens, num rebanho com 76 animais, foi de 2,63%.

A doenca das mucosas € a forma mais grave da infec¢cdo pelo BVDV. Ela
acomete animais Pl que sdo sobreinfectados pelo biotipo CP originado, provavelmente,
da mutacédo do biotipo NCP que provocou a infeccdo persistente, ou seja, de origem
endogena (FLORES, 2003). A maioria dos animais Pl desenvolve doenca das mucosas
dos 6 aos 18 meses de idade ou morre antes dos dois anos de idade (BROWNLIE,
1990).

A forma aguda dessa sindrome cursa com baixa morbidade e altissima
letalidade, sendo caracterizada por febre alta, salivacao, leucopenia severa, descarga
nasal e ocular, diarreia hemorragica profusa, desidratacdo, depressdo e morte. Na
necropsia podem ser observadas lesGes ulcerativas e erosivas em toda a mucosa do
trato digestorio (FLORES 2007).

Ha também a forma cronica, que € menos comum. E caracterizada por lesdes
erosivas cronicas na mucosa oral e na pele, inapeténcia, perda de peso e apatia
progressiva. Os animais podem sobreviver por muitos meses morrendo apos
debilitacéo progressiva (FLORES et al., 2005).

Embora a imunidade humoral ativa e a passiva sejam protetoras, elas diferem na
longevidade e na habilidade de potencializar uma resposta imune subsequente a
exposicao viral (HOWARD et al., 1992). A presenca de anticorpos contra o BVDV é
detectada entre duas e trés semanas poés-infec¢ao e pode atingir o platd entre 10 e 12
semanas (HOWARD et al., 1992).

No caso do BVDV, a transmissao ocorre por saliva, fezes, urina, sémen, embrido,
placenta, secrecbes nasais e oculares, sangue e fomites, e se caracteriza por elevadas
taxas de animais soropositivos nos rebanhos expostos aos virus (REVELL et al., 1988).

Quanto a suscetibilidade ao virus da diarreia viral bovina (BVDV), o bovino é a
espécie de predilecdo do agente, mas pode ocorrer infecgdo natural também em suinos
e uma grande variedade de ruminantes domésticos e silvestres (RIDPATH & FLORES,
2007). Deste modo, KIM et al. (2006) foram os primeiros a relatar a presenca do BVDV-

2 em caprinos. O virus da doenca da fronteira, também conhecido por border disease,
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que acomete principalmente ovinos, pode infectar naturalmente bovinos, caprinos e
suinos (RIDPATH & FLORES, 2007).

As manifestacdes da diarréia viral bovina podem ser depressdo, anorexia,
descarga oculonasal, ocasionalmente lesdes orais caracterizadas por ulceragcdes e
erosdes, diarreia, decréscimo na producao de leite e morte repentina em alguns casos
(BAKER, 1995).

A doenca normalmente é severa e fatal em bezerros mais jovens, enquanto em
animais mais velhos os sinais clinicos geralmente sdo moderados, evoluindo para a
cura (BRUM et al.,, 2002). Entretanto a manifestacdo reprodutiva, seja em fémeas
soronegativas, seja em soropositivas, causa o maior impacto econémico, principalmente
guando as prenhes soronegativas sao infectadas (ROSS et al., 1986).

Os quadros mais graves que evoluem para a morte normalmente se devem a
infeccbes bacterianas secundarias (BOTTCHER et al., 1993). O processo mais
preocupante € a imunossupressdo desencadeada pela presenca do BVDV, pois o0s
linfécitos de animais infectados apresentam resposta de memaria diminuida para outros
patégenos (LAMONTAGNE et al., 1989), independentemente de ser uma infecgéo
branda ou aguda, facilitando a patogenicidade de outros microrganismos (HOLLAND et
al., 1993). Essa situacdo proporciona um aumento consideravel na incidéncia e na
severidade de doencas do trato respiratério, como, por exemplo, as causadas pelo
BoHV-1 ou por patégenos bacterianos (POTGIETER, 1997).

As vezes, a infeccio pelo BVDV pode desencadear sinais clinicos que sdo muito
inespecificos; portanto, para o diagnostico € necessaria a comprovagao laboratorial
(DONATE & MAZZUCCHELLI, 1995). Como métodos de diagndstico direto do agente
viral sdo empregados o isolamento em cultivos celulares, a identificacdo pela
imunoperoxidase ou imunofluorescéncia diretas e a PCR (ALFIERI, 1998).

O método padrdo de diagnéstico sorolégico mais utilizado para deteccdo de
anticorpos anti-BoHV-1 e anti-BVDV é a VN, que tem como principio a inibicdo da
infectividade dos virus em células de cultivo (FULTON et al., 1995). Sendo uma técnica
sensivel e altamente especifica, pode ser utilizada tanto para fins qualitativos, para

deteccdo dos animais positivos, quanto quantitativos, para dosar os titulos de
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anticorpos (SANDVIK, 1999). No entanto, o teste de ELISA, que também ¢ eficiente e
apresenta alta especificidade e sensibilidade, tem a desvantagem de ser somente
qualitativo, ndo possibilitando a titulagdo dos anticorpos (CHASE et al., 2003).

Ao realizar o teste de VN para o diagndstico do BVDV, a maioria dos laboratorios
utiliza apenas a estirpe do BVDV-1, sem levar em consideracao que existem diferencas
entre os genotipos. Tanto que DIAS et al. (2010a), ao examinarem pela VN 1.925
amostras encontraram 1.209 (62,8%) positivas para os dois genotipos, 51 (2,65%)
reagindo apenas ao BVDV-1 e 67 (3,5%) somente ao BVDV-2. Apesar de nao ter
ocorrido diferenca estatisticamente significativa, os autores consideram importante a
inclusdo dos dois gendtipos para comprovacao sorologica de anticorpos para cada tipo
de virus, pois 118 animais reagiram apenas a um tipo do BVDV. Portanto na rotina de
laboratério que empregasse somente o BVDV-1 para diagnéstico, 67 animais teriam
resultados falso-negativos. A baixa reatividade cruzada entre o BVDV-1 e o0 BVDV-2 ja
tinha sido observada em pesquisas anteriores realizadas por FULTON et al. (1997) e
JONES et al. (2001).

As enfermidades virais causadas pelo BoHV-1, pelo BVDV-1 e pelo BVDV-2
acometem principalmente os bovideos e estdo distribuidas em varios paises, exceto
alguns europeus como Suica, Austria, Noruega, Finlandia, Dinamarca e Suécia
(ACKERMANN et al., 1990a e 1990b; VAN OIRSCHOT et al., 1999), que, por meio de
vacinas com marcadores genéticos, conseguiram erradicar estas enfermidades; outros,
por sua vez, estao realizando programas de controle visando a erradicacéo.

Essas duas realidades ainda estdo muito distante das condi¢cdes sanitarias do
Brasil devido as caracteristicas patogénicas desses virus, a dimensdo do territorio
nacional, ao tamanho da populacdo de bovideos e a alta prevaléncia de animais
reativos em provas sorologicas em plantéis destinados tanto a producéo de leite quanto
de carne, o que inviabiliza uma politica nacional de erradicacéo, pelo menos em curto
prazo (ALFIERI, et al., 1998).

As medidas de controle da infec¢do pelo BoHV-1 incluem principalmente o uso
de imunizacdo com vacinas vivas atenuadas, inativadas, com marcadores,

recombinantes e deletadas (GASTRUCCI et al., 2002). Os principais objetivos do uso
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de vacina com marcador sdo proteger contra a infeccdo e principalmente diferenciar
animal vacinado de animal infectado. Além disso, vacinas vivas atenuadas sao capazes
de estabelecerem laténcia com possivel reativacao e re-excrecao viral (ACKERMAN &
ENGELS, 2006), ndo sendo totalmente seguras, porque quando ha reversao da viruléncia
ocorre o desencadeamento de abortos (BOLIN, 1995).

No entanto vacinas de virus vivo modificado mostram ser mais eficientes em
reduzirem as manifestacdes clinicas e consequentemente a excrecao viral (BOSCH et
al., 1998). A vacina inativada, por sua vez, mostrou ser mais eficaz do que a atenuada
onde somente exista portadores na condi¢do de animais latente (BOSCH et al., 1997).
Para a erradicacdo dessa enfermidade, a forma mais eficaz é identificar e abater os
animais soropositivos, néo utilizando vacinas (ACKERMANN et al., 1989).

O controle de infec¢gBes causadas por BoHV-1 e BVDV pode ser realizado com ou
sem o0 uso de vacinas (LINDBERG & ALENIUS, 1999). O controle das enfermidades
sem utilizacdo de vacinas consiste em diagnosticar e eliminar animais infectados, exigir
atestado com resultado negativo para essas viroses antes do ingresso de animais no
rebanho e a utilizacdo de sémen certificado sanitariamente (LINDENBERG & ALENIUS,
1999).

As vacinas que estao disponiveis ho mercado sdo formula¢des com virus inativado
ou de estirpes modificadas misturadas em adjuvantes oleosos ou de hidréxido de aluminio
(VAN DRUNEN LITTEL — VAN DEN HURK, 2005). Essas vacinas normalmente s&o
polivalentes combinando antigenos dos virus BoHV-1, BVDV, virus da parainfluenza 3
(PI3V) e virus sincicial respiratério bovino (BRSV) (PETERS et al.,, 2004). Contudo,
também existem vacinas atenuadas que ndo sdo comercializadas no Brasil. Estas
vacinas podem induzir niveis de imunidade protetora maior do que as inativadas contra o
BoHV-1 e BVDV (BOSCH et al., 1996; LIMA et al., 2005).

No Brasil, sdo comercializadas vacinas inativadas contra BoHV-1 e BVDV,
inclusive algumas delas com estirpes isoladas no pais nas formulacées (FLORES et al.,
2005). Os orgéos oficiais de defesa sanitaria animal brasileira, ainda ndo estabeleceram
um programa sanitario para BoHV-1 e BVDV, ficando a critério dos veterinarios e

produtores adequar individualmente as medidas de controle; portanto, a decisdo de
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vacinar os animais tem de considerar o diagnéstico correto e a avaliagdo do
custo/beneficio do procedimento (DEL FAVA et al., 2003).

A vacinagao contra BoHV-1 minimiza os sinais clinicos, diminui a excre¢éo de virus
pelos animais infectados e reduz o curso da enfermidade num possivel surto (VAN
DRUNEN LITTEL — VAN DEN HURK, 2005; DONKERSGOED & BABIUK, 1991), porém
nao previne totalmente a ocorréncia de infeccdes primérias e o estabelecimento da
laténcia viral (PATEL, 2005).

Para uma vacina estabelecer protecdo segura contra o BoHV-1 é necessario que
ocorra a inducdo simultdnea das imunidades humoral e celular (BABIUK et al., 1996).
Todavia, nas vacinas com antigenos inativados, predomina a resposta humoral (BOSCH
et al., 1996). A vacinacéo contra o BoHV-1 induz uma protecéao relativa contra o BoHV-5,
devido a similaridades antigénicas existentes entre os dois virus, o que leva também a
uma reatividade cruzada nos testes soroldgicos (VOGEL et al., 2002).

Apesar de as vacinas serem efetivas na redugcédo do impacto clinico causado pelo
BoHV-1, pesquisas colocam em duavida a sua capacidade de prevenir a difusdo da
enfermidade (MUYLKENS et al., 2007). No Brasil, em certos casos, acredita-se que 0
uso de vacinas convencionais somente em animais infectados possibilita o convivio,
pela diminuicdo drastica de transmissdo do virus, entre os infectados e o0s néao-
infectados (DEL FAVA, 1996). A prética simplista de vacinar os rebanhos com baixa
prevaléncia de infeccdo ndo deve ser recomendada; nestes casos, € aconselhavel uma
politica de segregacéo e descarte racional dos animais soropositivos (STRAUB, 1991).

O controle e a profilaxia do BVDV dependem das condi¢Ges especificas de cada
rebanho (HOUE, 2003). De forma geral, as estratégias consistem em impedir a entrada
de animais PI ou sua eliminacéo do rebanho e a utilizacdo de vacinas (VAN OIRSCHOT
et al., 1999; FULTON & BURGE, 2001). O principal objetivo da vacina¢do sao prevenir
a infeccdo do animal e impedir a infeccdo fetal das fémeas gestantes (KELLING, 2004).
Pesquisa realizada por ARENHART et al. (2008) com formulacdo atenuada do BVDV
mostrou que para conferir protegéo fetal o titulo individual dos animais deve ser alto, e

no rebanho deve estar homogéneo, provavelmente acima de 160-320.
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As formulagBes vacinais com antigenos inativados sédo produzidas com uma ou
mais amostras virais e geralmente induzem baixas ou moderadas taxas de anticorpos;
por isso necessitam de doses de refor¢o e revacinagdes anuais (BOLIN, 1995). A baixa
imunogenicidade pode ser multifatorial sendo considerados como fatores que interferem
na resposta imune: a concentracdo antigénica PARRENO et al. (2010), os métodos de
inativacdo, a formulacdo e a concentracdo de adjuvantes e os métodos e/ou a eficiéncia
da emulsificacdo dos antigenos (SILVA et al., 2007b).

Outro complicador € a existéncia de dois grupos antigénicos distintos (BVDV-1 e
BVDV-2), com grande variabilidade antigénica do virus, o que prejudica a eficacia das
vacinas (VAN OIRSCHOT et al., 1999; DUBOVI, 2004), pois a protecdo cruzada entre
os dois grupos geralmente é muito baixa (FLORES et al., 2000). Ainda para melhorar a
efichcia das vacinas comerciais, € importante incluir estirpes nacionais obtidas de
amostras isoladas em focos da enfermidade nos rebanhos de diversas partes do Brasil
(JORDAO et al., 2011).

Nas vacinas contra a BVD, a principal glicoproteina do virion relacionada com a
protecdo e, consequentemente, com a inducdo de anticorpos neutralizantes é a
E2/gp53 (DONIS et al., 1995). Porém os dois gendétipos, BVDV-1 e BVDV-2, sédo
antigenicamente distintos, sobretudo na regido dessa glicoproteina (PELLERIN et al.,
1994). Por isso existe a reatividade soroldgica e a protecdo cruzada entre o BVDV tipos
1 e 2 em baixos niveis (FLORES et al., 2000).

No Brasil sdo comercializadas vacinas cujas estirpes virais do BVDV séao
americanas (LIMA et al., 2004) e geralmente contém unicamente o genatipo tipo 1; por
isso, 0 potencial dessas vacinas de induzir titulos de anticorpos que neutralizem o tipo 2
€ guestionavel (SILVA, 2006). Essas vacinas induzem baixos titulos de anticorpos
neutralizantes em bovinos e ovinos, principalmente contra amostras brasileiras do
BVDV-2 e foram incapazes de conferir protecao fetal em ovelhas prenhes (VOGEL et
al., 2002). Os estudos sao enfaticos em demonstrar que vacinas convencionais
induzem titulos maiores contra o genotipo homologo relacionado ao BVDV-1 do que
contra o genatipo heterdlogo, ou seja, o BVDV- 2 (FULTON & BURGE, 2001; VOGEL et
al., 2002).
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Todavia, mesmo existindo no mercado nacional varias vacinas que ajudam no
controle das enfermidades relacionadas neste trabalho precisam ser aprimoradas, para
tornarem-se mais seguras e eficientes (ACKERMANN & ENGELS et al., 2006; PETRINI
et al., 2011). Além disso, existe a preocupacdo da industria farmacéutica veterinaria em
incluir antigenos desses virus em vacinas comerciais polivalentes (FLORES et al.,
2005).

Para disponibilizar vacinas no mercado é importante o fabricante comprovar a
sua eficacia. Um fator relevante é a poténcia de uma vacina, que € definida como a
atividade relativa de um produto biologico determinado por um teste que é realizado no
produto final, conforme descrito e aprovado pelas agéncias reguladoras como o Code
Federal Regulation (CFR, 2011). O teste de poténcia de um lote vacinal € um
importante componente para controle realizado no produto final para confirmar a
consisténcia da fabricacdo e garantir a qualidade lote a lote (McVEY et al., 2003).

A poténcia de uma vacina é determinada pela atividade relativa do produto
biolégico em um teste que € aprovado pelas agéncias reguladoras (CFR, 2011). O teste
de poténcia de um lote vacinal € um importante componente para o controle realizado
no produto final para confirmar a consisténcia da fabricagéo e garantir a qualidade da
vacina lote-a-lote (McVEY, et al., 2003)

O CFR (2011) faz a aprovacdo dos lotes de vacina e estabelece que, para o
BVDV e o0 BoHV-1, para serem considerados protegidos contra essa enfermidade, 80%
dos animais vacinados devem apresentar titulacdo minima 8. Estudo realizado por
POSPISIL et al. mostrou que titulos neutralizantes maiores ou iguais a 16 tém sido
apontados como 0s minimos necessarios para proteger os animais frente a uma
exposicado ao agente do BoHV-1 (POSPISIL et al., 1996).

Porém os resultados dos testes soroldgicos obtidos em animais vacinados séo
dificeis de serem interpretados. Para entender parte desta problematica, as pesquisas
com infeccdes experimentais tém respondido muitas questdes. Todavia, 0 uso de
espécie-alvo para esses estudos € extremamente oneroso e € dificil conseguir
selecionar lotes de bovinos soro-negativos devido a alta prevaléncia de animais

reativos.
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Pelo exposto, fica entdo evidente que é muito importante encontrar um
mecanismo alternativo de avaliacdo da eficacia dessas vacinas que facilite e minimize
0s problemas apontados. A utilizagdo de modelo experimental com outras espécies de
animais € alternativa que tem dinamizado pesquisas em diversas areas da
microbiologia, facilitando o desenvolvimento e a comprovagédo de eficacia de vacinas
(NIEWIESK & PRINCE, 2002). Espécies de menor porte sdo mais econdmicas, tém
vantagens como a facilidade de obtencdo de animais sem anticorpos contra as
enfermidades estudadas (PARRENO et al., 2010); ha a possibilidade de avaliar uma
quantidade maior de animais, o que viabiliza uma maior repetibilidade dos dados; além
de facilidade de manutencdo e manuseio dos animais em condi¢cdes controlaveis,
minimizando os fatores de risco que podem interferir nos resultados (SILVA, et al.
2007a).

Varios animais de laboratorio tém sido utilizados como modelo experimental para
estudos em virologia. Coelhos ja foram usados em pesquisa do BoHV-1 e herpesvirus
bovino tipo 5 (BoHV-5), porém seu soro foi citotoxico, fato que impossibilita a utilizagéo
do teste de VN para analise sorolégica. Contudo cobaias tém sido modelos eficientes
para estudar patogenia e os aspectos imunolégicos relacionados com a infec¢éo pelos
virus do herpes simplex (HSV-1 e HSV-2), virus da varicela zoster (VSV) e herpesvirus
bovino tipo 2 (BoHV-2). Além de modelos para estudos de patogenia do HSV-1 e do
HSV-2 (LUBINSKI et al., 1998; BERNSTEIN et al., 2000), as cobaias tém sido
frequentemente utilizadas em testes de vacinas recombinantes e de subunidade contra
esses virus (DA COSTA et al., 1997; BOURNE et al., 2003; HOSHINO et al., 2005).
Nesse sentido, pela pesquisa em apreco, acreditou-se que essa espécie merece ser
investigada como alternativa para testes preliminares de vacinas com BoHV-1 e BVDV
inativados, principalmente em produtos que ja estdo no comércio brasileiro.

Ha poucos trabalhos realizados com vacinas de bovinos que fazem estudos
comparativos mostrando a cinética de anticorpos induzidas por vacinagdo, o titulo
mMAaximo que as vacinas comerciais sdo capazes de induzir; avaliagdo de vacinas

monovalentes e polivalentes; testes com diferentes tipos de adjuvantes, comparativo de
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vacinas que usam como antigeno estirpes isoladas em outros paises e estirpes de
isolados nacional.

Devido a importancia do uso de vacinas no controle e na prevencgao tanto do
BoHV-1 quanto do BVDV, este trabalho tem o objetivo de estudar modelos alternativos
na avaliacdo da eficacia das vacinas que sdo lancadas no mercado e propor uma

espécie que néo seja a alvo do virus, para o teste dessas vacinas.

3. OBJETIVOS

Esta pesquisa teve como objetivo geral propor caprinos e cobaias como espécies
correlatas de modelo para determinacéo da eficiéncia de vacinas comerciais na inducao
de anticorpos contra o BoHV-1, o BVDV-1 e o BVDV-2

Para isso, dentro dos objetivos especificos buscou-se avaliar comparativamente
a eficacia da resposta imunolégica em anticorpos pela VN contra o BoHV-1, o BVDV-1
e 0 BVDV-2 em:

e cobaias e bovinos inoculados experimentalmente com suspensodes virais;

e caprinos, cobaias e bovinos imunizados com seis vacinas comerciais

disponiveis no mercado nacional e formuladas com antigenos inativados.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Esquema experimental

A pesquisa foi dividida em dois experimento. No primeiro foi feita a infeccéo
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experimental em bovinos e cobaias para verificar o titulo obtido mediante a inoculagéo
do BoHV-1, do BVDV-1 ou do BVDV-2. No segundo experimento foi feita a vacinagéo
de bovinos, caprinos e cobaias para avaliar seis vacinas comerciais disponiveis no
mercado nacional. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Bem-Estar Animal
da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, campus de Jaboticabal,
namero de protocolo 019456/09.

Na parte experimental que envolve a vacinacdo das trés espécies animais, foram

avaliadas as seguintes vacinas nacionais encontradas no comércio:

Vacina 1 (V1): Indicada para a imunoprofilaxia das seguintes enfermidades: BVDV-1 e
BVDV-2, BoHV-1, leptospirose, virus respiratorio sincicial bovino, parainfluenza tipo 3 e
campilobacteriose. Adjuvante contendo hidroxido de aluminio e selenato de sédio na
relacdo de 4,8mg/mL de vacina. A dose recomendada de 5 mL foi aplicada por via

subcutanea.

Vacina 2 (V2): Indicada para a imunoprofilaxia das seguintes enfermidades: BVDV,
BoHV-1, leptospirose, campilobacteriose e hemofilose bovina. Adjuvante contendo
hidroxido de aluminio. A dose recomendada é de 5 mL, para ser aplicada por via

subcutanea.

Vacina 3 (V3): suspenséo liquida de antigenos inativados por betapropiolactona, em
adjuvante contendo gel de hidréxido de aluminio. Indicada para a imunoprofilaxia das
seguintes enfermidades: BVDV-1, BVDV-2, BoHV-1, leptospirose, virus respiratério
sincicial bovino, parainfluenza tipo 3 e pasteurelose bovina. A dose recomendada é de 5
mL, para ser aplicada por via subcutanea.

Vacina 4 (V4): Indicada para a imunoprofilaxia das seguintes enfermidades: BVDV-1 e
BVDV-2, BoHV-1, BoHV-5 e leptospirose. Adjuvante oleoso (emulsdo com 6leo mineral

leve). A dose recomendada é de 5 mL, para ser aplicada por via subcutanea.
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Vacina 5 (V5): Indicada para a imunoprofilaxia das seguintes enfermidades: BVDV,
BoHV-1, virus respiratdrio sincicial bovino, parainfluenza tipo 3 e leptospirose.
Adjuvante contendo hidroxido de aluminio. A dose recomendada é de 5 mL, para ser

aplicada por via intramuscular.

Vacina 6 (V6): Indicada para a imunoprofilaxia das seguintes enfermidades: BVDV-1,
BVDV-2, BoHV-1, BoHV-5, leptospirose e campilobacteriose. Adjuvante contendo
selenato de sodio na relagéo de 4,8 mg/mL na vacina e hidroxido de aluminio a 10%. A
dose recomendada é de 5 mL, para ser aplicada por via subcutanea.

Todos os fabricantes enfatizam a necessidade da aplicacédo da dose de reforgo
da vacina nos primovacinados, com intervalos de 21 a 28 dias e revacinagao anual,

exceto a V1 que recomenda revacinacao semestral.

4.2 Animais de Experimentacao

4.2.1 Infeccéo experimental em bovinos e cobaias

Os animais envolvidos na infeccédo experimental ficaram confinados no setor de
infectério de enfermidades infecciosas do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reproducdo Animal, da FCAV. Foram selecionados seis bovinos
soronegativos que apresentavam bom escore corporal, estavam entre 12 e 15 meses
de idade e eram mesticos. Os animais foram organizados em trés grupos de dois
animais cada, e em cada grupo foi utilizada uma suspenséo viral contendo um dos trés
virus estudados. Os animais do primeiro grupo foram desafiados com uma suspenséao
viral de BoHV-1 estirpe Nebraska, proveniente da Universidade Estadual de Londrina —
PR; os do segundo grupo, com uma suspensao de BVDV-1 estirpe Singer, e os do
terceiro, com suspensdo de BVDV-2 estirpe VS253; ambas as estirpes de BVDV foram
provenientes do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade Federal de Santa Maria —
RS.
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As doses infectivas em culturas de tecidos (DICTsp) foram calculadas pelo
método de REED & MUENCH (1938). A inoculacéo viral nos bovinos foi realizada por
via intranasal, para simular uma infeccdo ambiental natural, em uma dose viral de
10mL x 10°° para o BoHV-1, 10mL x 10°® para o0 BVDV-1 e 10mL x 10°>’ para o BVDV-
2, sendo instilados 5mL da suspensdo em cada narina. Os animais permaneceram
isolados e a inoculacéo viral ocorreu em diferentes dias para cada grupo, para evitar
que ocorresse infeccdo cruzada nos animais. Amostras de sangue foram colhidas por
puncdo da veia cauda nos dias 0, 7 15 e 30 do experimento para acompanhar a
resposta sorolégica apos a infeccado dos animais.

Também foram empregadas 96 cobaias machos, com peso aproximado de 300g
(+/- 50g) provenientes do biotério da UNESP, campus de Botucatu. Para a infeccao
com o BoHV-1 foram utilizados 24 animais, separados em dois grupos, G1 e G2, com
12 animais cada. Em cada um desses grupos foram inoculados por via subcutanea
doses diferentes de suspensao viral de BoHV-1, sendo 1,25mL x 10°° para os animais
do G1 e 0,625mL x 10°° para as cobaias do G2.

Em relagdo ao BVDV-1 e ao BVDV-2 foram testadas trés doses de suspenséo
viral, utilizando-se 72 cobaias, que foram separadas em seis grupos de doze animais
cada, sendo trés grupos inoculados por via subcutanea com suspensédo de BVDV-1 e
os demais com o BVDV-2. As estirpes virais foram as mesmas utilizadas nos bovinos, e
a dose de virus utilizados para infeccdo do BVDV-1 foram de 2,5mL x 10>%; 1,25mL x
10°%: e 0,625mL x 10°%; e para o BVDV-2 foram de 2,5mL x 10>’; 1,25mL x 10>'; e
0,625mL x 10>’. As doses foram baseadas em dados obtidos no trabalho de SILVA et
al. (2007a), que vacinou cobaias com formulacbes contendo BoHV-1 e BVDV-1. Foi
considerado como dia zero do experimento o dia em que os animais foram inoculados
com as suspensoes virais. Foram colhidas amostras de sangue nos dias 15, 30, 60 e
90, por puncao intracardiaca, para acompanhar a resposta soroldgica apos a infecgcéo

dos animais.

4.2.2 Vacinagdo em bovinos
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Para este experimento foram utilizados 61 fémeas bovinas holandesas, com
faixa etaria variando dos 10 meses até a fase adulta. Todos foram soronegativos no
teste de VN para os trés virus de estudo. Com esses animais foram organizados seis
grupos experimentais: V1Bo, formado por nove animais; V2Bo, por 17; V3Bo, V4Bo e
V5Bo, por sete; e V6Bo, por oito. O grupo controle, que tinha cinco animais, nao foi
vacinado. Os animais receberam as formulacdes, segundo as recomendacdes dos
fabricantes, nos dias 0 e 28 do experimento; e as colheitas de sangue foram realizadas
nos dias 28 e 56, por puncdo da veia caudal. Apos este procedimento, o sangue foi
mantido em repouso para obtencédo do soro, que, por sua vez, foi armazenado em tubos
tipo “eppendorf”’, em freezer com temperatura de aproximadamente 20°C negativos até

0 momento do uso.

4.2.3. Vacinagdo em caprinos

Inicialmente, o trabalho também seria realizado em caprinos soronegativos
guanto a presenca de anticorpos neutralizantes contra os virus estudados. Porém foram
triados soros de 309 animais, oriundos de cinco propriedades localizadas nos Estados
de Minas Gerais, municipios de Itamogi e Monte Santo de Minas; e Sao Paulo,
municipios de Ipigud, Paulo de Faria e Poloni.

Das 309 amostras analisadas, nenhuma foi reagente ao BVDV-1 e ao BVDV-2,
porém 209 amostras foram positivas para o BoHV-1. Diante da dificuldade de encontrar
animais negativos para o BoHV-1, foram utilizados os animais das trés propriedades
localizadas no Estado de S&o Paulo.

Desta forma, foram selecionados 68 caprinos, 27 oriundos da propriedade
localizada em Ipigua, 19 de Paulo de Faria e 22 de Poloni. Os animais foram
organizados em seis grupos, para testar as mesmas seis vacinais comerciais usadas no
experimento com bovinos. Os caprinos foram separados em grupos: V1Cp e V5Cp com

10 animais, V2Cp, V3Cp e V4Cp com nove animais cada, V6Cp com 11 e o grupo
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controle com 10 animais. Os animais estavam na faixa etaria dos 4 meses até a fase
adulta, alguns eram mesticos, outros da raga bder e anglo nubiano.

Os animais foram vacinados nos dias 0 e 28 do experimento, tendo cada grupo
recebido a dosagem na via de administracdo recomendada pelo fabricante para
bovinos. Foi considerado o dia 0 o dia da realizagdo da primovacinagdo. Para uma
melhor andlise dos resultados, amostras de sangue foram colhidas nos dias -21, ou
seja, 21 dias antes da primeira vacinacdo; 0, 28 e 56 do experimento, por puncéo da
veia jugular, através de tubo vacutainer. Logo apés este procedimento, o sangue foi
mantido em repouso e apds obteve-se o0 soro, que, por sua vez, foi colocado em tubos
tipo “eppendorf’” e armazenado em freezer com temperatura de aproximadamente 20°C

negativos até o momento do uso.

4.2.4 Vacinagdo em cobaias

A parte experimental usando cobaias provenientes do biotério da UNESP,
campus de Botucatu, foi separada em duas etapas. Para a primeira etapa foram
selecionadas 65 cobaias e para a segunda 78, todos machos e com peso individual
aproximado de 350g. Em ambas as etapas 0s animais ficaram confinados no setor de
infectério de enfermidades infecciosas do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Reproducédo Animal, da FCAV.

Na primeira etapa as 65 cobaias foram distribuidas em seis grupos de 10 animais
cada, como estabelecido no trabalho de SILVA et al. (2007a) para avaliacdo de vacina.
Os animais foram vacinados, por via subcutanea, nos dias 0 e 28 do experimento e a
vacina utilizada nesta etapa continha suspenséao liquida de antigeno inativado do virus
do BVDV-1, BVDV-2, BoHV-1, leptospirose, virus respiratorio sincicial bovino e
parainfluenza tipo 3. Foi considerado dia 0O do experimento o dia em que 0s animais
receberam a primovacinacdo. A dose recomendada pelo fabricante em bovinos é de
5mL e a via de administracdo pode ser subcutanea ou intramuscular. As doses

fracionadas da vacina foram: 0,32mL, 0,64mL; 1,6mL; 2,0mL; 2,5mL e 3,2mL, conforme
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parametros da literatura pertinente (SILVA et al., 2007a). Cinco animais nao foram
vacinados formando o grupo controle.

Depois de estabelecida a dose que melhor induziu resposta imunoldgica nas
cobaias da primeira etapa, foi realizada a segunda parte do experimento, testando-se
agora seis vacinas comerciais disponiveis no mercado nacional, que foram as mesmas
utilizadas nos bovinos e caprinos. As cobaias de cada grupo receberam a dose de
3,2mL de uma das vacinas. Nesta etapa, assim como na anterior, cinco animais nao
foram vacinados, formando o grupo controle.

Amostras de sangue das cobaias foram colhidas em seringas descartaveis por
meio de puncdo intracardiaca nos dias 28 e 56 de ambas as etapas do experimento.
Logo apOs este procedimento, o sangue foi transferido para um tubo sem
anticoagulante o qual foi mantido em repouso e apds obteve-se 0 soro, que, por sua
vez, foi colocado em tubos tipo “eppendorf” e armazenado em freezer com temperatura

de aproximadamente 20°C negativos até o momento do uso.

4.3 Manutencdao das culturas celulares

As células de linhagem permanente Madin & Darby Bovine Kidney (MDBK),
adquiridas no Cell Bank, localizada no Rio de Janeiro, eram mantidas por monocamada
em frascos de cultura celular de poliestireno (TPP®), contendo meio de crescimento
Eagle-MEM® (Minimum Essencial Medium), acrescidos de 0,2% de bicarbonato de
sédio e adicionado de 10% de soro fetal bovino livre de micoplasma e BVDV. O meio de
cultivo era frequentemente renovado de acordo com a necessidade e a producéo
celular. Para a obtencdo da suspensao celular o meio era descartado e posteriormente
era adicionada solucdo de tripsina sobre a monocamada, a qual era mantida durante
dois a trés minutos para promover o desprendimento do tapete celular e a
individualizacdo das células. Em seguida a solucdo de trispina era desprezada e as

células da monocamada eram ressuspendidas com meio de crescimento (Eagle-MEM)
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contento 10% soro fetal bovino, de maneira a apresentar concentracdo equivalente a 2

x 10° céls/mL, sendo redistribuidas em novos frascos para a utilizac&o ap6s 72 horas.

4.4 Amplificacéo viral

As amostras dos virus BoHV-1 (Nebraska), BVDV-1 (Singer) e BVDV-2 (VS253)
eram mantidas em laboratério por meio de passagens sucessivas em células MDBK,
cultivadas em monocamada, utilizando-se frascos de poliestireno e meio Eagle-MEM
como nutriente. Para a amplificacdo viral era removido o meio de cultura contido na
garrafa de poliestireno e a monocamada eram acrescentados 3 mL de meio de
manutencdo celular para promover a retirada das células mortas. Em seguida esse
meio era desprezado e 1mL de um dos virus era acrescentado ao tapete celular. A
cultura entdo era incubada a temperatura de 37°C, durante 60 minutos para que
ocorresse a adsorcdo do virus as células. ApGs esse periodo, adicionava-se 15mL do
meio Eagle nas culturas com BoHV-1 e, nas culturas com BVDV-1 ou BVDV-2, além do
meio de manutencéo era acrescentado 5% de SFB, sendo depois as culturas mantidas
em incubacdo a temperatura de 37°C. A leitura do efeito citopatogénico foi
acompanhada varias vezes ao dia, por observacdo no microscopio invertido. Quando o
efeito citopatogénico atingia aproximadamente 70% do tapete celular, o material era
congelado, e logo apdés, passado por um descongelamento rapido a fim de ocasionar a
lise das células e liberar as particulas virais que estavam localizadas internamente. A
solucéo obtida era submetida a centrifugacdo a temperatura de 4°C durante 15 minutos
para a decantacdo dos restos celulares. Posteriormente, o sobrenadante foi distribuido
em aliquotas de 1mL em criotubos para armazenamento em nitrogénio liquido, com

temperatura de 196°C negativos.

4.5 Titulagéo viral
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A titulacao viral foi realizada em placas de microtitulacdo, apos a preparacéo de
oito tubos com diluicBes seriadas na base 10 da suspensao viral original, desde 10 até
10®. Em uma placa de poliestireno de 96 orificios (12 colunas x 8 linhas), de fundo
chato, foram distribuidos 50uL de meio de manutencao celular nas colunas de 1 a 8 e
de 10 a 12. A seguir, foram adicionados 50uL de cada diluicdo em uma das respectivas
colunas da placa, sendo a coluna 1 correspondente a diluicdo 10" e assim
sucessivamente, até a oitava coluna, com a diluicdo 10®. Nas colunas de 10 a 12 foram
acrescentados apenas 100 pL de meio de manutencdo celular. Por ultimo, foram
adicionados 50uL de suspenséo celular em uma concentracdo de 3x10° céls/mL, em
todas as cavidades da placa, exceto na coluna 9, que permaneceu vazia para separar
as colunas do controle celular das que recebiam suspensao viral.

A placa foi entdo mantida em incubadora com atmosfera controlada de 5% de
CO; e na temperatura de 37°C. Decorridas 72 horas foi realizada a leitura final em
microscopio éptico invertido com objetiva de 100. O célculo da DICTs foi realizado pelo

método de REED & MUENCH (1938).

4.6 Pesquisa de anticorpos virusneutralizantes

Antes de se realizar os testes, os soros foram inativados em banho-maria a uma
temperatura de 56°C por um periodo de 30 minutos. As aliquotas de soro foram
testadas em duplicata pela técnica de VN, segundo o procedimento operacional
preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE, 2009).

O soro de cobaia € naturalmente citotoxico para as células de linhagem MDBK
que sao utilizadas nas reacbes de VN. Com a finalidade de neutralizar esse efeito
toxico, os soros provenientes das cobaias foram incubados em estufa a 37 °C, por um
periodo de uma hora, numa propor¢cao de 1:2 de amostra de soro de cobaias com SFB
(JORDAO, 2006).
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4.6.1 VN parao BoHV-1

Nos testes para deteccdo de anticorpos contra o BoHV-1 foram utilizadas
suspensdes virais com 200 DICTsg partindo da diluicdo 1:2 com o soro dos bovinos e
dos caprinos; devido ao efeito da citotoxicidade do soro das cobaias, partiu-se entéao da
diluicdo 1:4, nesta espécie, pelos motivos expostos anteriormente.

Em cada placa de microtitulagdo com 96 cavidades de fundo chato, sendo oito
linhas por doze colunas, foram analisadas quatro amostras de soro de bovinos em
duplicata. As colunas um e dois de cada placa foram utilizadas respectivamente para o
controle do tapete celular e da citotoxicidade do soro do animal, tendo sido adicionados
100 pL de meio de manutencéo celular MEM® em cada cavidade da coluna um e 50 pL
de meio adicionados nos poc¢os da coluna dois. Da coluna trés em diante, a diluicdo do
soro foi realizada iniciando-se com 1:2 até 1:1024. Para isto foram adicionados 50 pL
de soro do animal nas colunas trés e quatro e 50uL do meio de manutengdo em todas
as cavidades das colunas de quatro a 12. Em seguida, foi realizada a diluicdo das
amostras. Foi homogeneizada a mistura da quarta coluna, depois foram retirados 50 uL
e passados para as cavidades da quinta coluna e assim sucessivamente até a décima
segunda; apés a homogeneizacdo da mistura foram retirados e descartados 50 L, para
manter a igualdade dos volumes dessa ultima coluna com as demais.

Apés a diluicdo seriada, em cada pocgo, foram adicionados 50uL da suspenséo
viral ajustada a uma concentracdo de 200 DICTso do BoHV-1 da estirpe Nebraska, para
em seguida as microplacas serem incubadas em estufa com atmosfera controlada de
5% de CO, a temperatura de 37°C por um periodo de 18 a 24 horas. Na proxima etapa,
na mistura soro com virus foram acrescentados 100uL de uma suspensdo de células
MDBK, em uma concentracdo de 3 X 10° céls/mL, e novamente as placas foram
submetidas a incubacdo sob as mesmas condic¢des. Decorrido um periodo de 72 horas,
foi feita a leitura em microscopio 6ptico com objetiva invertida. Foi considerada reagente
a amostra de soro que neutralizou o virus a partir da diluicdo 1:2. O titulo de anticorpos

foi considerado a partir da ultima diluicio do soro que neutralizou o virus, ou seja,
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expresso como a reciproca da ultima diluicho em que ndo foi observado efeito
citopatogénico caracteristico, sendo o seu valor o inverso da dilui¢ao.

As amostras de soro provenientes das cobaias foram também submetidas a
técnica de VN da mesma forma que os soros dos bovinos. A diferenca é que, por ser
um soro naturalmente citotoxico as culturas da MDBK, os soros destes animais foram
incubados em estufa com atmosfera controlada com tensdo de 5% de CO,, a
temperatura de 37°C, numa proporc¢ao de 1:2 com soro fetal bovino, por um periodo de
uma hora, antes de se proceder a diluicdo seriada. Portanto, as diluicbes obtidas com
esses soros foram de 1:4 até 1:2048.

4.6.2 VN parao BVDV

Os soros testados passaram pelos mesmos processos que o0 descrito
anteriormente para o BoHV-1, porém, na reacao de virusneutralizacdo para o BVDV-1 e
0 BVDV-2 foram utilizadas suspensdes virais com 100 DICTsg partindo da diluicdo 1:10
para os soros dos bovinos e caprinos e 1:4 para o soro das cobaias.

As colunas um e dois permaneceram como controles de tapete celular e soro
animal, respectivamente. Para o soro dos bovinos foram adicionados 100uL de meio de
manutencdo nos po¢os da coluna um. Nas colunas dois e trés foram adicionados 80 uL
de meio acrescidos de 20 yL de soro animal nas cavidades destas duas colunas. Nas
colunas de quatro a doze foram pipetados 50 yL de meio. Em seguida foi realizada a
diluicdo seriada partindo da coluna trés até a coluna 12, como descrita ha pesquisa de
anticorpos de BoHV-1.

Apés a diluicdo seriada, em cada poco foram adicionados 50uL da suspenséo
viral ajustada a uma concentracdo de 100 DICTs, da estirpe Singer de BVDV-1 e
SV253 de BVDV-2, para em seguida as microplacas serem incubadas em estufa com
atmosfera controlada de 5% de CO,, a temperatura de 37°C. Transcorrida uma hora, a
mistura soro e virus foram acrescentados 50uL de uma suspenséo de células MDBK,

em uma concentracdo de 3 X 10° céls/mL, sendo novamente incubada nas mesmas
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condi¢cbes por um periodo de 96 horas, para posterior leitura em microscoépio invertido.
A amostra de soro considerada reagente pela presenca de anticorpos foi aquela que
neutralizou o virus a partir da diluicdo 1:10. Assim como na reacado para detec¢céo de
anticorpos contra o BoHV-1, o titulo foi expresso com o valor inverso da ultima diluicdo
em que foi observado o efeito citopatogénico.

As amostras das cobaias submetidas a pesquisa de anticorpos contra BVDV-1 e
BVDV-2 tiveram a primeira diluicdo de 1:4 seguindo até 1:2048, como na reac¢ao para a

pesquisa de anticorpos contra o BoHV-1.

4.7 Controle das DICTsyg

Nas reacfes de VN foram também verificadas se as DICTs, do BoHV-1, do
BVDV-1 e o BVDV-2 estavam dentro do intervalo de validacdo do teste preconizado
pelo Manual of Diagnostic Tests and Vaccines of Terrestrial Animals” (OIE, 2007), que &
de 100 a 200 DICTs para o BoHV-1, e de 30 a 300 DICT5 para ambos os BVDV.

4.7.1 Controle das DICTso para o BoHV-1

Inicialmente, para o preparo das 200 DICTsg utilizadas na reacédo de VN para o
BoHV-1, do valor apresentado na titulacéo viral foi subtraido o logaritmo de 200 DICTsg
(2,3) e do resultado dessa subtracdo foi obtido o antilogaritmo correspondente, que
representava o volume final da diluicdo que conteria as 200 DICTso. A mesma diluicdo
que definiu as 200 DICTso para o BoHV-1 também foi utilizada na placa de validacao da
reacdo. A partir delas foram obtidas as diluicdes que definiram 0,2, 2, 20 e 200 DICTso.

Para o preparo da diluicdo com 20 DICTs, foi adicionado 0,2 mL da diluicdo de
200 DICTsp em 1,8 mL de meio de manutencdo Eagle-MEM, e para o preparo da
diluicdo que definiu 2 DICTs foi diluido 0,2 mL da diluicdo de 20 TCID50 em 1,8 mL de

meio de manutencdo Eagle-MEM e por fim, para o preparo da diluicdo que definiu 0,2
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DICTs foi diluido 0,2 mL da diluicdo de 2 DICTso em 1,8 mL de meio de manutencao
Eagle-MEM.

Apés o preparo das diluicbes, em uma placa de microtitulagdo com 96 cavidades,
(8 linhas x 12 colunas) foram adicionados 50 yL em cada cavidade das quatro primeiras
colunas da placa de microtitulacdo, respectivamente das diluicdes 0,2, 2, 20 e 200
DICTso. Nesta placa, a ultima coluna foi destinada ao controle de suspenséo celular e
nao foi adicionado nenhum reagente na quinta e na décima primeira coluna, consistindo
assim colunas limitrofes.

Em cada reagéo também eram realizados os mesmos procedimentos de titulacéo
descritos no item 4.5, pois a suspenséo viral foi obtida a partir de uma das diluicbes (10
1 a2 10®), e o titulo viral estabelecido foi confirmado utilizando as cinco colunas que
ainda restavam na placa. Pelo fato do titulo ja ser previamente conhecido, foram
utilizadas apenas as diluicdes com intervalos préximos ao titulo. Sendo assim, foram
adicionados, em cada coluna, 50 pL de diluigdo por cavidade nas colunas
correspondentes as diluicdes desejadas. Apos esse procedimento a placa era incubada
em estufa com atmosfera controlada com 5% de CO, e temperatura de 37 °C, por um
periodo de 1 hora, pois esta placa foi submetida aos mesmos intervalos de tempo da
reacdo de VN. Transcorrido essa etapa, foram adicionados, em todas as cavidades da
placa, 50 uL de suspensdo celular contendo 3 x 10° cels/mL em meio de manutenc&o
Eagle-MEM com 10% de soro fetal bovino.

A placa de validagao foi mantida em estufa a 37°C com atmosfera controlada
contendo 5% de CO, por 72 horas. A sua leitura foi realizada antes das demais placas
da reacdo de VN, pois os resultados nela encontrados validavam ou nao o teste

realizado.
4.7.2 Controle das DICT 50 para o BVDV-1 e 0 BVDV-2
O controle das DICTso foi 0 mesmo para ambos os BVDV, sendo utilizado 100

DICTso. O valor subtraido era o logaritmo de 100 (2,0) e as 100 DICTs, também foi

utilizada na placa de validacédo da reacéo. A partir delas foram obtidas as diluicbes que
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definiram 1, 10 e 30 DICTsp para ambos os BVDV. Para o preparo da diluigdo com 10
DICTsp, foi adicionado 0,2 mL da diluicho de 100 DICTsy em 1,8 mL de meio de
manutencdo Eagle-MEM, e para o preparo da diluicdo que definiu 1 DICTs foi diluido
0,2 mL da DICTso de 10 DICTsp em 1,8 mL de meio de manutencao Eagle-MEM. No
calculo de 30 TCID50 foi diluido 0,6 mL de 100 DICTsg em 1,4 mL de meio de
manutencdo Eagle-MEM.

A partir desse ponto a reacao foi realizada da mesma forma que para o controle
das DICTs, como descritas para o BoHV-1, sendo a Unica diferenga o periodo final de

incubacao que, neste caso, foi de 72 horas.

4.8 Andlise estatistica

Os resultados obtidos com a infeccdo experimental foram submetidos a
comparacOes das médias dos titulos de anticorpos entre os diversos grupos de cobaias
infectadas nos diferentes periodos utilizando um delineamento com medidas repetidas
no tempo com dois fatores: o volume de suspensao viral do grupo infectado, sendo dois
volumes para o BoHV-1, e trés para o BVDV-1 e o BVDV-2, como um dos fatores; e o
tempo, com quatro periodos, sendo 15, 30, 60 e 90 dias apoés a infeccdo, como o outro
fator. Quando houve diferenca entre as médias pelo teste F, a comparacdao foi feita pelo
teste de Tukey, com probabilidade de 5%.

No experimento com vacinacdo dos animais 0s valores ndo apresentaram
homocedasticidade, mesmo apo6s a transformacéo logaritmica dos titulos individuais
dos animais; neste caso, foi utilizada estatistica ndo paramétrica. Foram realizadas as
comparacfes entre 0s grupos no mesmo tempo, pelo método de Kruskall-Wallis, com
comparacado multipla de Dunn, e comparacao entre tempos amostrais no mesmo grupo,
pelo método de Mann-Whitney. Para isso foi utilizado o programa Graph Pad Prism

versao 5.0.
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5 RESULTADOS

O soro dos animais foram submetidos a técnica de VN e a média geométrica dos
titulos de anticorpos (GMT) calculada em todos os grupos, para os diferentes virus e
vacinas, foram realizadas apenas com 0s animais que apresentaram anticorpos
detectaveis nesta técnica, desconsiderando-se dessa forma, os animais ndo reagentes,

como foi realizado no trabalho de SILVA et al. (2007a).

5.1 InfecgBes experimentais

5.1.1 Bovinos

Assim como na infeccdo experimental com cobaias, a média geométrica dos
titulos de anticorpos (GMT) calculadas em todos os grupos dos bovinos, para os
diferentes virus, foram realizadas apenas com 0s animais que apresentaram anticorpos,
desconsiderando-se dessa forma, os animais que permaneceram com titulos inferiores
aos detectados na técnica de VN.

Os bovinos inoculados com o virus do BoHV-1 e do BVDV-1 apresentaram febre
moderada, corrimento nasal seromucoso por um periodo de 5 dias e aparecimento de
Ulcera na mucosa bucal; porém os animais inoculados com o BVDV-2 apresentaram
apenas febre moderada no periodo observado.

No caso das infec¢des experimentais em bovinos, como pode ser visto na tabela
1, aqueles inoculados com BoHV-1 apresentaram consideravel titulo de anticorpos sete
dias apés a infeccdo, sendo de 215 a GMT obtida nesse periodo. Aos 15 dias, a GMT
aumentou para 1024, e aos 30 dias, para 2048.

Os dois bovinos inoculados com BVDV-1 ndo apresentaram resposta imune ao
virus aos 7 dias apos a infecgédo. Aos 15 dias a GMT foi 28, e aos 30 dias, 1076. (tabela
1).
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Os bovinos infectados com BVDV-2 também ndo desenvolveram resposta ao
virus no dia 7 apés a infeccado. Na segunda colheita, aos 15 dias do experimento, 0s
dois animais responderam ao virus e a GMT foi igual a 24, aumentando

consideravelmente para 905 aos 30 dias apoés a infeccédo. (tabela 1).

Tabela 1. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT), em grupos de bovinos,
nos diferentes dias de colheita, apos infeccdo experimental com o BoHV-
1, 0 BVDV-1 e 0 BVDV-2

Virus 7 dias 15 dias 30 dias
BoHV-1 - 10mL x 10%° DICTs) 215 1024 2048
BVDV-1 - 10 mL x 10°® DICTs) 0 28 1076
BVDV-2 - 10 mL x 10’ DICTs) 0 24 905

E importante ressaltar que, aos 15 dias apds a infeccéo, os bovinos infectados
com BVDV-1 soroconverteram de forma heter6loga para BVDV-2 e vice-versa. A GMT
anti-BVDV-2 foi de 20 nos animais infectados com o BVDV-1 aos 15 dias e de 320 aos
30 dias apos a inoculacdo. A GMT anti-BVDV-1 nos animais infectados com o BVDV-2
foi de 3 e 40, nos dias 15 e 30, respectivamente. Os animais infectados com BoHV-1
nado se tornaram reagentes a nenhum dos tipos de BVDV. Esses dados estédo

apresentados na tabela 2.

Tabela 2. Comparacéo das médias geométricas dos titulos de anticorpos (GMT), dos grupos de
bovinos, mostrando a reacdo cruzada no teste de virusneutralizacéo, nos diferentes
dias de colheita apés infeccdo experimental com o BVDV-1 o BVDV-2

) 7 dias 15 dias 30 dias
Virus BVDV-1/BVDV-2  BVDV-1/BVDV-2  BVDV-1/BVDV-2
BVDV-1 -10mL x 10%® DICTs, 0/0 28/20 1076/320
BVDV-2 — 10mL x 10>’ DICTs, 0/0 3/24 40/905
5.1.2 Cobaias

Durante o decorrer do experimento com cobaias, alguns animais morreram no

procedimento de colheita do sangue e outros morreram por motivos inexplicados, fatos
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que ocorreram em todos os grupos inoculados, independentemente da suspenséo viral
utiizada. Todas as cobaias sobreviventes infectadas com o virus BoHV-1
desenvolveram resposta imune detectada em todas as colheitas. Como podem ser
observadas na tabela 3, as GMT, somente dos animais que foram reagentes na VN,
produzidos pelo grupo infectado com 0,625mL de suspenséo viral aos 15, 30, 60 e 90
dia foram, respectivamente, 116, 84, 155 e 48. Para o grupo infectado com 1,250mL de
suspensao viral, as GMT nos mesmos periodos foram, respectivamente, 166, 187, 174
e 52. Esses dados estdo apresentados na tabela 3.

N&o houve diferenca estatistica significativa entre as médias dos titulos de
anticorpos dos dois grupos pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, o que indica que
para o BoHV-1 os niveis de anticorpos ndo aumentaram com a inoculacdo de maior
quantidade de virus (Tabela 3).

As médias dos titulos de anticorpos das cobaias aos 15, 30 e 60 dias também
foram consideradas estatisticamente semelhantes, porém aos 90 dias apos a infecgéo
houve uma queda estatisticamente significativa nos titulos de anticorpos nos dois

grupos (Tabela 3).

Tabela 3. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT), dos grupos de cobaias,
nos diferentes dias de colheita, apds infeccdo experimental com diferentes
doses de BoHV-1

GMT (animais reagentes/analisados)

15 30 60 90
0,625mL x 10°° DICTs, 1168 (11/11) 842" (10/10) 155" (9/9) 483" (7/7)
1,250mL x 10°° DICTs,  1662" (10/10)  1872" (9/9) 174" (8/8) 522" (8/8)

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nédo diferem entre

si significativamente pelo teste de Tukey com 5% de probabilidade.

Doses

Em relacdo ao BVDV-1, nem todas as cobaias infectadas desenvolveram
resposta imune humoral depois da inoculagdo. Das cobaias infectadas com 0,625mL x
10>® DICTso, 60% (6/10) apresentaram anticorpos aos 15 dias apés a infeccdo, com 5
de GMT; aos 30, 60 e 90 dias, 80% (8/10) cobaias apresentaram anticorpos para o

BVDV-1, com 25, 11 e 7 de GMT respectivamente. No grupo infectado com 1,25mL,
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observou-se que 63% (7/11) das cobaias foram reagentes ao BVDV-1, 15 dias apos a
infeccdo, com 5 de GMT; aos 30 dias, 88% (8/9) apresentaram positividade, com 35 de
GMT; aos 60 dias, 62% (5/8), com 10 de GMT, e aos 90 dias 57% (4/7), com 8 de GMT.

No grupo inoculado com 2,5mL de suspenséo viral, aos 15 dias apés a infeccao,
81% (9/11) das cobaias infectadas apresentaram anticorpos contra o virus, com 20 de
GMT,; aos 30 dias, todas as cobaias foram reagentes, com 102 de GMT; aos 60 dias,
88% (8/9) apresentaram anticorpos detectaveis na reacdo, com 53 de GMT; e aos 90
dias, todos os animais estavam reagentes, com 58 de GMT. Os animais nao reagentes,
na primeira diluicdo foram considerados como tendo titulo menor do que 4 e seus dados
nao foram incluidos nos calculos das GMT. Todos esses dados estdo apresentados na
tabela 4.

Para o BVDV-1, a andlise estatistica indicou que as doses de 0,625mL e
1,250mL de suspensao viral induziram uma resposta imune semelhante, porém a dose
de 2,5mL induziu resposta significativamente maior. A comparagdo entre os dias de
colheita indicou que as médias dos titulos de anticorpos aos 15, 60 e 90 dias séo
estatisticamente semelhantes e que a média aos 30 dias é significativamente superior,

o que indica que houve um pico na produc¢éo de anticorpos nesse periodo. (Tabela 4)

Tabela 4. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT), dos grupos de cobaias,
nos diferentes dias de colheita, apos infeccdo experimental com diferentes
doses de BVDV-1

Doses GMT (animais reagentes/analisados)

15 30 60 90
0,625mL x 10> DICTso 5°A" (6/10) 25%(8/10)  11°4(8/10) 7°4(8/10)
1,25mL x 10°® DICTs 5°4(7/11) 35*(8/9) 10" (5/8) 8" (417)

2,5mL x 10°8 DICTso 208 (9/11) 102%%(11/11)  53"%(8/9) 588 (9/9)

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e maildscula na coluna nado diferem entre si
significativamente pelo teste de Tukey a um nivel de 5% de probabilidade.

Poucas cobaias infectadas com o BVDV-2 apresentaram titulos de anticorpos
neutralizantes igual ou superior a 4, que é o menor titulo detectado na reacdo de VN

para essa espécie.
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Contra o BVDV-2, aos 15 dias apo0s a infeccdo nenhuma cobaia apresentou
anticorpos, portanto o titulo desses animais foi considerado menor que 4. Das cobaias
infectadas com BVDV-2, cuja dose foi 0,625mL x 10>’ DICTso, 23% (3/12) responderam
ao virus aos 30 dias apés a infeccao, com 28 de GMT; aos 60 dias, 30% (4/13) dos
animais apresentaram anticorpos neutralizantes anti-BVDV-2, com 34 de GMT; e aos
90 dias, 15% (2/12) com 24 de GMT. No grupo infectado com 1,25mL de virus, 33%
(4/12) responderam imunogenicamente ao virus aos 30 dias apos a infec¢cdo, com 22
de GMT. Aos 60 dias, apenas um animal dos 12 (8%) apresentava anticorpos anti-
BVDV-2, com 20 de GMT, e aos 90 dias, 25% (2/8), com 40 de GMT. No grupo
infectado com 2,5mL de suspenséo viral, somente 14% (1/7) apresentou anticorpos aos
30 dias, com 20 de GMT; aos 60 e 90 dias, 42% (3/7) foram reagentes, com GMT 28 e
22, respectivamente.

Os fatos apurados mostraram que as trés doses usadas para infeccdo nédo
diferiram estatisticamente na inducdo de anticorpos, sendo também os titulos de
anticorpos estatisticamente semelhantes nos trés periodos de colheita. Esses dados
estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT), dos grupos de cobaias,
nos diferentes dias de colheita, apos infeccdo experimental com diferentes
doses de BVDV-2
Doses GMT (animais: reagentes/analisados)
em Mi 15 30 60 90

0,625 mL x 10°>'DICTsy  <4*" (0/13) 28* (3/13)  34*4(4/13) 24 (2/13)
1,25 mL x 10>'DICTs,  <4*(0/12) 22*4(4/12)  20**(1/12)  20* (2/8)
25mLx10°'DICTs,  <4*(0/10)  20* (1/7) 28** (3/7) 22°4 (3/7)

*Médias seguidas pela mesma letra minlscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem entre si

significativamente pelo teste de Tukey a um nivel de 5% de probabilidade.

5.1.3 Comparacao das cinéticas de respostas imunes
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As comparacgOes das respostas imunes das cobaias e dos bovinos infectados
com o BoHV-1, o BVDV-1 e o BVDV-2, aos 15 e 30 dias, estdo exibidas na figura 1.
Nelas pode ser observado que, apesar de a GMT dos bovinos ser muito superior a das
cobaias, a cinética teve comportamento semelhante, pois os titulos de anticorpos

aumentaram tanto nos bovinos como nas cobaias, independentemente da quantidade

de suspensao viral inoculada.
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Figura 1.Comparacao das médias geométricas dos titulos de anticorpos (GMT) anti-BoHV-1
(A), anti-BVDV-1 (B) e anti-BVDV-2 (C) para cada grupo de cobaias, inoculados com sua
respectiva suspensao viral. Comparacéo das GMT anti-BoHV-1, anti-BVDV-1 e anti-BVDV-2
(D), para cada grupo de bovinos inoculados com sua respectiva suspensao viral.
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5.2 Experimentos com seis vacinas comerciais disponiveis no mercado nacional

5.2.1 Vacinagé&o de bovinos

A andlise sorologica dos bovinos referente a primeira colheita mostrou que de
todos os animais vacinados, apenas um deles, pertencente ao grupo V1Bo né&o
respondeu imunologicamente ao BoHV-1. As GMT dos grupos foram proximas para 0s
grupos V1Bo (7), V2Bo (5), V3Bo (4) e 0 V4Bo (4), sendo maior nos grupos V5Bo (16)
e V6Bo (15). Os dados estdo apresentados na tabela 6.

Tabela 6. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na
virusneutralizacdo para o BoHV-1 na primeira (28 dias) e segunda colheitas
(56 dias), induzidos pela vacinacéo e revacinacdo de grupos de bovinos com
diferentes formulac¢des disponiveis no mercado nacional

Vacinas 12 Colheita 22 Colheita
(n° animais) GMT* GMT** GMT,; GMT;
V1Bo (9) <2,2,4(2), 8(4), 32 7 11, 16(2), 32(2), 45, 91(2), 128 37

4,6, 8(2), 11, 16(4), 23(2),

V2Bo (17) 2(4), 4(8), 8(4), 16 4 32(3), 45, 64, 128 19
V3Bo (7) 3, 4(5), 8 4 8, 11, 23, 32, 45, 128, 181 35
V4Bo (7) 2(3), 4(3), 64 4 4,6,8(3),11,16 8
V5Bo (7) 8(3), 16(2), 32, 64 16 23, 32(2), 45, 64(2), 181 50
V6Bo (8) 4(2), 8(2), 16(2), 64, 128 15 23, 32(2), 45(4), 128 43
Controle (5) <2(5) 0 <2(5) 0

*Titulos desenvolvidos pelos bovinos do grupo (nimero de reagentes com 0 mesmo titulo)
*GMT,; média geométrica dos titulos de anticorpos, por grupo

Na segunda colheita, houve um aumento consideravel nas GMT em quase todos
0S grupos, exceto no grupo V4Bo, em que, apesar do efeito “booster”, a GMT (8) foi
muito baixa. O grupo V2Bo apresentou GMT (19) intermediaria, e os demais grupos
tiveram GMT proximas: V1Bo (37), V3Bo (35), V5Bo (50) e V6B0(43). (Tabela 6 e
Figura 2). Em relagéo ao percentual da segunda colheita, 88,89% dos animais do grupo
V1Bo apresentaram titulo de 16, minimo para conferir protecdo, assim como o V2Bo
teve percentual de 70,58%, no grupo V3Bo foi de 71,43%, no grupo V4Bo foi de
11,11%, nos grupos V5Bo e V6Bo foi de 100%.
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Na primeira colheita houve diferencga estatistica (P<0,05) entre os grupos V2Bo e
V5Bo, V4Bo e V5Bo, e V4Bo e V6Bo; na analise da segunda colheita mostrou
diferenca significativa (P<0,05) do grupo V1Bo com o V4Bo; do grupo V4Bo com o
grupo V5Bo, e do grupo V4Bo com o V6Bo. (Tabela 7).

Tabela 7. Analise estatistica dos dados obtidos na virusneutralizacdo para o BoHV-1 na primeira (28
dias) e segunda colheita (56 dias), com média dos titulos de anticorpos (GMT) induzidos pela
vacinacdo e revacinagdo, seguida pelo desvio padrdo para cada grupo de bovinos que
recebeu uma formulacdo comercial disponivel no mercado nacional

Grupos Vacinais
Dias GMT + Desvio Padrédo
V1Bo V2Bo V3Bo V4Bo V5Bo V6Bo

28 9,0£8,2™" 5,18%3,54°" 4,23+1,62°"  10,5+21,64" 21,71+20,51™  31,0+43,86""
56 51,33+41,74"  28,24+30,01°°®  61,14+66,76™°  8,38+3,7°°  63,0+54,42*®  49,38+32,86"
*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna ndo diferem entre si
significativamente pelo teste de Kruskall-Wallis com comparagdo mudltipla de Dunn, a um nivel de 5% de
probabilidade.
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Figura 2. Comparagdo das meédias geométricas dos titulos de
anticorpos anti-BoHV-1, obtidos 28 e 56 dias ap6s a
imunizacdo de cada grupo de bovinos com diferentes
formulagBes de vacinas comerciais nacionais

Por outro lado, tanto o BVDV-1 quanto o BVYDV-2 néo induziram resposta vacinal
nos animais durante a primeira colheita, sendo, portanto todos negativos na diluicdo
inicial de 1:10, como preconizado no teste de VN pela OIE (2010). Lembrando que a
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GMT foi feita com resultados dos animais positivos somente. Na segunda colheita, para
ambos BVDV, novamente poucos animais responderam. Contra o BVDV-1, apenas um
bovino do grupo V2Bo apresentou anticorpos, com 20 de GMT, um do V4Bo com 40 de
GMT e oito do V5Bo, com 194 de GMT; os demais grupos nao apresentaram
anticorpos detectaveis na VN. O percentual de animais com titulagdo minima de 10,
que confere protecéo, foi de 5,8% para o grupo V2Bo, 14,3% para o0 grupo V4Bo e
85,7% para o grupo V5Bo. (Tabela 8 e figura 3).

Contra o BVDV-2, na primeira colheita, de todos os animais vacinados apenas
0s grupos V3Bo e V4Bo apresentaram um animal reagente, com 10 e 40 de GMT,
respectivamente; cinco do grupo V5Bo responderam com 46 de GMT. Na segunda
colheita continuou ndo havendo animais com anticorpos detectaveis na reagédo de VN
para os grupos V1Bo, V2Bo e V6Bo, porém o percentual de animais com titulo minimo
de 10 foi de 14,28% para os grupos V3Bo e V4Bo e 71,42% para o grupo V5Bo. Os

dados referentes a segunda colheita estdo apresentados na tabela 8 e figura 3.

Tabela 8. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na virusneutralizagéo para o
BVDV-1 e o BVDV-2 na segunda colheita (56 dias), induzidos pela vacinacdo e
revacinacao de grupos de bovinos com diferentes formulacées disponiveis no mercado

nacional
Vacinas BVDV-1 BVDV-2
(N° animais) GMT, * GMT," GMT, GMT,
V1Bo (9) <10(9) 0 <10(9) 0
V2Bo (17) <10(16), 20 20 <10(17) 0
V3Bo (7) <10(7) 0 <10(6), 10 10
V4Bo (7) <10(6), 40 40 <10(6), 40 40
V5Bo (7) <10, 28, 160(2), 256, 453, 640 194 <10(2), 20(2), 40, 57, 256 46
\/6Bo (8) <10(8) 0 <10(8) 0
Controle (5) <10(5) 0 <10(5) 0

*Titulos desenvolvidos pelos bovinosdo grupo (ndimero de reagentes com o mesmo titulo)
** média geométrica dos titulos de anticorpos, por grupo
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Figura 3. Comparacdo das médias geométricas dos titulos de
anticorpos anti-BVDV-1 e BVDV-2, obtidos aos 56 dias apds a
imunizacdo de cada grupo de bovinos com diferentes
formulacbes de vacinas comerciais nacionais.

Os cinco animais do grupo controle permaneceram negativos durante o decorrer
do experimento, para os trés virus estudados, inclusive foram amostrados trés bezerros
que nasceram no decorrer da pesquisa e todos também foram soronegativos até o final

do experimento.

5.2.2 Vacinacéo de caprinos

Para organizacdo dos grupos houve a necessidade da triagem de caprinos
negativos para o BoHV-1, o BVDV-1 e o BVDV-2. Para tanto foram avaliados 337
animais provenientes de duas propriedades localizadas no sul do Estado de Minas
Gerais e de trés propriedades localizadas no nordeste do Estado de Sao Paulo. Das
amostras testadas, 36 foram advindas de animais da propriedade situada no Municipio
de Itamogi (P;) e 228 de Monte Santo de Minas (P,), ambas localizadas no Estado de
Minas Gerais. Do Estado de Sao Paulo, foram 30 amostras de caprinos de uma

propriedade do Municipio de Ipigua (P3), 19 de Paulo de Faria (P,) e 24 de Poloni (Ps).
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Os resultados dos testes de VN mostraram que todos 0s animais eram negativos
tanto para o BVDV-1 quanto para o BVDV-2, porém em relagcdo ao BoHV-1, 62%
(209/337) foram positivos. A taxa de positividade nos animais oriundos do Estado de
Minas Gerais foi de 57,2% (151/264), sendo que o0s animais da propriedade P;
apresentaram 88,9% (32/36) de positividade, e os da propriedade P,, 52,2% (119/228).

Nos animais do Estado de Sdo Paulo, a taxa de positividade encontrada foi de
79,5% (58/73), sendo 86,7% (26/30) nos caprinos da propriedade P3, 63,1% (12/19) da
propriedade P, e 83,3% (20/24) da propriedade Ps. Como pode ser observado, 0s
animais do Estado de Sao Paulo apresentaram a maior ocorréncia.

As GMT somente dos animais positivos foram iguais, com valor 3 para as

propriedades P», P3, P4 e Ps; e 4 para a P;. Os dados encontram-se na tabela 9.

Tabela 9. Analise da reatividade do teste de virusneutralizacdo para o BoHV-1 com a
média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) em soro de caprinos, nas
cinco propriedades analisadas nos Estados de Minas Gerais e S&o Paulo

Estado Propriedades Reagentes/total %04 GMT, * GMT*
Minas P, 32/36 88,9 <2(4(1), 2511)(, 4§10)(, 8§10)(, )16 4
; <2(109), 2(67), 4(30), 6(3),

Gerais P, 119/228 52,2 8(8), 11(3), 16(3), 23, 32(3), 64 3
Sub- total P.+P, 151/264 57,2

S0 Ps 26/30 86,7 <2(4), 2(13), 4(9), 8(4) 3

Paulo P, 12/19 63,1 <2(7), 2(7), 4(5) 3

Ps 20/24 83,3 <2(4), 2(11), 4(9) 3

Sub-total Ps, Py, Ps 58/73 79,5 <2(15), 2(31), 4(23), 8(4) 3
Total 209/337 62

a Porcetagem dos animais positivos em relacé@o ao total de animais analisados
* Média geométrica dos titulos dos anticorpos, individuais (j) (himeros de reagentes com mesmo titulo) e
total (y)

Das cinco propriedades analisadas, apenas em uma (P,), localizada no
Municipio de Monte Santo de Minas, havia relatos de problemas reprodutivos com
testes negativos para leptospirose, toxoplasmose e brucelose nos animais. Apesar de
existir quantidade suficiente de animais negativos nessa propriedade para realizar o
experimento em questdo, os problemas reprodutivos eram criticos, principalmente

relacionados a aborto e retorno de cio. Sendo assim, o produtor desanimou e resolveu
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se desfazer da criacdo, fato que impossibilitou a realizacdo do experimento naquele
local.

Pela complexidade dos problemas relatados, a Unica alternativa viavel foi
implantar o experimento nas trés propriedades localizadas no Estado de Séo Paulo (P3,
P4, Ps), cujos animais apresentavam anticorpos para o BoHV-1 e eram soronegativos
tanto para o BVDV-1 quanto para o BVDV-2. Para ter um parametro do titulo individual
dos animais, foram realizadas duas colheitas de sangue com intervalo de 21 dias,
antes da vacinacdo, sendo a Ultima colheita concomitante com a primeira vacinacgéo.
Foi considerado como dia 0 do experimento o dia da primovacinagédo, sendo assim
foram realizadas colheitas de sangue nos dias -21, 0, 28 e 56 e 0s animais submetidos
a vacinacao nos dias 0 e 28.

As GMT dos animais positivos para 0s grupos, contra o BoHV-1 foram V1Cp 3 e
3;V2Cp4e 3, V3ICp3e2 VACp4e 3, V5Cp4e3eV6Cp 3 e 3, respectivamente
para as colheitas dos dias -21 e 0 do experimento. Como resultado da VN referente a
colheita do dia 28, contra o BoHV-1 foram detectados anticorpos em todos 0s caprinos,
e as GMT dos animais positivos, dos grupos, foram proximas V1Cp (17), V2Cp (15),
V3Cp (30), V5Cp (29) e V6Cp (13), exceto o V4Cp que apresentou maior valor (78). O
percentual de animais que apresentaram titulacdo minima de 16 na colheita do dia 28
foi de 77,8% para o V1Cp e 0 V2Cp, 100% para o V3Cp, V4Cp e V5Cp, e 54,5% para o
V6Cp. Referente a colheita do dia 56, os animais apresentaram mesmo perfil de GMT,
porém com valores maiores do que na colheita anterior. Os valores foram préximos
entre os grupos V1Cp (97), V2Cp (101), V3Cp (94), V5Cp (100) e V6Cp (41), sendo
maior no V4Cp (697) (Tabela 10).

O percentual dos animais que apresentaram titulagdo minima de 16, na colheita
do dia 56, foi de 88,5% para o V1Cp, 100% para o V2Cp, V3Cp, V4Cp, V5Cp e 81,8%
para o V6Cp. Houve diferenca estatistica significativa pelo teste de Kruskall-Wallis com
comparac¢ado multipla de Dunn com 5% de probabilidade entre os grupos V1Cp e V4Cp,
V2Cp e V4Cp, VACp e V6Cp. Os dados séo apresentados na tabela 11 e figura 4.

Para o BVDV-1, nas colheitas dos dias -21 e 0, os animais ndo apresentaram

anticorpos. Nos resultados da VN com as amostras da colheita do dia 28, apenas cinco
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Tabela 10. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na virusneutralizagdo para o BoHV-1, nas colheitas realizadas nos
dias -21, 0, 28, 56, induzidos pela vacinacédo e revacinacdo de grupos de caprinos com uma das formula¢des de vacinas
disponiveis no mercado nacional

Grupos _ '1a .cc_>|hei_ta _ _ 2? golhgita _ _ 3.a f:olhgita ] .4a (_:glhe[ta
Titulos individuais ~ GMT  Titulos individuais* GMT Titulos individuais GMT Titulos individuais GMT
VICp  <2,2(5),4(2,82 3 <2,2(3), 4(5), 8 3 2,8(2), 16(3 23,3213), 4 11, 45, 64(3), 31§§ 181, 256(2), 97
V2Cp 2(3), 4(4), 8(2) 4 <2, 2(5), 4(2), 8 3 2, 8, 16(5), 32, 64 15 45(3), 64, 128(3), 256, 362 101
V3Cp <2(2),2(3), 43,8 3 <2, 2(6), 4(2) 2 16(2),23,32(4),45,64 30 32, 45(4), 64, 128, 256(2) 74
VACp  <2(2),2(3),4(3),16 4  <2(2),2(4),4(2), 8 3 16'1952'(5;(22%6 91, 8 362, 512(3), 724, 1024(4) 697
V5Cp <2(3), 2(2), 4(4),8 4 <2(2), 2(5), 4(3) 3 16(3), 23, 32(4), 64(2) 29 45(2), 64, 91(2), 128(3) 181, 256, 100
V6Cp <2, 2(4), 4(5), 8 3 <2(2), 2(6), 4(3) 3 2.3, 83'21(;)(’225'416(3)' 13 4,11, 18, Zféf?égg, 64,912, 41
Controle 2(3), 4(6), 8 3 2(4), 4(5), 8 3 2(5), 4(5) 3 2(6), 4(3), 8 3

*Titulos desenvolvidos pelos caprinos do grupo (nimero de reagentes com 0 mesmo titulo)

Tabela 11. Andlise estatistica dos dados obtidos na virusneutralizacdo para o BoHV-1 nas colheitas dos dias 28 e
56, com média dos titulos de anticorpos (GMT) induzidos pela vacinagdo e revacinagdo, seguida pelo
desvio padrdo de cada grupo de caprinos que recebeu uma das formula¢des comerciais disponiveis no

mercado nacional

Grupos Vacinais

GMT + Desvio Padrao *

Colheitas V1Cp V2Cp V3Cp V4Cp V5Cp V6Cp
3 23,3+17,99%  20,1+17,17% 32,44 +14,93%* 100,8+ 71,62 32,7+17,93P% 19,18 +17,84*"
42 138,9+122,1%® 1334 +109,3®  101,8 +91,82®  746,4+278,7"® 1157 +6523® 74,0+ 79,18%®

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna néo diferem entre si significativamente pelo teste de
Kruskall-Wallis com comparagéo multipla de Dunn, com probabilidade de 5%.
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animais responderam imunologicamente as vacinas, sendo um animal do grupo
V2Cp (57), um do grupo V6Cp (10) e trés do grupo V5Cp (45). Na colheita do dia 56,
nao houve animal reagente nos grupos V1Cp, V2Cp e V6Cp; apenas dois animais
responderam no grupo V3Cp (14), outros dois responderam no grupo V4Cp (11) e
seis no V5Cp (80) (Tabela 12). O percentual de animais que apresentaram titulacao
minima de 16, aos 56 dias do experimento, foi de 66,7% para os grupos V3Cp e

V4Cp, e 100% para o grupo V5Cp.

800

700

[e2}
o
o

o
o

m28d.p.v
m56d.p.v

GMT dos grupos
w B (6]
o o
o o

ViCp V2Cp V3Cp V4Cp V5Cp V6Cp
Grupos

Figura 4. Comparacdo das médias geométricas dos titulos de
anticorpos anti-BoHV-1, para cada grupo de caprinos inoculados com
diferentes formulacdes de vacinas disponiveis no mercado nacional,
nos diferentes dias de colheita.

Em relacdo ao BVDV-2, mais animais soroconverteram apdés a vacinacdo, e na
colheita do dia 28 um caprino de cada grupo V1Cp, V3Cp e V6Cp foram reagentes,
assim como cinco dos grupos V4Cp e V5Cp, e oito do grupo V6Cp, todavia nenhum
animal foi responsivo no grupo V2Cp. As GMT dos grupos V1Cp, V3Cp, V4Cp, V5Cp
e V6Cp foram iguais, com valor 10, sendo zero para o V2Cp. Na colheita do dia 56,

cinco animais responderam a indugéo vacinal nos grupos V1Cp (10), V3Cp (13) e
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Tabela 12. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na virusneutralizacao

para o BVDV-1, nas colheitas realizadas nos dias 28 e 56, induzidos pela
vacinacdo e revacinagdo de grupos de caprinos com uma das formulacdes
disponiveis no mercado nacional

Vacinas Ani_mais _ 33_ c_olhe_ita . _4_‘"‘ col_heita
analisados  Titulos individuais* GMT Titulos individuais GMT

V1Cp 10 <10(9) 0 <10(20) 0
V2Cp 9 <10(8), 57 57 <10(10) 0
V3Cp 9 <10(9) 0 <10(7), 10, 20 14
VACp 9 <10(9) 0 <10(3),10(5), 20 11
V5Cp 10 <10(7), 20, 40, 113 45 20&%)6(‘;())%)2’08(2()2)’ 80
V6Cp 11 <10(10), 10 10 <10 (10) 0

Controle 10 <10(10) 0 <10(10) 0

*Titulos desenvolvidos pelos caprinos do grupo (nimero de reagentes com o mesmo titulo)

VA4Cp (13), no V2Cp nenhum animal respondeu, no V5Cp (36) todos os animais

foram responsivos e apenas dois animais responderam no V6Cp (14). Os dados

estdo apresentados na tabela 13. O percentual do grupo de animais com titulacdo

minima de 10, na quarta colheita, foi 50% para V1Cp, 0% para o V2Cp, 55,6% para o
V3Cp e 0 V4Cp, 100% para o V5Cp e 18,2% para o V6Cp.

Tabela 13. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na

virusneutralizacao para o BVDV-2, nas colheitas realizadas nos dias 28 e
56, induzidos pela vacinacdo e revacinacdo de grupos de caprinos com
seis vacinas disponiveis no mercado nacional

Vacinas Ani_mais _ 3§ golhgita _ 4§ c_olhe_ita
analisados Titulos individuais* GMT Titulos individuais GMT

V1Cp 10 <10(9), 10 10 <10(5), 10(5) 10
V2Cp 9 <10(10) 0 <10(9) 0
V3Cp 9 <10(8), 10 10 <10(4), 10(3), 20(2) 13
VACp 9 <10(4), 10(5) 10 <10(4), 10(3), 20(2) 13
V5Cp 10 <10(5), 10(5) 10 10(2), 20, 40(4), 50, 80, 160 36
V6Cp 11 <10(10), 10 10 <10(9), 10, 20 14

Controle 10 <10(10) 0 <10(10) 0

*Titulos desenvolvidos pelos caprinos do grupo (ndmero de reagentes com o mesmo titulo)

Os animais do grupo controle permaneceram negativos contra o BVDV-1 e o

BVDV-2 durante todo o experimento.
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5.2.3 Vacinacao de cobaias

Primeira etapa:

Nesta primeira etapa, foi utilizada apenas uma vacina, buscando encontrar a
dose que melhor induzisse resposta imune nessa espécie animal. Dos 60 animais
vacinados, apenas trés pertencentes ao grupo G2 ndo responderam a vacinacao
com o BoHV-1 na primeira colheita, € um animal do grupo G4 ja ndo apresentava
mais anticorpos na segunda colheita. No entanto, muitos animais morreram no
decorrer do experimento. Alguns sucumbiram durante ou logo ap6s a colheita de
sangue, porém outros morreram com 0 passar do tempo. H& suspeitas de que a
vacina pode ter causado certa fragilidade a esses animais, pois quanto maior a
dosagem administrada, maior o numero de animais mortos. Outro fato constatado foi
que dos animais do grupo controle somente um morreu durante a colheita do
sangue, tendo os outros permanecido vivos até o final do experimento.

Na primeira e segunda colheitas, para cada grupo as GMT foram 11 e 18 para
0G1;10e 25 parao G2; 25 e 36 para o G3; 30 e 29 para o G4; 30 e 13 parao G5; e
52 e 45 para o0 G6. Como pode ser observado, as GMT entre os grupos G1 e G2, e
entre G3, G4 e G5, da primeira colheita, tém valores muito proximos entre si, tendo o
G6 como destaque pelo maior GMT induzido pela vacinagdo. Na segunda colheita, o
namero de animais por grupo estava muito reduzido, porém foi possivel observar que
o G6 foi o grupo que também obteve maior GMT. No G7, grupo controle, os animais
permaneceram nao reagentes durante todo o experimento. Os dados estao
apresentados na tabela 14 e na figura 5.

Para o BVDV-1, na primeira colheita, das 58 cobaias apenas 18 apresentaram
anticorpos detectaveis na VN. As GMT dos animais positivos foram baixas em todos
0S grupos, com valor 3 para os grupos G1, G2, G3, G4 e G6, e 4 para G5. Na
segunda colheita, também 18 animais responderam, sendo os valores de 4, 3, 6, 11,
11 e 21 das GMT para os grupos de G1 a G6, respectivamente. O grupo G6 foi o que

apresentou maior GMT. Os dados estédo apresentados na tabela 15 e figura 4.
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Tabela 14. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na virusneutralizacao
para o BoHV-1, nas colheitas realizadas nos dias 28 e 56, induzidos pela
vacinacao e revacinacdo de grupos de cobaias com fragcbes de uma vacina
disponivel no mercado nacional

Grupo 12 colheita 22 colheita

(volume) Reagentes Titulos individuais* GMT  Reagentes  Titulos individuais ~ GMT
(0,3% my 1040 6(z)ig((zz)),’ R u 8/8 2<3Lt’2§3,' a9 2
(o,efoZmL) 710 <40 4%)(’2;3’ 162, 3/3 16(2), 64 25

(Lgfm_) 8/8 8, 16(2),23,32(3),91 25 6/6 8, 16(%164' ML 36

(Z,anL) 10/10 8, 23(3%&?22)(3)’ 45, 30 3/4 <4, 23, 32(2) 29

(2,56ﬁ1L) 10/10 8, 11, 32(6), 64, 91 30 3/3 8,11, 23 13

(3;2” 10/10 11, 23123;32’(2)1’264(3)’ 52 4/4 4,32, 64,512 45
Controle 0/5 <4(5) 0 0/4 <4(5) 0

*Titulos desenvolvidos pelas cobaias do grupo (nUmero de reagentes com o mesmo titulo)

Tabela 15. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na
virusneutralizacdo para o BVDV-1, nas colheitas realizadas nos dias 28 e
56, induzidos pela vacinacdo e revacinacdo de grupos de cobaias com
fracbes de uma vacina disponivel no mercado nacional

Grupo 12 colheita 22 colheita

(volume) Reagentes Titulos individuais GMT Reagentes Titulos individuais GMT
G1 (0,32 mL) 3/10 <4(7), 4 (3) 4 3/8 <4(5), 4(2), 11 6
G2 (0,64 mL) 2/10 <4(8), 4(2) 4 3/3 4(3) 4
G3 (1,6 mL) 3/8 <4(5), 4(3) 4 5/6 <4, 4(3), 6, 16 6
G4 (2,0 mL) 3/10 <4(7), 4(3) 4 Y, <4(3),11 11
G5 (2,5 mL) 3/10 <4(7), 4(3) 4 2/3 <4, 4, 32 11
G6 (3,2 mL) 4/10 <4(6), 4(4) 4 4/4 11, 23(2), 32 21

Controle 0/5 <4(5) 0 0/4 <4 0

*Titulos desenvolvidos pelas cobaias do grupo (nUmero de reagentes com o mesmo titulo)
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Figura 5. Comparacao da média geométrica dos titulos de anticorpos anti-
BoHV-1 e anti-BVDV-1, para os grupos de cobaias inoculados com
diferentes doses de uma vacina comercial nacional, 28 e 56 dias apés a
imunizacao

Em relacdo ao BVDV-2, dos animais vacinados, tanto na primeira quanto na

segunda colheita, nenhum deles apresentou anticorpos detectaveis na reacdo de VN.

Segunda Etapa

Na primeira etapa nédo foi possivel aplicar um método estatistico, pois muitos
animais foram a o6bito. Como os animais do grupo seis apresentaram uma maior
GMT contra o BoHV-1 e o BVDV-1, tanto na primeira quanto na segunda colheita,
ficou estabelecida a dosagem de vacina desse grupo (3,2mL) para a realizacdo da
segunda etapa do experimento.

Como na primeira etapa morreram muitos animais, na segunda fase foram
utilizadas oito cobaias a mais, ou seja, 78. Para o V1Co, V3Co e V6Co foram
utilizados 11 animais por grupo, V2Co com 13, V4Co com 14, e V5Co com 12

animais; cinco cobaias permaneceram no grupo controle, ndo sendo vacinadas. Os
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animais receberam a dose de 3,2mL de uma das seis vacinas disponiveis no
mercado nacional, conforme o grupo. As cobaias do V1Co e V6Co nao resistiram a
vacinacao, e todos os animais desses grupos morreram.

No caso do BoHV-1, todos os animais vacinados com as outras quatro vacinas
(V2Co, V3Co, V4Co e V5Co) responderam imunologicamente nas duas colheitas. As
GMT na primeira colheita, entre V2Co (77) e V3Co (70), ndo diferiram muito entre si,
assim como entre os grupos V4Co (124) e V5Co (117), sendo a GMT dessas duas
tltimas maiores que as primeiras. Na segunda colheita, as GMT também foram
proximas para os grupos V2Co (176) e V3Co (175), porém os animais do grupo
V4Co (353) apresentaram titulos superiores aos do V5Co (223). Os animais do grupo
controle ndo foram vacinados e permaneceram negativos durante todo experimento.
Os dados estéo apresentados na tabela 16 e na figura 6.

Pode-se observar que na primeira colheita ndo houve diferenca estatistica
significativa (P<0,05). Todavia, na segunda colheita essa diferenga ocorreu entre
V3Co e V4Co (Tabela 17).

Tabela 16. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na virusneutralizacéo
para o BoHV-1, nas colheitas realizadas nos dias 28 e 56, induzidos pela
vacinacdo e revacinacdo de grupos de cobaias com uma das vacinas
disponiveis no mercado nacional

Vacinas 12 colheita 22 colheita
Reagentes Titulos individuais* GMT Reagentes Titulos individuais GMT
16(2), 32, 45, 64, 91(3), 45, 64(2), 128, 181,
V2Co  13/13 128(2), 181, 256(2) o 1212 256(5), 362, 512 /0
32(2), 45(3), 64(2), 128(3), 91(3), 128(3), 181,
V3Co 11/11 256 70 11/11 256, 363(2), 512 176
32, 45, 64, 91(2), 128(6), 181(2), 256(4),
V4Co 14/14 181, 256(2) 110 13/13 362(2), 512(4), 1024 352
23, 32(2), 128(3), 181(2), 128(2), 181(4),
V5Co 12/12 256(4) 118 10/10 256(2), 512(2) 223
Controle 0/5 <4(5) 0 0/4 <4(4) 0

*Titulos desenvolvidos pelas cobaias do grupo (nUmero de reagentes com o mesmo titulo)
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Tabela 17. Analise estatistica dos dados obtidos na virusneutralizagdo para o BoHV-1 nas duas
colheitas realizadas no experimento, com média dos titulos de anticorpos (GMT)
induzidos pela vacinagéo e revacinacgédo, seguida pelo desvio padréo para cada grupo de
cobaias que recebeu vacina comercial disponivel no mercado nacional

Grupos Vacinais
Colheitas GMT* £ Desvio padrao
V2Co V3Co V4Co V5Co
12 107,7 +81,14* 87,91 +67,82*" 127,4 +67,09*" 154,8 + 91,46
2a 219,7 +135,2*° 211,8+142,5®° 398,6 + 227,5" 251,6 + 143,8°™"

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e mailscula na coluna nédo diferem entre si

significativamente pelo teste de Kruskall-Wallis com comparacéo multipla de Dunn, com probabilidade

de 5%.

m28d.pv
W56d.pyv

GMT dos grupos

V2Co V3Co V4Co V5Co
Grupos

Figura 6. Comparacao das médias geométricas dos titulos de anticorpos
anti-BoHV-1, para cada grupo de cobaias, inoculados com diferentes
formula¢cBes de vacinas comerciais disponiveis no mercado nacional, 28
e 56 dias ap0ds a imunizagdo

Poucos animais responderam imunologicamente ao BVDV-1. Os grupos V2Co
e V3Co néo induziram anticorpos detectaveis nas cobaias, em nenhuma das duas
colheitas. Apenas um animal do grupo V4Co e dois do V5Co foram reagentes ao
teste de VN, com 10 e 14 de GMT, respectivamente, na primeira colheita. Na
segunda colheita, a resposta continuou baixa, e somente dois animais do V4Co e

BN

cinco do V5Co responderam a vacinacdo, com 17 e 33 de GMT respectivamente
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(Tabela 18). O percentual de animais que responderam a vacinacdo, nessa colheita,

foi de 18,2% para o grupo V4Co e 50% para o grupo V5Co.

Tabela 18. Média geométrica dos titulos de anticorpos (GMT) obtidos na
virusneutralizacdo para o BVDV-1, nas colheitas realizadas nos dias 28 e 56 do
experimento induzidos pela vacinagao e revacinacdo de grupos de cobaias com
uma das formulacdes disponiveis no mercado nacional

Vacinas 1 colh_e it"’.l — 2 FO'he_“a .
Reagentes Titulos individuais* GMT reagentes Titulos individuais GMT
V2Co 0/13 <4 <4 0/12 <4 <2
V3Co 0/11 <4 <4 0/11 <4 <2
V4Co 1/14 10 10 2/13 <4(11), 14, 20 17
<4(5), 14, 57,
V5Co 2/12 10, 20 14 4/10 20(2), 113 33
Controle 0/5 <4(5) 0 0/5 <4(5) 0

*Titulos desenvolvidos pelas cobaias do grupo (nimero de reagentes com o mesmo titulo)

Em relagdo ao BVDV-2 ndo foram encontrados anticorpos com titulo minimo
de 4, na reacdo de VN com soro das cobaias, nas duas colheitas realizadas, para

todas as vacinas testadas neste experimento.

6. DISCUSSAO

Comparando as respostas dos bovinos e das cobaias inoculadas com as
maiores doses dos virus estudados, observa-se uma similaridade na resposta imune
dos animais, porém as cobaias responderam com titulos bem inferiores aos dos
bovinos. Em bovinos, das estirpes virais inoculadas, a maior taxa de anticorpos
observada foi depois de transcorridos 30 dias do experimento. Isso também foi
observado nas cobaias inoculadas com a maior dose de suspenséo viral, exceto para
0 grupo que recebeu o BVDV-2, em que houve maior producao de anticorpos aos 60
dias do experimento. A estirpe do BoHV-1 foi a que induziu as maiores taxas de
anticorpos, seguida pela estirpe do BVDV-1, e a que menos induziu producdo de

anticorpos foi a estirpe do BVDV-2, em ambas as espécies.
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Como néo foram encontrados trabalhos relatando infeccdo experimental em
cobaias, os dados obtidos com a presente infec¢cdo experimental foram comparados
a literatura relacionada com vacinagdo. Os dois grupos de cobaias infectadas com
BoHV-1 apresentaram titulos bem superiores aos determinados por SILVA et al
(2007a), quando vacinaram cobaias no dia 0 do experimento, fazendo reforgo aos 28
dias e colhendo amostras sanguineas no dia 56 do experimento. As cobaias foram
separadas em grupos e receberam diversas fragcdes da dose da vacina inativada
recomendada para bovinos. Todos 0s grupos vacinados apresentaram titulos
menores que dois até 40, aos 28 dias da revacinacdo, quando comparados as GMT
anti-BoHV-1 no dia 60 da presente pesquisa, que foi 155, para a menor dose de virus
inoculada (0,625mL x 10°° DICTsp). O grupo que recebeu a dose de 1,6mL da vacina
inativada no trabalho de SILVA et al (2007a) apresentou GMT 40, sendo 128 o maior
titulo individual. Na pesquisa em apreco, a menor dose inoculada de suspensao viral
induziu anticorpos com 116 de GMT aos 15 dias pés-infeccéo, e de 155 aos 60 dias.

Comparando as GMT anti-BVDV-1 das cobaias da presente pesquisa de
infeccdo experimental com as vacinadas por SILVA et al. (2007a), observa-se que 0s
animais que receberam a dose de 1,6mL da vacina inativada apresentaram GMT 9
sendo 64 o maior titulo individual. Na presente pesquisa, a menor dose de virus
utilizada (0,625mL x 10°® DICTso) para a infeccéo induziu GMT 25, aos 60 dias pds-
infeccdo, e 113 como o maior titulo individual de anticorpos. Com a dose de 2,5mL x
108 DICTso um animal apresentou GMT 1280.

Todavia, os bovinos responderam com titulos bem superiores aos das
cobaias, pois aos 30 dias poés-infeccdo apresentaram 2048 de GMT. No trabalho
realizado por HENZEL et al. (2008) com inoculacéo da estirpe SV-56/90 do BoHV-1.2
no trato genital de bezerras, o maior titulo individual obtido foi 32, depois de 28 dias.
Apos tratamento com dexametasona, o maior titulo obtido foi 128, ambos os valores
bem inferiores ao encontrado na presente pesquisa.

LIMA et al. (2005) compararam a resposta de bovinos imunizados com
vacinas atenuadas de BVDV-1 e BVDV-2, com a de trés formulacdes comerciais

produzidas com virus inativados. Os animais inoculados com vacinas contendo virus
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atenuado, mesmo sem receber reforco vacinal apresentaram resposta humoral
superior aquela de animais vacinados com virus inativado. Em relacdo ao BVDV-1,
0s pesquisadores encontraram 1612 de GMT, valor muito proximo aos 1076 de GMT
encontrado na presente pesquisa com a infeccdo experimental; para o BVDV-2
houve uma grande diferenca, sendo de 905 a GMT detectada na infeccéo
experimental e 151 em animais imunizados com vacina atenuada.

Trabalho realizado por ARENHART et al. (2008) utilizando duas doses de
vacina atenuada com o BVDV-1 e o BVDV-2 encontrou os maiores titulos de
anticorpos aos 78 dias da primovacinagdo. Para o BVDV-1 os titulos ficaram entre
640 e 5120, e para o BVDV-2 entre 20 e 1280, valores maiores do que o obtido na
presente infeccdo experimental. Este fato € explicado pela concentracdo de virus
utilizada na fabricacdo dessa vacina poder ser maior do que a dose viral utilizada na
suspenséao viral inoculada na infeccdo experimental.

BRUM et al. (2002) inocularam quatro bezerros com idade entre seis e oito
meses de idade com 10mL de suspens&o viral de BVDV-2 na concentracdo de 10’
DICTsp, sendo metade da dose aplicada por via intranasal e a outra metade por via
intravenosa. Nesse caso, 0s resultados obtidos foram concordantes com o presente
experimento, pois nenhum bovino soroconverteu aos sete dias apds a infeccgao,
porém se tornaram reagentes na VN aos 15 dias pés-infeccdo. Na pesquisa citada
anteriormente, os titulos variaram de 16 a 32, valores proximos a média geométrica
de 23 que os bovinos infectados com BVDV-2, no presente experimento,
apresentaram aos 15 dias pds-infeccao.

Ao comparar os resultados da presente pesquisa com dados descritos na
literatura pode-se observar que as vacinas atenuadas promovem uma elevada
producdo de anticorpos, assim como na infeccdo experimental verificada na presente
pesquisa, todavia as vacinas inativadas estimulam a producdo de menores titulos de
anticorpos do que as vacinas atenuadas ou a infec¢cédo experimental.

O CFR (2011) estabelece tanto para o BVDV quanto para o BoHV-1, que dos
animais vacinados, 80% dos animais devem apresentar titulacdo minima 8 para

serem considerados protegidos contra essa enfermidade. Pesquisas realizadas por
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POSPIL et al. (1996), mostraram que titulos neutralizantes maiores ou iguais a 16
tém sido apontados como 0s minimos necessarios para proteger os animais frente a
uma exposicédo ao BoHV-1 (POSPISIL et al., 1996).

Estendendo essas informacdes para a presente pesquisa, as vacinas
disponiveis no mercado utilizadas nos grupos V1Bo, que induziram em 88,89% dos
animais titulos maiores ou iguais a 16, e nos grupos V5Bo e V6Bo, mesmo perfil
sorolégico em 100% dos bovinos, tém capacidade de proteger os animais frente a
infeccdo; contudo, as demais vacinas ndo se enquadraram nessa situagdo, sendo,
portanto, ineficientes.

Trabalho realizado por SILVA et al. (2007b), utilizando uma vacina nacional e
cinco vacinas produzidas em outros paises, todas inativadas, mostrou que para o
BoHV-1, o titulo maximo obtido nos bovinos pela vacina nacional foi 32 e nas duas
vacinas estrangeiras foi 256. Na presente pesquisa, as vacinas nacionais induziram
titulo individual maximo de 181 nos exames de VN com os grupos V3Bo e V5Bo.

A imunizacdo de caprinos com as vacinas comerciais também induziu
anticorpos contra o BoHV-1. Na primeira colheita, o percentual de animais com
titulacdo maior ou igual a 16 foi maximo nas vacinas utilizadas nos grupos V3Cp,
VA4Cp e V5Cp. Com a dose reforgo, todas as vacinas atingiram pelo menos os 80%
de animais com titulacdo minima 16, que seria a menor titulacdo que confere
protecdo em bovinos contra essa enfermidade, exceto o grupo V6Cp, que teve
percentual de 72,7%. Isso é um indicativo que as vacinas contendo BoHV-1 inativado
sdo capazes de estimular o sistema imune dos caprinos. Apesar de serem reagentes
no inicio do experimento pdde-se observar um aumento consideravel no titulo de
anticorpos. Além disso, a titulagdo dos soros obtidos ap6s o reforco vacinal mostrou
gue 0s caprinos tiveram resposta imune maior que os bovinos.

A primeira etapa da vacina¢cdo em cobaias mostrou que conforme aumenta a
fracdo de vacina aplicada no animal aumenta também o titulo de anticorpos
induzidos para o BoHV-1. Logo na primeira colheita, ou seja, 28 dias ap0s a primeira
vacinacgao, foi obtido 52 de GMT no exame de VN do grupo de animais que recebeu

a fracdo de 3,2 mL de uma vacina inativada. O trabalho de SILVA et al. (2007a)
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relata GMT de 6,56, 7,46 e 40,31 para as doses de 0,32 mL, 0,64 mL e 1,6 mL de
uma formulacdo experimental inativada, 28 dias ap0s a revacinacdo. Para as
mesmas doses e dia de colheita do sangue, as GMT obtidas na presente pesquisa
foram 18, 25 e 36. Essa resposta diferente pode ser devida a quantidade de virus
contida nas formula¢des vacinais ou até o tipo de adjuvante utilizado em cada
vacina, entre outros fatores.

Na segunda etapa do experimento de vacinacdo de cobaias, no qual foram
testadas seis vacinas disponiveis no mercado nacional, observou-se que a dose de
3,2mL induziu anticorpos para o BoHV-1 com titulos maiores do que aqueles
detectados nos bovinos. Os animais do V1Co e V6Co nédo resistiram a vacinacao e
todos os animais desse grupo morreram. A diferenca dessas duas vacinas em
relacdo as demais é a presenca de 4,8mg/mL de selenato de so6dio em suas
formulacdes. Portanto, foi possivel supor que o selénio nessa quantidade resultou
na morte, das cobaias, por intoxicagdo. Assim, todas as vacinas induziram anticorpos
com titulagdo minima de 16 em 100% das cobaias em todos 0s grupos.

Levando em consideragédo o regulamento do CFR (2011) para fabricagéo de
vacinas contra o BoHV-1 juntamente com os trabalhos realizados por POSPIL et al.
(1996), pode ser considerado satisfatoria a vacina que induzir em 80% dos animais
titulo de anticorpos maior ou igual a 16. Entdo, para os bovinos do presente
experimento, apenas as vacinas V1, V5 e V6 seriam satisfatorias; no entanto, para
0S caprinos, as seis vacinas testadas seriam aprovadas e para cobaias a V2, a V3, a
V4 e a V5 estariam dentro desse critério, ressaltando que nao foi possivel testar a V1
e a V6 em cobaias devido a alta concentracéo de selénio na formulacao vacinal.

Analisando as vacinas, para o BoHV-1, nas trés espécies houve diferenca
estatistica significativa (P<0,05) pelo teste de comparacdo de Mann-Whitney entre os
periodos de colheita para a mesma vacina, ou seja, os resultados obtidos para cada
vacina na primeira e segunda colheita mostram o efeito “booster” positivo do refor¢o
vacinal. Essa diferenga somente ndo apareceu nos grupos V6Bo e V5Co.

Com relacédo a vacinacao dos bovinos, para o BVDV-1, apenas a V5 com GMT

194 seria efetiva. O maior titulo individual obtido para esse virus foi 640. As demais
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vacinas apresentaram percentural bem abaixo do considerado satisfatorio. SILVA et
al. (2007a), utilizando uma vacina experimental inativada para o BVDV-1 obtiveram
38 de GMT, com 128 de titulagdo maxima individual e com 80% de animais com 10
de titulo minimo. No trabalho realizado por FULTON et al. (1995), duas vacinas
inativadas induziram 161 e 32 de GMT, também para o BVDV-1. Na pesquisa de
LIMA et al. (2005), avaliando trés vacinas inativadas com a estirpe do BVDV-1,
obtiveram 14,3, 25,1 e 40 de GMT aos 60 dias do experimento, para cada vacina,
ressaltando que os animais foram revacinados depois de 30 dias.

Quando analisada a inducéo da producéo de anticorpos contra o BVDV-2, nos
bovinos, nenhuma vacina atingiu as especificacdes do CFR (2011). A vacina utilizada
no V5Bo apresentou melhores resultados, mas mesmo assim ndo pode ser
considerada satisfatoria, pois o percentual de animais com titulos maiores que 8 foi
de 71,4%.

Para os caprinos, apenas a V5 seria satisfatéria para o BVDV-1 e o0 BVDV-2,
uma vez que o percentual de animais com titulacdo minima de 8 estava acima dos
80%. Comparando aos bovinos, a vacina para o BVDV-2 foi mais eficiente nos
caprinos, pois nos bovinos nenhuma delas se enquadrava nas especificagbes do
CFR (2011).

Em cobaias, as vacinas para o BVDV-1 ndo induziram boa resposta imune. Na
primeira etapa, a maior GMT (21) foi obtida com a maior dose (3,2mL). No trabalho
de SILVA et al (2007a), a maior GMT foi obtida com a dose de 1,6mL, e a dose de
0,64mL gerou GMT 8, valor muito proximo a GMT obtida com o dobro dessa dose.

Na segunda etapa, a maior GMT obtida foi do grupo V5Co (33), sendo o maior
titulo individual encontrado de 1024 no grupo V4Co. No trabalho de JORDAO et al
(2011) dez cobaias imunizadas com vacina comercial contendo a estirpe NADL, na
dosagem de 3,0 mL, responderam com GMT de 11, e o titulo individual maximo foi
de 32. Portanto, as GMT encontradas em ambas as pesquisas, apresentaram
valores proximos, porém na presente pesquisa, o titulo de anticorpos individual

detectado foi superior.
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As vacinas para o BVDV-2 nado induziram a producdo de anticorpos nas
cobaias, assim como n&o foram detectados anticorpos na infeccdo experimental.
Outro fato € que as vacinas compostas de antigenos inativados do BVDV-2 também
nao apresentaram bom estimulo da resposta imune, tanto nos bovinos quanto nos
caprinos. Todavia, em bovinos trés vacinas (V3Bo, V4Bo e V5Bo0) induziram a
producdo de anticorpos, porém com percentual do grupo inferior aos 80%, ou seja,
valor classificado como insatisfatorio pelo CFR (2011). Para os caprinos, cinco
vacinas induziram producdo de anticorpos, porém somente o grupo V5Cp atingiu e
até ultrapassou o percentual, alcangcando 100% dos animais titulo maior ou igual a 8.

Nesta pesquisa ficou notavel que as vacinas comercializadas no mercado
nacional precisam ser melhoradas, pois a maioria ndo esta dentro de parametro
aceitavel que estabeleca protecdo ao animal, ha a necessidade de incluir os dois
genotipos do BVDV nas formulacdes vacinais e utilizar estirpes isoladas no Brasil,
pois apesar dos anticorpos conferirem protecdo contra a espécie heteréloga, a
protecdo é mais eficiente para a espécie homéloga.

Trabalho realizado por PARRENO et al. (2010) demonstrou que tanto em
bovinos quanto em cobaias, a concentracdo viral é um fator muito importante na
composicdo de uma vacina. Segundo esses autores, vacinas com concentracao
maior que 10° induzem a producdo de anticorpos em niveis satisfatérios contra o
BoHV-1, tanto em bovinos quanto em cobaias; no entanto, a concentracdo menor ou

igual a 10° n&o foi capaz de induzir a producéo de anticorpos nas referidas espécies.

2.6 CONCLUSOES

e As infeccbes experimentais dos animais com o BoHV-1 e o BVDV-1
mostraram que os bovinos responderam com elevados titulos de anticorpos,
que foram superiores aos titulos induzidos nas cobaias, porém com evolu¢cdes
similares na cinética; diferente do BVDV-2 que n&o determinou 0 mesmo

padréo de resposta imune.
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e Por meio da infeccdo experimental realizada em bovinos com as estirpes do
BVDV-1 e do BVDV-2 foi possivel constatar reacdo cruzada no teste de VN

pela deteccdo de anticorpos contra o genétipo heterélogo.

e As vacinagOes realizadas em bovinos promoveram efeito “booster” depois do

reforco vacinal que induziu titulos de anticorpos compativeis com protecao.

¢ O teste com as vacinas nos bovinos mostrou que a V5 foi a mais eficiente,
pois induziu resposta imune com maiores titulos, tanto para o BoHV-1 quanto
para o BVDV-1e o BVDV-2.

e Das seis vacinas comerciais testadas na inducdo da imunidade em bovinos,
todas foram satisfatérias para o BoHV-1, uma contra o BVDV-1 e nenhuma
contra o BVDV-2.

e Modelo experimental com caprinos foi eficaz para avaliar vacinas contra o
BoHV-1, o BVDV-1 e 0 BVDV-2.

e A viabilidade de modelo experimental com cobaias serviu para avaliar vacinas
contra 0 BoHV-1 e 0 BVDV-1, mas nao para o BVDV-2.
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