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TITULOS DE ANTICORPOS ANTI-HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1
(BoHV-1) DE BEZERRAS EM TRES REBANHOS LEITEIROS
DO ESTADO DE SAO PAULO, BRASIL

ANTIBODIES TITERS AGAINST BOVINE HERPESVIRUS TYPE 1 (BoH-1) FROM CALVES
ON THREE DAIRY FARMSIN SAO PAULO STATE, BRAZIL

S. P. GATTI, 1. B. AFFONSO, F. C. DIAS, A. S. R. MEDEIROS,
F. FERREIRA, S. 1. SAMARA

RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar os titulos de anticorpos de bezerras de zero a doze meses de idade, em trés
propriedades de baixa, média e alta prevaléncia de BoHV-1. Os soros colhidos periodicamente foram analisados e
titulados pelo teste de virus-neutralizagdo. Em rebanho de baixa prevaléncia de BoHV-1, ndo existiu diferen¢a nos
titulos de anticorpos colostrais entre filhas de vacas vacinadas e ndo vacinadas contra o0 BoHV-1. Em rebanhos de média
e ata prevaléncia de BoHV-1, os titulos de anticorpos foram mais elevados nas bezerras nascidas de vacas positivas e
vacinadas contra BoHV-1. A avaiagdo zootécnica demonstrou que quando as bezerras sdo manejadas corretamente e
mantidas com cuidados de higiene sanitaria e alimentagao balanceada, ndo sofrem infecgdo em quaisquer circunstincias
de prevaléncia de BoHV-1. Assim, 0 manejo ¢ fundamental quando se tem por objetivo controlar e/ou erradicar o
BoHV-1 do rebanho.

PALAVRAS-CHAVE: Bezerras. BoHV-1. Mangjo. Titulo de anticorpos. Virus-neutralizagdo. Vacinagao.

SUMMARY

This study aimed to evaluate the antibody titers of calves from zero to twelve months in three properties, with low,
medium and high prevalence of BoHV-1. Sera were collected periodically, analyzed and titrated by virus neutralization
test. In herd with low BoHV-1 prevalence, there was not difference in antibody titers from colostrum in calves born
from cows vaccinated or not against BoHV-1. In herds with medium and high BoHV-1 prevalence, antibody titers were
greater in calves born from cows positive and vaccinated against BoHV-1. The zootechnical evaluation showed that
calves well-managed in relation to hygiene and quality of feed do not get infected in any type of BoHV-1 situation
prevalence. Thus, the management is essential when it aimsto control or eradicate the BoHV-1 from the herd.

KEY-WORDS: Calves. BoHV-1. Management. Antibody titers. Virus-neutralization. Vaccination.
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INTRODUCAO

O hespesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1) é um agente
patogénico pertencente a familia Herpesviridae,
subfamilia Alphaherpesvirinae € estd associado com
rinotraqueite  infecciosa  bovina,  conjuntivite,
abortamento e vulvovaginite e balanopostite pustular
infecciosa, ocasionando perdas expressivas na pecuaria
(GIBBS & RWEYEMAMU, 1977, HAGE et 4.,
1996).

Depois de infectados, 0s animais tornam-se
portadores vitalicios do virus e este permanece em
laténcia nos ganglios nervosos do hospedeiro, até que
ocorra a reativagio viral, induzida principalmente por
mecanismos de estresse que diminua a resisténcia
imunolégica do hospedeiro (ACKERMANN et al.,
1982, STRAUB, 1990).

Para recomendar procedimentos de controle da
enfermidade em nosso pais, incluindo o uso de vacinas,
em propriedades com até 20% de animais positivos
para BoHV-1, consideradas de baixa prevaléncia, a
melhor estratégia a ser aplicada seria a realizagdo de
testes nos animais e descarte dos que estiverem
infectados. No caso de rebanhos com 20% a 50% de
animais positivos, considerados de prevaléncia média,
recomenda-se 0 uso de vacinas convencionais nos
animais doentes, o que permite o convivio destes com
animais sadios, e ainda, o descarte gradual e em tempo
mais longo dos animais positivos. Em rebanhos com
alta prevaléncia da infecgdo (acima de 50%), o controle
com uso de vacinas em todo o rebanho é o
procedimento indicado para o controle do virus (DEL
FAVA, 1996, 2002).

Outro ponto a ser tratado para o controle da
enfermidade ¢ o fornecimento de colostro para animais
recém nascidos. Mesmo declinando gradativamente os
anticorpos contra  BoHV-1 de origem materna se
mantém dos 3 aos 7 meses de idade nos bezerros, para
depois desaparecerem caso 0S animais ndo sofram
infeccdo intercorrente (LEMAIRE et a., 1994).
Segundo Mechor et al. (1987) os anticorpos contra
BoHV-1 transferidos pelo colostro podem proteger
neonatos da forma clinica sistémica da infecgéo.

Como a infec¢do pelo BoHV-1 é uma enfermidade
cosmopolita, ¢ irrefutavel que este virus encontra-se
disseminado entre bovinos de todos os continentes
(STRAUB, 1990). Sua capacidade de manter-se em
laténcia podendo ser reativado mesmo em animais
vacinados (LEMAIRE et al., 1994) tem facilitado a
disseminagdo viral em rebanhos cujo estado sanitario
ainda ndo ¢ uma preocupagdo primordial, como ¢ o
caso especifico de grande parte das criagdes nacionais.

Este estudo teve por objetivo avaliar os titulos de
anticorpos contra 0 BoHV-1 em bezerras nascidas e
criadas a0 longo de 12 meses em trés rebanhos
naturamente infectados, que apresentavam baixa,
média e alta prevaléncia de BoHV-1.

MATERIAL E METODOS
Selecionou-se sete fazendas que criam bovinos para

producdo leiteira em regime de confinamento com
semelhangas de condi¢gdes de manejo nutriciona e

sanitario, frequéncia de abortamentos, presenca de
casos clinicos da forma respiratoria da enfermidade,
transito de animais e de forma obrigatoria, a auséncia
de vacinagao contra o BoHV-1. Por meio de
amostragens  representativas  dos animais dessas
propriedades, foram determinadas as prevaléncias
sorologicas de BoHV-1, e dentre elas, trés propriedades
localizadas em Jaboticabal (A), Altinopolis (B) e
Viradouro (C), Estado de Sio Paulo, foram
selecionadas para o estudo e classificadas em rebanhos
de baixa, média e alta prevaléncia, respectivamente,
segundo critérios definidos por Del Fava (1996).

Por meio da técnica de virus-neutralizagdo (VN)
preconizada pela OIE (2005) foram determinadas as
seguintes prevaléncias de BoHV-1: 1,6%, 40,0% e
78,6%, para as propriedades A, B e C, respectivamente.

Definida a situagdo epidemioldgica do BoHV-1,
vacas prenhes foram selecionadas em cada fazenda, das
quais 50% foram vacinadas utilizando vacina
monovalente contendo BoHV-1 inativado, com
aplicagdo de reforgo trinta dias apbs a primeira
vacinagdo. Essas fémeas estavam no ter¢o final da
prenhez possibilitando assim a realizagdo da vacinagio
e revacinggdo, 60 e 30 dias antes do parto,
respectivamente.

Apdés o parto, os Dbezerros recém-nascidos
permaneceram com suas maes somente nas primeiras
24 horas, sendo posteriormente os machos descartados
e as fémeas alocadas em bezerreiros individuais até o
desmame que ocorreu aos 60 dias de idade. Durante
esse  periodo, as bezerras foram  aleitadas
artificialmente com quatro litros ao dia, divididos em
dois periodos, além do fornecimento de agua a
vontade. Apdés o desmame, as bezerras foram
transferidas para piquetes, onde foram adotados
controle sanitario, como a vermifugacdo e observagdo
dos animais com exame fisico periddico; controle
zootécnico, como a qualidade e quantidade da
adimentagdao; e, também, o controle de manejo,
separando os lotes de animais por idade. Os grupos
experimentais foram assim constituidos:

GRUPO 1B (baixa prevaléncia) — 5 filhas de vacas
negativas e ndao vacinadas

GRUPO 2B (baixa prevaléncia) — 5 filhas de vacas
negativas e vacinadas

GRUPO 1M (média prevaléncia) — 9 filhas de vacas
negativas e ndo vacinadas

GRUPO 2M (média prevaléncia) — 9 filhas de vacas
negativas e vacinadas

GRUPO 3M (média prevaléncia) — 10 filhas de vacas
positivas e nao vacinadas

GRUPO 4M (média prevaléncia) — 9 filhas de vacas
positivas e vacinadas

GRUPO 2A (dta prevaléncia) — 9 filhas de vacas
negativas e vacinadas

GRUPO 3A (dta prevaléncia) — 10 filhas de vacas
positivas e nao vacinadas

GRUPO 4A (ata prevaléncia) — 10 filhas de vacas
positivas e vacinadas

As amostras de sangue, tanto das vacas como das
bezerras, foram colhidas por pun¢do da veia jugular
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externa ou cauda mediana em frascos tipo
Vacutainer® de 10 mL sem aditivos, utilizando-se de
agulhas hipodérmicas descartaveis. O sangue foi
levado ao laboratério, centrifugado a 1.800 G por 15
minutos, 0 soro separado em aliquotas de 1 mL em
tubos tipo Eppendorf® os quais foram posteriormente
inativados em banho-maria a temperatura de 56°C
durante 30 minutos, e armazenados a temperatura de -
20°C até o momento de serem testados. As colheitas de
amostras de sangue foram redizadas quando as
bezerras completaram 1, 2, 15, 30, 60, 90, 120, 150,
180, 210, 240, 270, 300, 330 e 360 dias de vida.

A titulagdo de anticorpos foi realizada por meio da
técnica de VN, recomendada pela OIE (2005). Para
tanto, o soro dos animais foram descongelados e
diluidos em microplacas de 96 cavidades, a partir da
diluicdo 1:2 até 1:1024. Como antigeno, foi utilizada a
amostra padrio de virus BoHV-1, proveniente da
Universidade de Campinas (UNICAMP 9 MDBK),
gjustada a uma concentragio de 200 TCID50 por
cavidade. A mistura soro-virus foi incubada por 24
horas e apos este periodo, foram adicionadas células de
linhagem continua de rins de bovino - Madin & Darby
bovine kidney (MDBK), mantidas em frascos de
poliestireno (TTP®), em meio essencia minimo
(Eagle-MEM), adicionado de 10% de soro fetal bovino
(SFB). As microplacas foram acondicionadas em estufa
com tensio de CO, controlada a 5%, em temperatura
de 37°C por um periodo de 72 horas. Em todas as
placas foram utilizadas como controle de células duas
colunas com células ndo inoculadas.

Para a leitura, a amostra de soro considerada
positiva pela presenga de anticorpos foi aguela que
neutralizou o virus a partir da diluigdo 1:2. O célculo
da Dose Neutraizante Cultura de Células 50%
(DNCC50%), ou sga, o titulo de anticorpos
neutralizantes foi realizado pelo método de Reed &
Muench (1938) e expresso em logaritimo decimal .

Os dados foram submetidos a0 teste de
homogeneidade de varidncia e¢ a dois testes de
normalidade, o teste de Kolmogorov-Smirnov e o de
Shapiro-Wilk. Para a analise dos titulos de anticorpos
colostrais, a avaliagdo comparativa dos grupos de
estudo ao longo do tempo (na mesma propriedade e

entre as propriedades) foi realizada a partir de testes
nao paramétricos. O teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis definiu em quais colheitas havia diferenga
estatisticamente significativas entre os grupos, e o teste
nao-paramétrico de Mann-Whitney mostrou quais 0s
grupos que diferiram entre si.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 mostra graficamente as médias dos
titulos de anticorpos dos animais do Grupo 1B (filhas
de vacas negativas e nido vacinadas) e dos animais do
Grupo 2B (filhas de vacas negativas e vacinadas). Os
animais do grupo 1B (filhas de vacas negativas e nao
vacinadas) permaneceram negativos a prova de VN
durante todo o periodo de estudo, enquanto que os
animais do grupo 2B (filhas de vacas negativas e
vacinadas) apresentaram baixos titulos de anticorpos
até¢ os 30 dias de idade. Pela analise estatistica da
caracteristica soroldgica apresentada, constatou-se que
nao houve diferenca significativa entre os dois grupos.

Nesse primeiro modelo experimental (ambiente
com baixa prevaléncia da enfermidade) ha indicios de
que ndo houve a introdu¢io do BoHV-1 na
propriedade, durante todo o periodo do estudo, ja que
as bezerras nascidas de vacas ndo vacinadas em
nenhum momento soroconverteram e as filhas de vacas
vacinadas, em concordincia com as informagdes de
Lemaire et a. (1994) tornaram-se soronegativas depois
de queda rapida dos titulos de anticorpos de origem
colostral.

O fato dos titulos de anticorpos de origem materna
nas bezerras nascidas de vacas vacinadas (2B), serem
similares (p<0,05) as bezerras nascidas de vacas ndo
vacinadas (1B), difere dos resultados obtidos por
Moreira et a. (2001), quando observaram que bezerros
nascidos de vacas vacinadas, infectadas ou ndo pelo
BoHV-1, apresentavam médias de titulos de anticorpos
maiores que as médias demonstradas por bezerros
provenientes de vacas ndao vacinadas, provavelmente
em decorréncia de maior risco de infec¢do dos animais,
j& que a propriedade naquele estudo possuia alta
prevaléncia da infecgio.
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Figura 01 — Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BoHV-1, determinadas em amostras sanguineas de bezerras
pertencentes ao rebanho de baixa prevaléncia no municipio de Jaboticabal, Estado de Sdo Paulo.
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A Figura 2 retrata as médias dos titulos de
anticorpos contra o0 BoHV-1 dos quatro grupos
experimentais da fazenda de média prevaléncia.
Observa-se que os animais nascidos de vacas negativas
e ndo vacinadas (grupo 1M) ndo soroconverteram
durante o experimento.

Nessa fazenda com prevaléncia média de 40%, foi
possivel constatar que o virus ndo estava circulando
entre as bezerras. Apesar da existéncia de animais
adultos infectados, n3ao houve soroconversio dos
animais nascidos de vacas negativas e ndo vacinadas
(grupo 1IM) em nenhum momento da avaliagdo, como
também das bezerras nascidas de vacas negativas e
vacinadas (grupo 2M), de vacas positivas e ndo
vacinadas (grupo 3M), assim como daqueles oriundos
de vacas positivas e vacinadas (grupo 4M), mesmo
apos o declinio dos anticorpos de origem colostral.
Deste modo, uma vez que se tornaram negativos na
VN, assim permaneceram até o final do periodo de
observacio.

Observa-se que as médias de titulos de anticorpos
de origem colostral foram maiores no grupo de
bezerras nascidas de vacas positivas e vacinadas contra
BoHV-1 (grupo 4M) quando comparadas as médias
dos titulos de anticorpos de origem materna observadas
nas bezerras nascidas de vacas negativas e nio
vacinadas (grupo 1M) e das bezerras nascidas de vacas
negativas e vacinadas (grupo 2M). Uma provavel causa
deste fator é que as fémeas positivas ao serem
vacinadas foram conduzidas a um estado de
hiperimunizagio no qual segundo Lemaire et al.
(1994), o antigeno vacinal é capaz de reforgar a
resposta de memoria imunologica provocada pelo virus
de campo nas vacas e consequentemente transferir para
as bezerras uma melhor imunidade com maior
persisténcia dos anticorpos de origem colostral.

Na colheita aos 15 dias de vida, aém das diferengas
citadas acima, a média do titulo de anticorpos de
origem colostral das bezerras nascidas de vacas
negativas e ndo vacinadas (grupo 1M) foi
significativamente menor que a média de titulos
apresentada pelas bezerras nascidas de vacas positivas
€ ndo vacinadas (grupo 3M). Nessa ocasido foi possivel
perceber a influéncia da infecgdo prévia nas vacas pelo
BoHV-1 na resposta imune que se refletiu em uma
maior transferéncia de anticorpos pelo colostro.

Para a propriedade de C, a prevaléncia encontrada
de BoHV-1 foi 78,6%. Observa-se pela Figura 3 que
apoés o declinio dos titulos de anticorpos de origem
colostral, independentemente do grupo, os animais
permaneceram  negativos no teste de VN.
Provavelmente, apdés o declinio dos anticorpos
colostrais, os animais nio se infectaram mesmo em
condigdes ambientais com alta prevaléncia de BoHV-1,
porém com manejo sanitario que impediu a infecgdo
das bezerras. Esses resultados sio diferentes dos
obtidos no estudo conduzido por Moreira et a. (2001),

no qua foi constatado que apesar de apresentarem
elevados titulos de anticorpos de origem colostral, 0s
bezerros se infectaram pois eram mantidos em
ambiente de alta prevaléncia da infecgio.

Quanto a persisténcia dos anticorpos colostrais, as
bezerras nascidas de vacas negativas e vacinadas
(grupo 2A) apresentaram-se sorol ogicamente negativas
aos 90 dias de idade. Portanto, muito diferente do
tempo citado por Lemaire et a. (1994) no qual bezerros
mantiveram na corrente sanguinea os anticorpos contra
BoHV 1 de origem materna até os 210 dias de vida,
para depois tornarem-se negativos, caso ndo sofressem
infecgdo intercorrente. No entanto, as bezerras nascidas
de vacas positivas e ndo vacinadas (grupo 3A) e das
filhas de vacas positivas e vacinadas (grupo 4A)
apresentaram resultados diferentes, pois tiveram maior
persisténcia dos anticorpos colostrais se aproximando
mais das informagdes de Lemaire et al. (1994).

O grupo de filhas de vacas positivas e vacinadas
(grupo 4A) apresentou médias de titulos de anticorpos
significativamente maiores que as médias de titulos das
filhas de vacas negativas e vacinadas (grupo 2A) nas
colheitas do dia 1, 2, 15 e 30. A média dos titulos de
filhas de vacas positivas e vacinadas (grupo 4A) s6 foi
significativamente maior que a média das filhas de
vacas positivas e ndo vacinadas (grupo 3A) na colheita
realizadano dia 1.

Assim, os resultados mostraram que bezerras
nascidas de vacas positivas, vacinadas ou ndo contra o
BoHV-1 apresentaram maior concentragdo de
anticorpos colostrais que bezerras provenientes de
vacas negativas e vacinadas.

Portanto, esse  estudo  demonstrou  que
independentemente da pressio de infecgdo, manejar o
rebanho de forma correta pode amenizar a difusio do
BoHV-1 e consequentemente diminuir as perdas
econdémicas, como a morte de animais, abortamentos,
diminuigdo da producdo de leite, ¢ menor ganho de
peso (JANZEN, et a., 1980, MILLER, 1991, ZHOU
et al., 1999).

Enfim, percebe-se que ainfecgdo pelo BoHV-1 esta
associada com  alguns fatores  predisponentes
relacionados as caracteristicas do sistema intensivo de
confinamento, como o contato de bezerros com
animais adultos na fase em que a imunidade passiva
colostral terminou ou n3o apresenta  niveis
significativos; a constante rotatividade com a
introdugdo de animais suscetiveis ou infectados nas
propriedades; e também, a alta densidade de animais,
aém de outros meios estressantes (GIBBS &
RWEYEMAMU, 1977, VAN SCHAIK et al., 1999).
Conclui-se que o0 controle sanitario, controle
zootécnico, € também, o manejo contribuiu para
eliminar fatores estressantes que evitaram a infecgdo
dos bezerros criados em qualquer uma das trés
diferentes situagdes epidemioldgicas de prevaléncia de
BoHV-1.
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Figura 02 — Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BoHV-1, determinadas em amostras sanguineas de bezerras
pertencentes ao rebanho de média prevaléncia no municipio de Altinopolis, Estado de Sdo Paulo.

Fazenda com alta prevaléncia
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Figura 03 — Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o BoHV-1, determinadas em amostras sanguineas de bezerras
pertencentes ao rebanho de alta prevaléncia no municipio de Viradouro, Estado de Sao Paulo.
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