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RESUMO

SCHIAVO, Paula Amorim. Contribuicdo ao Controle das Infeccées pelo Herpesvirus
Bovino tipo 1 em Rebanhos Bovinos do Estado do Rio de Janeiro. 2005. 102 p.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterindria). Instituto de Veterindria, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2005.

O BHV-1 € conhecido genericamente como o agente etiolégico da IBR, da IPV e da IPB, e
estd disseminado em rebanhos bovinos e bubalinos do Brasil e do mundo, causando prejuizos
econOmicos e sanitdrios a atividade pecudria. Ainda pode apresentar sintomatologia
semelhante a da Febre Aftosa e outras enfermidades vesiculares, de forma que o diagndstico
diferencial de laboratério € exigido. A alta prevaléncia de animais positivos representa um
sério risco para a atividade pecudria, considerando-se a recidividade da infeccdo, que
apresenta uma forma subclinica, facilmente despercebida pelos envolvidos com a
bovinocultura. Sendo objeto de controle em todo o mundo, mas com poucas alternativas
vidveis na situacdo atual do rebanho brasileiro, urge a definicdo de novas estratégias de
controle da infec¢do. A vacinagdo nao protege da infeccdo, prejudica a identificacdo dos
animais portadores e, no caso de vacinas atenuadas, pode estabelecer infec¢do latente. A
enfermidade serd a proxima barreira sanitdria ao comércio internacional de animais vivos €
seus produtos na Unido Européia e j4 foi erradicada da Austria, Dinamarca, Finlandia, Suica e
Suécia, e programas de controle foram iniciados em outros paises europeus. Neste trabalho
abordamos aspectos clinicos e epidemioldgicos da doenca, avaliando a ocorréncia da infeccdo
pelo BHV-1 no Estado do Rio de Janeiro. Também propomos uma nova metodologia para o
diagndstico de matrizes infectadas pelo BHV-1, usando a técnica de neutralizacdo em
microplacas com células MDBK cultivadas em monocamadas; avaliamos a eficiéncia da
imunizacao passiva, a partir da ingestdo do colostro; apresentamos propostas de controle da
doenca com tratamentos homeopaticos e fitoterdpicos; avaliamos o efeito do extrato de
Kalanchoe brasiliensis frente ao BHV-1 in vitro; revisamos a literatura referente a vacinacao
contra a doenga e sugerimos medidas para o controle da doengca em rebanhos do Estado do
Rio de Janeiro.

Palavras-chave: BHV-1. Controle. Rio de Janeiro.



ABSTRACT

SCHIAVO, Paula Amorim. Contribution to the Control of Bovine Herpesvirus type 1
Infections in Cattle Herds from Rio de Janeiro State, Brazil. 2005. 102 p. Dissertation
(Master Science in Veterinary Medicine) Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2005.

BHV-1, the agent of IBR, IPV and IPB, is spread among cattle and buffalo herds, bringing
sanitary and economic losses to the livestock industry in Brazil and the world. These diseases
can present clinical signs that fake Food-and-Mouth Disease and other vesicular diseases, and
differential diagnosis in referenced laboratories is required. The high incidence is a hazardous
risk for livestock, as the infection has an insidious character, with a subclinical form,
generally unnoticed by the people involved with the cattle maintenance. As the control of the
infection is required but there are few reasonable alternatives for the situation within Brazilian
herds, we need new strategies for the control of the disease, which will be of major concern
for fighting the infection in the world. Vaccines can’t protect from infection and confuse
diagnostics. Using attenuated vaccines a latent infection can be started. The disease will be
the next sanitary barrier for the international trade of animals and products in the European
Union. BHV-1 has been eradicated from Austria, Denmark, Finland, Sweden and Switzerland
and control programs have started in some other countries. In the present research, we
appreciated clinical and epidemiological aspects of the disease, evaluating the BHV-1
presence in Rio de Janeiro state. We have proposed a new method for the diagnostics of
infected breeding cows, using the neutralization test in microplates with MDBK monolayers.
We have evaluated the efficiency of passive immunization after colostrum ingestion. The
effect of Kalanchoe brasiliensis extracts against BHV-1 in MDBK cells was evaluated. The
control of the infection with homeopathic and phytotherapy therapeutics is proposed and the
publications about BHV-1 vaccination were reviewed. Measures for the control of the
infection in cattle herds from Rio de Janeiro State are suggested.

Key words: BHV-1. Control. Rio de Janeiro.



RESUMO

SCHIAVO, Paula Amorim. Contribucién al Control de las Infecciones por el Herpesvirus
Bovino tipo 1 en Rebaiios Bovinos del Estado de Rio de Janeiro. 2005. 102 p. Disertacién
(Maestria en Medicina Veterinaria). Instituto de Veterinaria, Universidad Federal Rural de
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2005.

EL BHV-1 es conocido genéricamente como el agente etioldgico de la IBR, de la [PV y de la
IPB, y estd diseminado en rebafios bovinos y bubalinos de Brasil y del mundo, causando
perjuicios econOmicos y sanitarios a la actividad pecuaria. Todavia puede presentar
sintomatologia semejante a la de la Fiebre Aftosa y otras enfermedades vesiculares, en un
modo que el diagndstico diferencial de laboratorio es exigido. La alta prevalencia de animales
positivos representa un serio riesgo para la actividad pecuaria, se considerando la recidividade
de la infeccidn, que presenta una forma subclinica, facilmente desapercibida por los envueltos
con la bovinocultura. Siendo objeto de control en todo el mundo, pero con pocas alternativas
viables en la situacion actual del rebafio brasilefio, urge la definicién de nuevas estrategias de
control de la infeccion. La vacunacion no protege de la infeccion, perjudica la identificacion
de los animales portadores y, en el caso de vacunas atenuadas, puede establecer infeccidon
latente. La enfermedad serd la préxima barrera sanitaria al comercio internacional de animales
vivos y sus productos en Unién Europea y ya fue erradicada de Austria, Dinamarca,
Finlandia, Suiza y Suecia, y programas de control habian sido iniciados en otros paises
europeos. En este trabajo abordamos aspectos clinicos y epidemioldgicos de la enfermedad,
evaluando la ocurrencia de la infeccion por el BHV-1 en el Estado de Rio de Janeiro.
También proponemos una nueva metodologia para el diagnéstico de matrices infectadas por
el BHV-1, usando la técnica de neutralizacién en microplacas con células MDBK cultivadas
en monocamadas; evaluamos la eficiencia de la inmunizacién pasiva, a partir de la ingestion
del calostro; presentamos propuestas de control de la enfermedad con tratamientos
homeopaticos y fitoterdpicos; evaluamos el efecto del extracto de Kalanchoe brasiliensis
frente al BHV-1 in vitro; revisamos la literatura referente a la vacunacién contra la
enfermedad y sugerimos medidas para el control de la enfermedad en rebafios del Estado de
Rio de Janeiro.

Palabras Claves: BHV-1. Control. Rio de Janeiro.
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1. INTRODUCAO GERAL

O Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) € conhecido genericamente como o agente
etiolégico da IBR (Rinotraqueite Infecciosa Bovina), da IPV (Vulvovaginite Pustular
Infecciosa) e da IPB (Balanopostite Pustular infecciosa), e estd disseminado em rebanhos
bovinos e bubalinos do Brasil e do mundo, causando prejuizos econdmicos e sanitarios a
atividade pecudria. Sendo objeto de controle em todo o mundo, mas com poucas alternativas
vidveis na situacdo atual do rebanho brasileiro, urge a definicdo de novas estratégias de
controle da infec¢do, que serdo de grande interesse no combate da doenga em todo o mundo.
A importancia da IBR tem sido tdo marcante que a enfermidade serd a préxima barreira
sanitaria ao comércio internacional de bovinos e correlatos na Unido Européia (VAN
OIRSCHOT apud TEIXEIRA et al., 2001).

O controle da doenca € dificultado por tratar-se de uma herpesvirose, cujo agente
infecta persistentemente os animais acometidos. A alta prevaléncia torna invidvel o sacrificio
sistemdtico dos animais acometidos, como ocorre nos paises de pequeno rebanho. Em nosso
pais a situacdo se complica pelo grande numero de rebanhos infectados, o problemaético
controle do transito de animais, e de possiveis carreadores. A vacinacdo ndo protege da
infeccdo, prejudica a identificacdo dos animais portadores e, no caso de vacinas atenuadas,
pode estabelecer infeccao latente.

Neste trabalho abordamos aspectos clinicos e epidemioldgicos da doenga, avaliando o
status da infeccdo pelo BHV-1 no Estado do Rio de Janeiro. Também propomos uma nova
metodologia para o diagndstico de matrizes infectadas pelo BHV-1 e avaliamos a eficiéncia
da imunizagdo passiva, apresentamos propostas de controle da doenga com tratamentos
homeopaticos e fitoterdpicos, revisamos a literatura referente a vacinacdo contra a doenga e

sugerimos medidas para o controle da doenca em rebanhos do Estado do Rio de Janeiro.



1.1. Objetivos

- Estudar a infeccdo pelo BHV-1 em rebanhos bovinos do Estado do Rio de Janeiro,

determinando a sua ocorréncia ou auséncia, e abordando aspectos clinicos e controle.

- Avaliar a possibilidade de utilizacdo da técnica de neutralizacio em microplacas para
determinar a preseng¢a de anticorpos contra o BHV-1 no colostro, e sua aplicacdo no

incremento da deteccdo de fémeas positivas no rebanho.

- Avaliar a atividade virucida potencial do extrato puro de Kalanchoe brasiliensis (“saido”)

frente ao BHV-1.

- Estudar a viabilidade da utilizacdo de bioterdpicos homeopdticos no controle da infec¢cdo

pelo BHV-1 em rebanhos bovinos.
- Estudar a aplicabilidade da vacina¢do como ferramenta para o controle das infec¢des pelo
BHV-1 em rebanhos bovinos, abordando protecdo, imunidade passiva, laténcia e reativagao

viral.

- Propor medidas para o controle da infec¢do pelo BHV-1 no Estado do Rio de Janeiro.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. O Virus

2.1.1. Propriedades Virais

O Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) pertence a subfamilia Alphaherpesvirinae da
familia Herpesviridae, Género Varicellovirus (ROIZMAN et al., 1995).

Como para os outros herpesvirus, seu genoma € constituido por uma molécula Unica
de DNA de dupla fita, que € infecciosa sob condi¢des experimentais. Os virions sao
envelopados, com cerca de 150 nandmetros de didmetro, e contem um nucleocapsideo de
simetria icosaedrica composto de 162 capsomeros, sendo 150 hexameros e 12 pentameros.
(MURPHY et al, 1999).

Os membros da subfamilia Alphaherpesvirinae caracterizam-se por apresentar uma
série moderada de hospedeiros, um ciclo replicativo curto (menor que 20 horas), com rapido
aparecimento e disseminacao em cultivo celular e capacidade de estabelecer infec¢des latentes
(ROIZMAN et al., 1981). O BHV-1 permanece em estado de laténcia nos ganglios nervosos,
principalmente no trig€meo e sacral (ACKERMANN etz al., 1982).

Herpesvirus possivelmente também estabelecem laténcia em outras células, como por
exemplo linfocitos (ENGELS, 2000; WINKLER efr al., 2002). Leucdcitos do sangue
periférico podem portar o BHV-1 (FUCHS et al., 1999; MWEENE et al., 1996). A laténcia,
seguida por reativacdo e liberagdo de virus, é o mecanismo primordial para os herpesvirus
sobreviverem na natureza (ENGELS, 2000). Assim, tendo sofrido infec¢ao priméria, o animal
serd portador do BHV-1 por toda a sua vida, potencialmente atuando como fonte de infeccao
para individuos susceptiveis, assegurando a permanéncia da infec¢do no plantel (LEMAIRE
et al., 1994).

As proteinas virais sdo de crescente interesse no desenvolvimento de vacinas e testes
diagnosticos. Os herpesvirus contém mais de 30 proteinas estruturais, das quais seis estdo
presentes no nucleocapsideo, duas estdao associadas ao DNA e cerca de 12 sdo glicoproteinas
de envelope, a maioria projetada como peplomeros. A glicoproteina E (gE) tem atividade
sobre o receptor Fc e se liga a IgG normal (MURPHY ez al, 1999). A gB € essencial para a

replicacdo do BHV-1 e para o processo de fusdo de membranas que leva a penetracio do virus



na célula alvo e disseminacdo direta do BHV-1 das células infectadas as ndo infectadas, e

pode ser usada como transportadoras de peptideos e proteinas (KEIL ez al., 2005).

2.1.2. Espécies Suscetiveis

O BHV-1 causa doenca em bovinos domésticos e selvagens (OIE, 2004a). H4,
também, relatos de doenca e resposta imunoldgica em ovinos e caprinos (WHETSTONE &
EVERMANN, 1988; LEHMKUHL et al., 1985; CARDOS et al., 1991) e de isolamentos em
bifalos (GIBBS & RWEYEMAMU, 1977; IBRAHIM et al., 1983), suinos (KAHRS, 1977,
GIBBS & RWEYEMAMU, 1977), e lhamas (WILLIAMS et al., 1991). Infeccdo natural e
experimental também foi reportada em capivaras (Hydrochoerus hydrochoeris Lin)
(BOHRER et al., 1987).

Anticorpos contra o BHV-1 foram encontrados também em espécies de veados como o
“white-tailed deer” (Oidocoileus hemionus) e o “red deer” (Cervus elaphus) (GIBBS &
RWEYEMAMU, 1977). INGLIS et al., (1983) descreveram o primeiro isolamento do BHV-1
em ‘“red deer” (Cervus elaphus) associado a doencga ocular. No Alaska foram encontrados

anticorpos contra o BHV-1 em “caribou” (Rangifer tarandus) (ZARNKE, 1983).

2.2. A Doenca
2.2.1. Importancia Economica e Sanitaria das Infeccoes pelo Herpesvirus Bovino tipo 1
O impacto econdmico da infec¢do pelo BHV-1 pode ser observado pelo retardo do
crescimento de animais jovens, queda da producao leiteira, abortos e natimortos e a reduzida
eficiéncia reprodutiva de matrizes e touros (LEMAIRE et al., 1994). Acrescentam-se as
restricdes ao comércio internacional de animais vivos e seus produtos, como sémen, embrides
e produtos de biotecnologia, previstas no Codigo Sanitdrio para Animais Terrestres (OIE,
2004b). A herpesvirose bovina, além das perdas econdmicas, pode apresentar sintomatologia
semelhante a da Febre Aftosa e outras enfermidades vesiculares, de forma que o diagndstico
diferencial de laboratério passou a ser exigido. A alta prevaléncia de animais positivos
representa um sério risco para a atividade pecudria, considerando-se a recidividade da
infeccdo, que apresenta uma forma latente (subclinica), facilmente despercebida dos

profissionais e criadores envolvidos com a bovinocultura (GREGIO, 1999).

2.2.2. Distribuicao
O virus esta distribuido mundialmente, atingindo bovideos domésticos e selvagens,

mas foi erradicado da Austria, Dinamarca, Finlandia, Suica e Suécia, e programas de controle
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foram iniciados em outros paises europeus (OIE, 2004a). No Brasil a doenga tem sido
diagnosticada por sorologia, o que demonstra ser a infeccdo mais freqiiente do que o suposto.
O BHV-1 encontra-se disseminado nos rebanhos bovinos leiteiros e de corte de diversos
estados brasileiros (CONTREIRAS et al., 1986; PITUCO, 1988; ANUNCIACAO et al.,
1989; RAVAZZOLO et al., 1989; LOVATO et al., 1995; VIDOR et al., 1995; GREGIO,
1999). Tanto no Brasil como em outros paises da América do Sul hd grande variedade de
resultados, em conseqiiéncia do uso de diferentes técnicas de amostragem, de diagndstico
laboratorial e de diferencas regionais (PITUCO, 1988). Entretanto, conclui-se que o BHV-1
estd distribuido em vérios paises, afetando rebanhos bovinos de corte e leite e provocando
distirbios respiratérios e reprodutivos. H4 necessidade de pesquisas mostrando o impacto

econdmico desta doenga no Brasil (PITUCO & DEL FAVA, 1998).

2.2.3. Transmissao e Patogenia

O BHV-1 ¢ eliminado pelas secrecdes respiratdrias, oculares, genitais e s€émen de
animais infectados. Sua transmissao se da principalmente por contato direto (goticulas), sendo
também possivel a transmissao indireta por fomites, em intervencdes cirdrgicas, liquidos e
tecidos fetais e embrides contaminados. A inseminacdo artificial também representa um
importante papel na entrada do virus em rebanhos livres (LEMAIRE et al., 1994).

O periodo de incubagdo, para efeitos do Codigo Sanitdrio para Animais Terrestres
(OIE, 2004b) ¢é de 21 dias, mas este periodo, na verdade, € varidvel. O virus entra no animal
pelas vias aéreas e replica-se a altos titulos nas membranas mucosas do trato respiratorio
superior e nas tonsilas. Dissemina-se para a conjuntiva e através de axonios neuronais alcanga
o ganglio trigémeo. Um baixo grau de viremia pode ocorrer ocasionalmente (OIE, 2004a).
Embora os neur6nios sensoriais do ganglio trig€meo sejam o sitio primdrio de laténcia do
BHV-1, os genomas virais podem ser detectados nas tonsilas de bezerros latentemente
infectados (PEREZ et al., 2005).

Ap6s a infecgdo genital o BHV-1 se replica nas membranas mucosas da vagina e do
prepucio, e se torna latente no ganglio sacral (OIE, 2004a).

A lesdo priméria € uma necrose focal da membrana mucosa nasal, laringeal, traqueal
ou genital. A lesdo é provavelmente a consequéncia direta da replicacdo viral e efeito
citopatico subseqiiente. O animal reage por intensa resposta inflamatéria. As lesdes podem
coalescer e formar grandes pustulas que consistem de infiltrados macicos de leucécitos (OIE,

2004a).



A infec¢do aguda pelo BHV-1 induz apoptose em células linféides (WINKLER et al.,
1999) e determina uma imunossupressao transitoria que pode levar a pneumonia bacteriana e
morte (PEREZ et al., 2005). A imunossupressdo pode ser associada diretamente com a
inducdo de apoptose nas células infectadas (YAZICII et al., 2004).

LEITE et al. (2005) verificaram que a infec¢dao pelo BHV-1 e a conseqiiente liberacao
de interleucina-1 e talvez de outras citocinas inflamatdrias pode incrementar a ligacdo e os
efeitos bioldgicos dos leucdcitos. Eles observaram, no mesmo experimento, que a infec¢ao de
células mononucleares do sangue periférico pelo BHV-1 aumenta sua suscetibilidade a
leucotoxina de Mannheimia haemolytica.

Ap6s a infecgdo, a liberacdo nasal de virus é detectdvel por 10-14 dias com picos de
108 10" TICDso de titulos virais/ mL de secre¢do nasal. A dose minima infectiva ndo é
conhecida. A infec¢do normalmente induz resposta humoral e celular em 7-10 dias (OIE,

2004a).

2.2.4. Formas clinicas da infeccao pelo Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1)

A extensa variedade de manifestacdes clinicas associadas com o BHV-1 é causadora
de dividas quanto ao diagndstico. A conseqiiéncia de uma infec¢do natural € provavelmente
determinada multifatorialmente pelas cepas virais, pela dose infectante e via de exposi¢dao ou
inoculagdo, pelo estado imunolégico do animal exposto e pelos fatores ambientais (KAHRS,
1977). O virus € conhecido genericamente como o agente etiolégico da enfermidade
conhecida como IBR (Rinotraqueite Infecciosa Bovina), porém outras manifesta¢des clinicas
da infecc@o pelo BHV-1 t€ém uma denominagao especifica, como IPV (Vulvovaginite Pustular
Infecciosa) e IPB (Balanopostite Pustular infecciosa). Outras manifestacdes incluem
conjuntivites, abortos, encefalomielites, mastites, metrites, infertilidade, infec¢des sistémicas
em animais jovens, sendo ainda responsavel pelo nascimento de animais débeis e quadros de
enterite, causando a morte de neonatos (LEMAIRE et al., 1994). Ocorre queda na producdo
de leite e retardo no ganho de peso (OIE, 2004a). Infec¢des bacterianas secunddrias podem
levar a quadros mais severos (OIE, 2004a; RADOSTITS et al., 2002). A mortalidade € baixa
na doenc¢a ndo-complicada, mas a prevaléncia € alta, com muitas infec¢des subclinicas (OIE,
2004a). Ocasionalmente, as formas clinicas se sobrepdem (GREGIO, 1999). Todos esses
diferentes sintomas clinicos sdo observados em outras doencas infecciosas e o diagndstico

clinico é impossivel.



a) Doenca Respiratoria e Ocular
O virus infecta as cavidades nasais e o trato respiratdrio superior, resultando em rinite,

laringite e traqueite. A doenga também € conhecida como “nariz vermelho”, pela hiperemia
grave da mucosa nasal. A tonsila faringea é prontamente infectada pelo virus, sendo
importante tecido linféide para respostas antivirais precoces. A traquéia perde seus cilios e ha
um desnudamento quase completo das células colunares traqueais, prejudicando os
mecanismos de defesa do trato respiratorio. A disseminagdo para os tecidos oculares
provavelmente ocorre através dos ductos lacrimais e causa conjuntivite com edema e
tumefacdo da conjuntiva, formag¢do de placa multifocal nas conjuntivas, edema corneal
periférico e vascularizacao profunda (RADOSTITS et al., 2002).

Os sinais clinicos mais evidentes sao relacionados ao trato respiratério superior, como
descarga nasal mucopurulenta (OIE, 2004a). Apds dois a quatro dias de incubagdo, ha o
estabelecimento repentino de anorexia, tosse, febre (até 42°C), hiperemia com focos de
necrose nas mucosas do septo nasal, corrimento ocular e nasal seroso profuso, sialorréia e, as
vezes, ligeira hiperexcitabilidade (RADOSTITS et al., 2002). Em poucos dias, a descarga
nasal e ocular se torna mucopurulenta. As lesdes necréticas no nariz podem progredir a
pustulas e ulceras cobertas por pseudomembranas que obstruem as vias aéreas superiores €
levam a respiragdao oral (OIE, 2004a). A respiracao fica aumentada em freqiiéncia e
profundidade. A traqueite pode provocar dispnéia inspiratéria com sons de respiracao traqueal
anormais transmitidos para os pulmdes; a angustia respiratoria € evidente ao exercicio. Tosse
curta e explosiva é caracteristica de alguns surtos. A morte subita, em 24 horas apds os
primeiros sinais, pode resultar de bronquiolite obstrutiva intensa. Algumas mortes podem
ocorrer no periodo febril agudo, mas a maior parte dos casos fatais se deve a
broncopneumonia secundéria e ocorrem apds a doencga prolongada até quatro meses. Alguns
animais recuperados podem apresentar respiracdo ruidosa persistente € mucosa nasal
macroscopicamente espessada e aspera, acompanhada por corrimento nasal (RADOSTITS et
al., 2002).

A conjuntivite € um achado comum na forma respiratdria (OIE, 2004a), mas podem
ocorrer surtos como o principal achado clinico (RADOSTITS et al., 2002). A conjuntivite é
facilmente diagnosticada, porém com muita freqiiéncia confundida com a ceratoconjuntivite
causada pela Moraxella bovis. Porém, as lesdes da herpesvirose se restringem a conjuntiva,

sendo a unica lesao corneal observada o edema difuso (RADOSTITS et al., 2002).



b) Encefalite

A meningoencefalite geralmente aparenta ser o resultado de uma infecc¢do com um
herpesvirus estreitamente relacionado, porém distinto, chamado recentemente BHV-5, embora
a infeccdo pelo BHV-1 possa esporadicamente causar meningoencefalite (OIE, 2004a).

O virus provavelmente infecta o cérebro se disseminando a partir da mucosa nasal via
nervo periférico trigémeo para o ganglio trig€meo, resultando em encefalite ndo-supurativa;
todavia, sempre se suspeitou de viremia. Pode haver ganglionite do trigémeo e encefalite ndo-
fatal. Encefalite grave ocorre experimentalmente em bezerros privados de colostro.

Os bezerros de menos de seis meses de idade podem desenvolver encefalite, com
incoordenacgdo, excitagdo alternada com depressdo e alta taxa de mortalidade. Salivagao,

mugidos, convulsdes e cegueira também sao relatados (RADOSTITS et al., 2002).

c) Doenga Genital

O surto de doenca respiratéria ou ocular € seguido por abortos, ou estes ultimos
sucedem a vacinagdo parenteral do rebanho quando se utilizam vacinas atenuadas contra o
BHV-1, sendo mais comum em vacas com seis a oito meses de prenhez ou cerca de 90 dias
apés a vacinacdo ou doenca natural. Segue-se retencdo de placenta, mas a infertilidade
residual é importante. Endometrite, concepcao deficiente e estro curto podem ocorrer apos
inseminacao com sé€men infectado (RADOSTITS et al., 2002; KENDRICK & McENTREE,
1987). A doencga genital pode ser transmitida por monta natural e algumas vezes por infeccoes
nasais (KAHRS, 1977).

A vulvovaginite pustular infecciosa caracteriza-se por mic¢do freqiliente, elevacdo da
cauda e corrimento vaginal moderado, tumefacdo da vulva e aparecimento de pequenas
papulas e em seguida erosdes e ulceras na superficie mucosa, que podem coalescer e necrosar.
Lesoes semelhantes ocorrem na glande peniana e mucosa prepucial, na balanopostite pustular
infecciosa (RADOSTITS et al., 2002).

O virus pode ser transportado por leucdcitos periféricos para a placenta e transferido
ao feto, causando aborto. O feto € altamente suscetivel ao virus, que causa infeccdo
hiperaguda geralmente fatal. A infeccdo no ultimo trimestre da gestagdo pode resultar em
mumificacdo, aborto, natimorto ou bezerros fracos com as lesdes usuais da IBR, bem como
lesdes do estomago e intestino produzidas pela administragao experimental do virus virulento

a bezerros recém-nascidos (RADOSTITS et al., 2002).



d) Forma Sistémica em Animais Jovens

A invasdo sistémica pelo virus € seguida por sua localizagdo em vdrios tecidos
diferentes. Ocorrem lesdes necréticas focais nas visceras e gastroenterite proeminente (VAN
OIRSCHOT et al., 1993).

H4 inflamacdo e necrose graves dos tratos respiratério e alimentar, como faringe,
esofago, pulmdes, laringe, linfonodos, figado, além de nefrite e encefalite. A mucosa bucal
estd hiperémica, com erosdes no palato mole cobertas por muco, e faringite aguda com
exsudato mucopurulento. Ocorre anorexia subita, febre, sialorréia e rinite, freqiientemente
acompanhada por conjuntivite, grave edema laringeo e angtstia respiratdria, que resultam em
dificuldade de degluticdo e pneumonia por aspiracdo. A broncopneumonia é freqiiente e os
sons respiratdrios altos, com crepitagdes e sibilos associados a consolidacdo. Ocorre diarréia
provavelmente relacionada a lesdes ruminais. Em bovinos de corte em engorda a doencga €

fatal, caracterizada por erosao e ulceragdo difusas do trato alimentar superior (RADOSTITS et

al., 2002).

2.3. Diagnéstico

A suspeita da doencga se baseia em sinais clinicos, patolégicos e epidemioldgicos, mas
exames laboratoriais sdo requeridos para o diagndstico definitivo, com a detec¢do do BHV-1
ou de seus compostos e determinagdo de anticorpos especificos para o agente (OIE, 2004a).

Na necropsia se observam rinite, laringite e traqueite. Para o diagndstico laboratorial
se coletam membranas mucosas do trato respiratério e porcdes de tonsila, pulmio e
linfonodos bronquiais (OIE, 2004a).

Nos casos de aborto, focos de necrose estdo presentes em varios tecidos,
particularmente no figado fetal. Colher o figado, pulmao, bago e rins do feto e cotilédones
placentdrios. Enviar as amostras em gelo para o laboratério o mais brevemente possivel (OIE,
2004a).

Os métodos de deteccdo do DNA viral estio em desenvolvimento, e a técnica da PCR
se provou particularmente ttil para a testagem de amostras de semen (OIE, 2004a).

Para o diagnéstico virolégico, deve-se colher espécimens clinicos segundo a
manifestacdo da doenga, ainda durante a fase aguda. Colher suabes do exsudato nasal de
animais com a forma respiratéria da infeccdo, s€émen e suabes da mucosa vaginal, vulva e

prepucio e de lesdes vesiculares de ubere e tetos dos animais que apresentarem a forma
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genital. Em casos de conjuntivite, colher suabes do saco conjuntival. Tecidos de fetos
abortados ou animais necropsiados sdo colhidos, conforme as recomenda¢des da Organizagdao
Internacional de Saide Animal (OIE, 2004a). Lavados prepuciais com salina também podem
ser usados para o isolamento viral. Os espécimens devem ser acondicionados em meio de
transporte viral, resfriados a 4°C e rapidamente remetidos ao laboratério. No laboratério, as
amostras sdo processadas conforme as recomendacdes da Organizagdo Internacional de Saide
Animal (OIE, 2004a). A presenca do virus € evidenciada pela observa¢do ao microscopio, em
cerca de 72 horas pés-inoculacdo, do efeito citopatogénico caracteristico, do tipo hidrépico e
em cacho de uva, com o aparecimento de inclusdes virais intranucleares do tipo A de Cowdry
(CHEATHAN & CRANDELL, 1957).

Para o diagndstico soroldgico, o teste de neutralizagdo viral e varios ELISAs sdo os
mais usados para a detec¢do de anticorpos. Os anticorpos podem ser detectados no leite com
um ELISA (OIE, 2004a). O teste de soroneutralizacao e os ELISAs para deteccdo da gB sdo
os testes mais sensiveis para deteccdo de anticorpos para o BHV-1 no soro bovino, enquanto
para o exame de amostras de leite os ELISAs indiretos sao os testes de escolha (KRAMPS et
al., 2004). O ensaio do IFN-y ndo pode detectar portadores latentes soronegativos, mas pode
diferenciar bezerros infectados de bezerros imunizados passivamente (LEMAIRE et al.,

2000a).
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3. METODOS E PROCEDIMENTOS DA PESQUISA

3.1. Material

3.1.1 Amostra do virus

O virus BHV-1, amostra Cooper (Cooper strain, NVSL, Ames, lowa), foi cedido
pelo Centro Panamericano de Febre Aftosa, mantido e replicado no Laboratério e
estocado a —-20 °C até a nova inoculacdo, praticada a intervalos regulares para
manutencdo da amostra. A amostra € titulada em células MDBK e o titulo infeccioso

(TICDsy) calculado pelo método de Reed & Muench (1938).

3.1.2 Sistema hospedeiro

Células da linhagem MDBK (Maidin Darby Bovine Kidney), cedidas pelo
Centro Panamericano de Febre Aftosa (Duque de Caxias, RJ) foram cultivadas em
monocamadas em meio de cultura MEM (Minimum Essencial Medium) tipo Glasgow
modificado, adicionado de 2 mL de soluc@o de L-glutamina, 4 mL de antibidticos (2 mL
de penicilina e 2 mL de estreptomicina), 4 mL de anfotericina B e 10% de soro fetal

bovino no momento do uso (ANDRADE, 2000).

3.1.3 Meios e solucoes

Os meios e solugdes utilizados — Meio de cultura MEM (Minimum Essential
Medium) tipo Glasgow modificado, Solucdo de Estreptomicina, Solu¢do de Penicilina,
Solug¢do de Anfotericina B, Solu¢do de Glutamina, Solucdo de Tripsina e Soro Fetal
Bovino livre de anticorpos — foram preparados no Laboratério de Viroses Veterindrias
segundo os protocolos propostos por Andrade (2000), a partir de insumos bdsicos

certificados e de categoria pro analisis.

3.1.4 Extratos de plantas
Foram preparados a partir das folhas de Kalanchoe brasiliensis (“saido”) por
infusdo em 4lcool etilico durante 24 horas, filtrados em membrana Millipore 0,22 wm

por pressao positiva e preparados em ambiente estéril.
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3.2. Método

3.2.1 Modo de Preparo das Solucoes (ANDRADE, 2000)

1. Meio de cultura MEM (Minimum Essential Medium) tipo Glasgow modificado
Misturou-se 14,22 g de MEM Glasgow p6 + 2,75 g de NaHCO; + 4gua bidestilada
g.s.p- 1000 mL, mantendo sob agitagdo. O pH € ajustado para 6,8 através da utiliza¢do
de CO,. Esterilizou-se por filtracdo com membrana Millipore de 0,221 usando pressao

positiva e estocou-se em refrigerador a 4°C até o momento de seu uso (Figura 1).

Figura 1. Filtragem do MEM em membrana Millipore, usando

pressdo positiva, em capela de fluxo laminar horizontal.

2. Solucao de Estreptomicina

Diluiu-se 1 frasco-ampola de 1 g de estreptomicina (Sulfato de Estreptomicina,
Laboratérios Wyeth Ltda.) em 10 mL de dgua bidestilada estéril. Diluiu-se a solucdo
obtida a 1:50 em 4gua bidestilada estéril. Aliquotou-se a 2 mL por tubo e estocou-se a —

20°C até o uso.

3. Solucao de Penicilina

Diluiu-se 1 frasco-ampola de 1.000.000 UI de benzilpenicilina potéssica (Penicilina G
Potéssica, Laboratérios Wyeth Ltda.) em 10 mL de dgua bidestilada estéril. Fez-se uma
segunda diluicdo a 1:50 em dgua bidestilada estéril. Aliquotou-se a 2 mL por tubo e

estocou-se a —20°C até o uso.
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4. Solucao de Anfotericina B

Diluiu-se 1 frasco-ampola de 50 mg de anfotericina B (Fungizon ®, Gibco
Laboratories) em 10 mL de dgua bidestilada estéril, misturou-se com 10 mL de dgua
bidestilada estéril e diluiu-se a solugdo obtida a 1:160 de dgua bidestilada estéril.

Aliquotou-se a 4 mL por tubo e estocou-se a —20°C até o uso.

5. Solucao de Glutamina
Diluiu-se 30 g de L-glutamina (L-glutamine, Gibco Laboratories) em 1000 mL de dgua

bidestilada estéril. Distribuir 4 mL por tubo e estocou-se a 4°C até o momento do uso.

6. Solucao de Tripsina

Misturou-se, seqiiencialmente, 8,00 g de NaCl + 0,38g de KCI + 0,10g de Na,HPO, +
1,00 g de dextrose. Dissolveu-se em 700 mL de dgua destilada. Adicionou-se HCI N/1
até pH 7,7. Adicionou-se entdo 1,50 mL de Vermelho de fenol a 1% + 100.000 UI de
penicilina + 0,10 g de estreptomicina. Completou-se o volume para 1.000 mL com dgua
destilada. Adicionou-se 2,50 g de Tripsina (1:250, Difco), manteve-se sob agitacao
constante até a dissolu¢do completa e deixou-se por uma noite a 4°C. Esterilizou-se em
membrana Millipore de 0,22 usando pressao positiva, aliquotou-se a cada 100 mL e

estocou-se a —20°C.

7. Tratamento do soro bovino com PEG 8.000

Dissolveu-se 800 g de PEG-6.000 em 1L de solugdo salina 0,85% (volume final =
aprox. 1700 mL); adicionou-se esta solucdo a 10 L de soro; agitou-se em banho de gelo
durante 60 minutos; houve separacdo de um precipitado. Centrifugou-se a 2.000 x g
durante 30 minutos a 20°C, recolheu-se o sobrenadante, filtrou-se através de membrana
Millipore 0,221 usando pressdo positiva, aliquotou-se a cada 10 mL e estocou-se a —

20°C.

3.2.2 Técnica de Cultivo Celular
As passagens das células da linhagem MDBK eram realizadas, em média, a cada
trés dias, propagadas na ordem 1 x 4, em capela de fluxo laminar horizontal.

- Escolhia-se uma garrafa de cultivo que apresente monocamada celular confluente

(Figura 2)
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Figura 2. Garrafa de cultivo com monocamada de células MDBK.

- Colocavam-se as solu¢des em banho-maria (37°C)

- Prevenia-se a formacdo de aerosséis contaminadores em potencial das culturas,
flambando todos os bordos dos recipientes antes de colocd-los dentro da capela de fluxo
laminar.

- Desprezava-se o meio de cultura antigo em recipiente proprio.

- Lavava-se, com volume de solu¢do de tripsina suficiente para cobrir o fundo da
garrafa de cultivo, primeiro as paredes opostas a monocamada e desprezava-se a
tripsina.

- Colocava-se 0 mesmo volume, mas desta vez deixava-se a tripsina atuar sobre a
monocamada celular.

- Agitava-se o frasco contra a mao até que a monocamada se desprendesse do frasco.

- Agitava-se com pipeta para completa individualizagdo das células, observando o
tempo, para que a tripsina ndo inviabilizasse as células.

- Calculava-se o volume de garrafas para esta nova partida na ordem de 1 x 4,
calculando o volume total de MEM a ser adicionado e acrescentava-se entdo soro fetal
bovino na quantidade de 10% do volume final para paralisar a acdo da tripsina.

- Completava-se para o volume calculado com MEM Glasgow modificado adicionado
de L-glutamina, antibidticos e anfotericina B e distribuia-se em garrafas de cultivo com
rolhas de borracha estéreis.

- Anotava-se na garrafa nome da linhagem celular, n°. da passagem e data.

- Visualizava-se ao microscépio invertido.

- Acompanhava-se o desenvolvimento da monocamada ao microscopio invertido.
3.2.3 Técnica de Soroneutralizacao (LENNETE ef al., 1995)

As amostras de soro eram examinadas pela técnica de soroneutralizacdo em

microplacas de 96 cavidades (Figura 3), segundo Lennete ef al., 1995.
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Figura 3. Microplacas de 96 cavidades, fundo chato, para

execugdo dos testes de soroneutralizag@o.

Separavam-se os materiais para a execucdo do teste de soroneutralizacdo e levava-se a
capela de fluxo laminar, conforme a Figura 4:

a) Pipetas Pasteur estéreis e bomba de vacuo para aspiracdo do meio usado para o
cultivo das monocamadas celulares em placas de 96 cavidades.

b) Pipetador Eppendorf e ponteiras Eppendorf estéreis de volumes: 1 = 10 pL; 1 = 50
puL; 1 =250 pL.

c) Pipetadores de volume variavel de 20 pL a 50 pL.

d) Ponteiras estéreis para volumes de 20 pL a 200 pL.

Figura 4. Capela de Fluxo Laminar preparada para a execucéo do

teste de soroneutralizagdo.

e) Pipetas estéreis de vidro nos volumes 1/100 mL para as dilui¢des dos soros e 10 mL
para dilui¢do do antigeno.
f) Frascos pequenos para dilui¢do viral e estoque do meio de cultivo celular.

g) Banho de gelo para a solucdo contendo o virus BHV-1.
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h) Meio de cultivo celular MEM tipo Glasgow modificado acrescido de antibidticos e
anfotericina B.

i) Estante para tubos 13x70 mm.

j) Tubos de ensaio 13x70 mm estéreis em quantidade suficiente para realizacdo das
diluicdes do antigeno e dos soros a serem testados.

k) Rolhas de borracha ou silicone estéreis, tamanho 00, para incubacdo das dilui¢Ges
nos tubos.

1) Proveta estéril para elaboracdo da dilui¢do viral a 100 TICDs.

m) Painel de soros a serem testados.

Eram preparadas, entdo, diluicdes a 1:10, 1:20, 1:40 e 1:80 de cada soro em
MEM acrescido de antibidtico e fungistatico, utilizando-se tubos 13x70 mm. O virus
BHV-1 era diluido em MEM acrescido de antibidticos e fungistatico, de modo a obter
100 TICDsy. Misturavam-se iguais volumes de cada dilui¢do sérica com a diluicdo viral
(500 pL da diluigdo viral + 500 pL da diluicdo do soro) em tubos 13x70 mm, colocava-
se rolha em cada tubo para evitar a perda de CO, e conseqiiente mudanca de pH do
meio de cultivo, agitava-se suavemente e incubava-se durante 60 minutos em banho de
gelo. As monocamadas confluentes previamente cultivadas nas microplacas tinham o

meio de cultivo aspirado (Figura 5).

Figura 5. Aspiragdo do meio de cultivo celular das cavidades com monocamadas confluentes.

Distribuia-se 40 uL (20% do volume final do orificio) de cada diluicdo em duas
cavidades da microplaca, exceto nos orificios que constituiam os controles negativo
(somente MEM) e positivo (BHV-1 diluido em MEM contendo 100 TICDs), anotando-

se a respectiva localizacdo de cada dilui¢do na placa de teste. Aguardava-se uma hora e
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completava-se cada cavidade com 150 uL. de MEM sem adica@o de soro, colocava-se as
microplacas em camara com atmosfera de CO, proporcionada pela adicdao de uma parte
de 4cido sulfurico (5 mL) a duas partes de solu¢do de bicarbonato de sédio 1M (10 mL)
em bécher de vidro colocado no interior da camara. Selava-se rapidamente a camara
para evitar perda de CO, e incubava-se em estufa a 37°C, conforme mostrado na Figura
6. A leitura era realizada em microscopio invertido no periodo de 96 horas, até
visualizacdo do efeito citopatogénico nos controles positivos do experimento. A
auséncia de efeito citopatogénico nas cavidades-teste era indicativa da presenca de

anticorpos neutralizantes na diluicao correspondente.

Figura 6. Camara de CO, contendo as microplacas em teste, colocadas na estufa.

3.2.4 Metodologia para avaliacio de extratos e substincias antivirais in vitro
(WIGG & COSTA, 2000)

Preparo

Obter a substincia nas formas:

- Extrato bruto aquoso (liofilizado ou ndo) ou etandlico;

- Substancia pura, em p6 ou cristais.

Os preparados tém de estar solubilizados para serem inoculados em cultivo
celular. Solucdes a 1% da substincia em teste sdo preparadas com dgua destilada (se o
produto for hidrossoldvel) e dimetilsulf6xido (DMSO) (se ndo for hidrossolivel). Em
seguida sdo diluidos em meio de cultivo celular e esterilizados em membrana Millipore

de 0,22 um, aliquotadas e estocadas a —20°C.
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Determinacio da citotoxicidade

A dose citotoxica para 50% das monocamadas celulares confluentes (DTsp)
cultivadas em microplacas de 96 cavidades, fundo chato, € calculada pelo método de
Reed & Muench (1938), para cada linhagem celular utilizada no experimento,
observando-se as alteracdes morfoldgicas nas monocamadas tratadas com a substancia,
em contraste com as monocamadas ndo tratadas que constituem os controles do

experimento.

Titulacao viral

A TICDs do virus para o qual se busca a substancia antiviral é determinada pelo
método de Reed & Muench (1938) a partir da inoculacdo de diluicdes decimais da
suspensdo viral em monocamadas celulares confluentes de linhagem susceptivel ao
virus, cultivadas em microplacas de 96 cavidades, fundo chato, e observagdo de efeito
citopatogénico caracteristico do virus, em contraste com as cavidades ndo-inoculadas
que constituem os controles do experimento. A diluicdo viral usada na pesquisa de

atividade antiviral serd igual a 100 TICDsy.

Pesquisa da atividade antiviral
A atividade antiviral pode se verificar:
a) pelo efeito virucida (inativagao viral)
b) pela interferéncia na interacdo virus-célula

Para o primeiro caso, dilui¢des seriadas a partir da TICDs, da substancia sdo
feitas em meio de cultivo celular, utilizando-se tubos de ensaio 13x70 mm e pipetas
para ImL 1/100. A suspensao viral com 100 TICDs, do virus € acrescentada em volume
igual em cada tubo e entdo as misturas sdo incubadas em banho de gelo por 1 hora. Em
seguida aspira-se o meio de cultivo das monocamadas cultivadas e acrescenta-se a
mistura substancia pesquisada + virus na quantidade de 10% do volume da cavidade e
incuba-se por 30 minutos a 37°C, completando-se logo ap6s o volume da cavidade com
meio de cultivo celular.

Para o segundo caso, dilui¢des seriadas a partir da TICDsy da substancia sdao
feitas em meio de cultivo celular, utilizando-se tubos de ensaio 13x70 mm e pipetas
para ImL 1/100, e imediatamente sdo inoculadas nas cavidades cujo meio foi
previamente aspirado, a 5% do volume final da cavidade. Aguarda-se 1 hora e

acrescentam-se 5% do volume da cavidade de suspensdo viral contendo 100 TICDs.
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Incuba-se por 30 minutos a 37°C e completa-se o volume da cavidade com meio de
cultivo celular.

Em cada placa de teste sdo procedidos controles da substincia, controle da
suspensdo viral e controle celular.

A leitura € feita em microscopio invertido até 96 horas pds-inoculacao (Figura
7). A evidéncia de atividade antiviral verifica-se pela inibi¢do do efeito citopatogénico

do virus nas cavidades correspondentes (Figura 8).

Figura 7. Leitura dos testes em microscopio invertido.

Figura 8. Efeito citopatogénico caracteristico dos herpesvirus.

Determinacao do indice de inibicao viral

O indice de inibicao viral é calculado pelo método de Reed & Muench (EDsy =
concentracdo da substancia que inibe 50% dos virus). Comparando-se o teste no qual se
trataram previamente as monocamadas com a substincia com o teste no qual se utilizou
incubagdo prévia de mistura soro-virus, estima-se se a substincia tem atividade virucida

ou interfere na interacdo virus-célula.
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Determinacao do indice terapéutico

O indice terapéutico € calculado pela formula:

IT = TICD5, da substincia / EDs
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CAPITULO I
OCORRENCIA DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES PARA O

HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 EM REBANHOS
DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
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RESUMO

SCHIAVO, Paula Amorim. Ocorréncia de Anticorpos Neutralizantes para o
Herpesvirus Bovino tipo 1 em Rebanhos do Estado do Rio de Janeiro. Seropédica:

UFRRYJ, 2005. 111 p. VI capitulos. (Dissertacdo, Mestrado em Medicina Veterinaria).

O Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) é responsavel por grandes perdas econdmicas e
sanitdrias na pecudria, com grande repercussdo sobre a nutri¢do, produ¢do e reproducgao.
Para determinar a soroprevaléncia do BHV-1 em rebanhos bovinos nao-vacinados do
Estado do Rio de Janeiro, utilizou-se a técnica de soroneutralizacdo em microplacas de
96 cavidades, para andlise de soros de bovinos distribuidos por rebanhos em vérios
municipios, desconsiderando-se a aptidao e a forma de explora¢do do rebanho. Usaram-
se monocamadas de células da linhagem MDBK cultivadas em MEM Glasgow
modificado. Dilui¢des (1:10, 1:20, 1:40 e 1:80) de cada soro foram preparadas e
misturadas com volumes iguais de 100 TICDsy de BHV-1(cepa Cooper ) por 0,1 mL.
Foram procedidos pelo menos 8 controles virais e 8 controles da monocamada celular
em cada placa. As misturas foram inoculadas com volumes de 0,2 mL volumes em
duplicata. As placas foram observadas a cada 24 h (até 96 h) para o diagnéstico de CPE.
Em 121 soros colhidos em 22 municipios do Estado do Rio de Janeiro encontrou-se um
total de 42,97% animais reagentes ao BHV-1 em 6/7 regides fisiograficas do estado,
sendo a Regido Norte do estado aquela que apresentou o maior percentual de animais
positivos (75,00%) entre os soros analisados e, em, oposicdo, a regido das Baixadas
Litoraneas com o menor percentual de animais positivos (12,50%). Conclui-se que a
infec¢do pelo BHV-1 constitui um risco para a pecudria no Rio de Janeiro e, como nao
se preconizam medidas de controle e a forma latente é subestimada pelos envolvidos

com a atividade pecudria a disseminacao potencial deve ser considerada.

Palavras chave: BHV-1; prevaléncia; Herpesviridae; soroneutralizacao.
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ABSTRACT

SCHIAVO, Paula Amorim. Occurrence of Serum Neutralizing Antibodies to Bovine
Herpesvirus type 1 in Cattle Herds from Rio de Janeiro State, Brazil. Seropédica:
UFRRJ, 2005. 111 p. VI chapters. (Dissertation, Master Science in Veterinary
Medicine).

Bovine Herpesvirus type 1 (BHV-1) is responsible for great economical and sanitary
losses in livestock, with great repercussion over nutrition, production of milk and
reproduction. To design the seroprevalence of BHV-1 in non-vaccinated cattle herds
from Rio de Janeiro State we used the microneutralization test. This test was performed
in flat-bottomed microtiter plates with MDBK monolayers cultivated in MEM Glasgow
culture medium, added with glutamine and antibiotics. Dilutions (1:10, 1:20, 1:40, and
1:80) of each sera were prepared and mixed with equal volumes of 100 TICDsq per 0,1
mL of BHV-1 (Cooper strain). It was proceeded at least 8 wells of virus control and 8
wells of monolayer control in each plate. The mixtures were inoculated in 0,2 mL
volumes into two culture wells each. The plates were observed every 24 h (till 96 h) for
development of CPE. In 121 sera from 22 cities in Rio de Janeiro State we found a total
of 42,97% of animals reagents to BHV-1 in 6/7 regions within the State. Analyzing all
the results of our work on seroprevalence, we found 48,03% of the animals presenting
neutralizing antibodies for BHV-1 in Rio de Janeiro. It has been concluded that the
BHV-1 infection is prevalent within Rio de Janeiro State and, since no control measures
have been carried and the latent form of the infection is often underestimated the

potential dissemination must be considered.

Key words: BHV-1; prevalence; Herpesviridae; seroneutralization.
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1. INTRODUCAO

Virios agentes infecciosos podem afetar a saide de rebanhos bovinos e,
conseqiientemente, seu desempenho zootécnico. O impacto econdmico da infeccao pelo
Herpesvirus Bovino (BHV-1) pode ser observado pelo retardo do crescimento de
animais jovens, queda da producao leiteira, abortos e natimortos e a reduzida eficiéncia
reprodutiva de matrizes e touros (LEMAIRE et al., 1994). Acrescentam-se ainda as
restricdes ao comércio internacional de animais vivos e seus produtos, como sémen,
embrides e produtos de biotecnologia, previstas no Cédigo Sanitdrio Internacional para
Animais Terrestres (OIE, 2004b). A alta incidéncia de animais positivos representa um
sério risco para a atividade pecudria, principalmente considerando-se a insidiosidade da
infec¢do, que apresenta uma forma latente, facilmente despercebida dos profissionais e
criadores envolvidos com a bovinocultura, o que salienta a importancia da identificacdao
destes animais. O virus estd distribuido mundialmente, atingindo bovideos domésticos e
selvagens, mas tem sido erradicado dos paises europeus (OIE, 2004a).

Os testes soroldgicos preconizados sdo a prova de soroneutralizacdo e alguns
ELISAs (OIE, 2004a). Nao se preconizam medidas para o controle da doenca e a
literatura relativa aos diagnosticos da infeccdo pelo BHV-1 no Estado do Rio de Janeiro
¢ ainda carente. Os anticorpos podem ser detectados no leite com um ELISA (OIE,
2004a). O teste de soroneutralizacdo e os ELISAs para deteccao da gB sdo os testes
mais sensiveis para detec¢do de anticorpos para o BHV-1 no soro bovino, enquanto para
o exame de amostras de leite os ELISAs indiretos sdo os testes de escolha (KRAMPS et
al., 2004). O ensaio do IFN-y nao pode detectar portadores latentes soronegativos, mas
pode diferenciar bezerros infectados de bezerros imunizados passivamente (LEMAIRE
et al., 2000a).

Pela necessidade de informagOes quanto ao status da infec¢do pelo BHV-1 na
populacdo bovina do Estado do Rio de Janeiro, testamos os soros de 121 bovinos ndo-

vacinados quanto a presenca de anticorpos neutralizantes.
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2. MATERIAL E METODOS

As amostras de soro foram obtidas de bovinos de rebanhos localizados no
Estado do Rio de Janeiro, desconsiderando-se sexo, idade, raca e aptidao. Células da
linhagem MDBK foram utilizadas para multiplicacdo viral, producdo de antigenos e
realizacdo dos testes de soroneutralizacdo. Monocamadas foram cultivadas em Meio
Minimo Essencial tipo Glasgow modificado adicionado de antibidticos, L-glutamina e
10% de soro fetal bovino. O virus utilizado foi a amostra Cooper do BHV-1,
proveniente da colecio do Centro Panamericano de Febre Aftosa. Os soros foram
estudados em duplicata pela técnica de soroneutralizacdo em microplacas de 96
cavidades segundo Lennete et al. (1995), com periodo de incubacdo de 1 h a 37°C,
frente a 100 doses infectantes do BHV-1 para 50% dos cultivos celulares (100 TICDs),
calculada pelo método de Reed & Muench (1938), nas diluicdes 1:10, 1:20, 1:40 e 1:80.
Em cada placa se praticou ao menos um controle celular € um controle viral. A leitura
das placas foi realizada com 48, 72 e 96 h apds incubacdo em estufa a 37°C com
atmosfera de CO,, para visualizacdo do efeito citopatogénico. A ultima diluicdo na qual
se observou 100% de inibi¢do viral foi tomada como o titulo de anticorpos no soro
pesquisado. Soros incapazes de inibir o ataque dos virus as células foram considerados

negativos para a presenca de anticorpos anti-BHV-1 nas diluicdes pesquisadas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram pesquisados os soros de 121 animais, distribuidos por 22 diferentes

municipios em seis das sete regides fisiograficas do Estado do Rio de Janeiro, conforme

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Regioes fisiograficas do Estado do Rio de Janeiro e municipios

componentes.
REGIAO
I  Metropolitana
II  Noroeste Fluminense

111

IV

VI

viI

Norte Fluminense

Serrana

Baixadas Litoraneas

Centro-Sul Fluminense

Sul Fluminense

MUNICIPIOS

Belford Roxo, Duque de Caxias, Guapimirim, Itaboraf,
Itaguai, Japeri, Magé, Mangaratiba, Marica, Mesquita,
Nilépolis, Niterdi, Nova Iguagu, Paracambi, Queimados, Rio
de Janeiro, Sdo Gongalo, Sdo Jodo de Meriti, Seropédica e
Tangua.

Aperibé, Bom Jesus do Itabapoana, Cambuci, Italva, Itaocara,
Itaperuna, Laje do Muriaé, Miracema, Natividade,
Porcitncula, Santo Antonio de Padua, Sdo José de Uba e
Varre-Sai.

Campos dos Goytacazes, Carapebus, Cardoso Moreira,
Conceicao de Macabu, Macaé, Sao Fidélis, Quissama, Sao

Francisco do Itabapoana e Sdo Jodo da Barra.

Bom Jardim, Cantagalo, Carmo, Cordeiro, Duas Barras,
Macuco, Nova Friburgo, Petrépolis, Santa Maria Madalena,
Sao José do Vale do Rio Preto, Sdo Sebastido do Alto,

Sumidouro, Teres6polis e Trajano de Morais.

Araruama, Armagao dos Buzios, Arraial do Cabo, Cabo Frio,
Cachoeiras de Macacu, Casimiro de Abreu, Iguaba Grande,
Rio Bonito, Rio das Ostras, Sao Pedro d’ Aldeia, Saquarema e
Silva Jardim.

Areal, Comendador Levy Gasparian, Engenheiro Paulo de
Frontin, Mendes, Miguel Pereira, Paraiba do Sul, Paty do
Alferes, Rio das Flores, Sapucaia, Trés Rios e Vassouras.
Angra dos Reis, Barra do Pirai, Barra Mansa, Itatiaia, Paraty,
Pinheiral, Pirai, Porto Real, Quatis, Resende, Rio Claro,

Valenca e Volta Redonda.
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Foi encontrado um indice de animais reagentes de 42,97% sobre o total de soros
testados, considerando-se as dilui¢des maiores que 1:10. Este resultado € detalhado na

tabela 2.

Tabela 2. Prevaléncia de anticorpos neutralizantes para o BHV-1, por diluicao do

soro reagente.

Municipio Regito N° de soros Dilui¢do do soro reagente
Testados - + 1:10 1:20 1:40 1:80

Belford Roxo I 6 4 2 2 - - -
Duque de Caxias I 5 2 2 - - -
Guapimirim I 5 1 4 3 1 - =
Itaguai I 8 5 3 3 = - -
Japeri I 4 2 2 2 - - -
Magé I 5 2 3 3 - - -
Mangaratiba I 5 5 = - -
Nova Iguacu I 5 2 3 3 - - -
Paracambi I 4 3 1 1 = - _
Cambuci II 1 1 - - = - -
Itaperuna II 25 7 18 2 3 8 5
Sto. Antonio de Padua  1II 6 3 3 3 - - -
Campos I 1 1 - = - - -
Macaé 111 1 - 1 = 1 - -
Quissama III 1 - 1 - = 1 =
S. Franc. Itabapoana I 1 - 1 - 1 - -
Petrépolis v 3 1 2 1 - 1 -
Rio Bonito v 7 6 1 1 - - -
Rio das Ostras v 6 6 - - = - -
Paraiba do Sul VI 10 8 2 2 - - -
Paty do Alferes VI 4 3 1 1 - - -
Trés Rios VI 8 6 2 2 - - -

TOTAL 121 69 52 ! 0 10 .

% 25,61 4,95 8,26 4,13
100% 57,03 42,97 42,97
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A prevaléncia de animais reagentes entre os animais testados encontra-se assim
distribuida, por municipio: Regido I (Metropolitana): municipios de Belford Roxo
(33,33% de reagentes), Duque de Caxias (40,00%), Guapimirim (80,00%), Itaguai
(37,50%), Japeri (50,00%), Magé (60,00%), Mangaratiba (0%), Nova Iguagu (60,00%)
e Paracambi (25,00%); Regidao II (Noroeste Fluminense): Cambuci (0%), Itaperuna
(72,00%) e Santo Antonio de Padua (50,00%); Regido III (Norte Fluminense): Campos
dos Goytacazes (0%), Macaé (100%), Quissama (100%) e Sao Francisco do Itabapoana
(100%); Regido IV (Serrana): Petrépolis (66,66%); Regido V (Baixadas Litoraneas):
Rio Bonito (14,28%) e Rio das Ostras (0%); Regido VI (Centro-Sul Fluminense):
Paraiba do Sul (20,00%), Paty do Alferes (25,00%) e Trés Rios (25,00%); Regidao VII

(Sul Fluminense): nenhum soro pesquisado. Estes resultados estdo plotados na Tabela 3.
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Tabela 3. Prevaléncia de soros reagentes nos municipio examinados, entre os soros

testados.

Municipio

Belford Roxo
Duque de Caxias
Guapimirim
Itaguai

Japeri

Magé
Mangaratiba
Nova Iguagu
Paracambi
Cambuci
Itaperuna

Sto. Antdnio de Padua
Campos

Macaé
Quissama

S. Franc. Itabapoana
Petrépolis

Rio Bonito

Rio das Ostras
Paraiba do Sul
Paty do Alferes
Trés Rios

TOTAL

Regido

II
II

I
I
I
I
v

VI
VI
VI

Testados

o)

A L L L A0 W W

N° de soros
66,66%
60,00%
20,00%
62,50%
50,00%
40,00%

100%
40,00%
75,00%

100%
28,00%
50,00%

100%

33,33%
85,71%
100%
80,00%
75,00%
75,00%
69
57,03%

33,33%
40,00%
80,00%
37,50%
50,00%
60,00%

60,00%
25,00%

72,00%
50,00%

100%

100%

100%
66,66%
14,28%

20,00%
25,00%
25,00%
52
42,97%
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O teste de soroneutralizac@o apresenta alto grau de especificidade (LENNETE et

al., 1995). Com um indice de 42,97% de animais reagentes a este teste, considera-se que
a infec¢ao pelo BHV-1 apresenta prevaléncia relativamente alta em nosso Estado.
Este trabalho é uma continua¢do daquele iniciado por Grégio (1999), utilizando a
mesma metodologia e o mesmo painel de soros. Em seu experimento, Grégio (1999)
encontrou 56,60% de animais reagentes ao BHV-1, testando 235 soros de outros
municipios do Estado do Rio de Janeiro. Grégio (1999) pesquisou a prevaléncia de
anticorpos em rebanhos localizados principalmente na Regiao Sul-Fluminense e nas
Baixadas Litoraneas; neste trabalho, a maioria dos soros era proveniente da Regido
Metropolitana do Estado, cujos rebanhos sdo pequenos.

Assim, obteve-se um painel de 356 soros provenientes de 43 diferentes
municipios dos 92 que compde o Estado do Rio de Janeiro. Destes, 171 apresentam
anticorpos para o BHV-1. Estes dados indicam uma prevaléncia de anticorpos em
48,03% dos animais testados. Na tabela 4, analisa-se a prevaléncia de animais reagentes

por regido fisiografica do Estado do Rio de Janeiro.

Tabela 4. Numero de soros pesquisados e prevaléncia por regiao fisiografica.

Regido N° de soros pesquisados e prevaléncia
I Metropolitana 47 42,56%
I Noroeste Fluminense 32 65,63%
111 Norte Fluminense 4 75,00%
v Serrana 3 66,67%
A" Baixadas Litoraneas 8 12,50%
VI Centro-Sul Fluminense 22 22.73%
VIL Sul Fluminense - -
TOTAL 121 42.97%

A Regido Norte do estado apresentou o maior percentual de animais positivos
(75,00%) entre os soros analisados e, em, oposicdo, a regido das Baixadas Litoraneas
apresentou o menor percentual de animais positivos (12,50%). E interessante observar
as caracteristicas das criagdes em cada regido fisiografica. Nas Regides Serrana, Centro-
Sul e Sul-Fluminense, sdo mantidos, em sua maior parte, rebanhos para exploracdo

leiteira. Na Regido Metropolitana, os rebanhos sdo menores, porém, a densidade é
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maior. Nas Regides Noroeste e Norte Fluminense e nas Baixadas Litoraneas a
densidade € menor, porém os rebanhos sdo maiores e a exploracio praticada é, em sua
maior parte, para o corte. Os rebanhos sob exploragao leiteira podem estar expostos a
varios defeitos de manejo, como estresse climdtico, nutricional e gestacional,
aumentando a susceptibilidade as doencas; no entanto, a prevaléncia de animais
reagentes foi menor nestes rebanhos, suscitando discussdo quanto a taxa de substituicao
e introducdo de novos animais no rebanho, bem como sua exposi¢do a defeitos de
manejo reprodutivo, aumentando a disseminag¢do da doenga, ou a defeitos de manejo
nutricional e infestacdo por parasitos, aumentando a susceptibilidade as doencgas. A
despeito dessas observagdes, as diferencas observadas entre as taxas de prevaléncia de
animais com anticorpos neutralizantes para o BHV-1 parecem estar relacionadas muito
mais ao nimero de amostras analisadas — quanto maior o nimero de amostras coletadas,
maior a fidelidade dos resultados. Neste estudo, portanto, ndo oi possivel observar
nenhum efeito do tipo de exploragdo sobre a prevaléncia da infec¢do pelo BHV-1.
Observa-se que o BHV-1 ocorre nos rebanhos bovinos de todas as regides
fisiograficas do Estado do Rio de Janeiro. Na Figura 1 estao assinalados os municipios

onde se encontraram animais com anticorpos neutralizantes contra o BHV-1.
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Figura 1. Municipios onde foram encontrados animais com anticorpos neutralizantes para o BHV-1.

ESPIRITO SANTO

DIVISAO POLITICO-ADMINISTRATIVA
ESTADO DO RIO DE JANEIRO - 1997

MINAS GERAIS

MAPA 1 - Municipios do Estado do Rio de Janeiro onde foram coletados soros
OCEANO ATLANTICO Resultados positivos em vermelho e negativos em verde.

Fonte: Centro de Informagdes e Dados do Rio de Janeiro - CIDE

Anuério estatistico do Rio de Janeiro - 1995-1996
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4. CONCLUSOES

O Herpesvirus Bovino tipo 1 estd disseminado no Estado do Rio de Janeiro, e,
considerando os aspectos clinicos e epidemioldgicos desta doencga, a disseminagdo
potencial deve ser considerada, sendo necessdrias medidas urgentes para seu controle
dentro dos rebanhos e no ambito dos municipios.

Como nido se preconizam medidas para o controle desta doenca, animais, bem
como sémen e produtos de biotecnologia podem ser comercializados entre rebanhos,
disseminando o agente. A reativacdo ocasional da doenca, sem sintomas e com
liberacdo de virus, contribui para o aumento dos casos, vez que faz com que a aparente

sanidade seja superestimada pelos criadores e profissionais.
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CAPITULO 11

DETECCAO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES PARA O
HERPESVIRUS BOVINO EM COLOSTRO
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RESUMO

SCHIAVO, Paula Amorim. Deteccao de Anticorpos Neutralizantes para o
Herpesvirus Bovino em Colostro. Seropédica: UFRRJ, 2005. 111 p. VI capitulos.

(Dissertacdo, Mestrado em Medicina Veterinaria).

O Herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) € responsavel por grandes perdas
econOmicas e sanitdrias na pecudria, com grande repercussao sobre a nutri¢do, produgdo
de leite e reproducdo. O diagndstico soroldgico da infec¢ao em matrizes prenhes pode
ser mascarado pela transferéncia dos anticorpos para o colostro e pela menor resposta
humoral em vacas prenhes latentemente infectadas pelo BHV-1. Pesquisou-se uma
técnica alternativa aos ELISAs para aferi¢do dos anticorpos neutralizantes para o BHV-
1 no colostro para posterior aplicagdo. Para tanto, amostras de soro e colostro de cada
matriz foram examinadas pela técnica de neutralizacdo em microplacas, utilizando
células MDBK cultivadas em meio de cultura MEM Glasgow modificado. Os titulos de
anticorpos humorais foram maiores que os titulos colostrais em 25% dos animais; em
33,3% dos animais os niveis eram idénticos; o titulo colostral foi maior que o sérico em
41,6% dos animais. Assim, verifica-se que em apenas 8,33% dos animais nao foram
encontrados anticorpos para o BHV-1, enquanto a pesquisa soroldgica isolada
encontraria 33,3% de animais negativos, ou seja, 25% de portadores ndo seriam
identificados, o que € epidemiologicamente representativo e de destacada importancia
por tratar-se de infeccdo normalmente inaparente em adultos, mas fatal para o feto e o
neonato. Verificou-se que o uso do colostro no teste de neutralizacdo nao afetou a
fisiologia celular, j4 que as células ndo se mostraram intoxicadas nos controles e
amostras negativas. A avaliacdo de imunoglobulinas colostrais nos moldes aqui
propostos mostrou-se eficiente, sensivel, simples e de grande relevancia, podendo ser

aplicada a outras doencas de impacto econdmico e sanitario.

Palavras chave: BHV-1; colostro; anticorpos; neutralizacao.
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ABSTRACT

SCHIAVO, Paula Amorim. Detection of Colostral Antibodies against Bovine
Herpesvirus type 1 by Neutralization Test. Seropédica: UFRRIJ, 2005. 111 p. VI

chapters. (Dissertation, Master Science in Veterinary Medicine).

Secretions accumulated in mammary gland in the few last weeks of gestation and the
proteins transferred from the systemic circulation by the influence of hormones
compose colostrum. In ruminants, IgG1 is the major protein both in the milk and in
colostrum. Whole IgG, the great portion of IgM and about half IgA in bovine colostrum
derives from serum, which might cause a decrease in serum antibodies level. The
humoral immune response in bovine herpesvirus (BHV-1) infection is also masked by
the presence of antigen in the organism which binds constantly the antibodies produced
resembling that they weren’t. This can be avoided by using techniques that don’t use the
antibody research in sera for diagnostic of infection. In despite of it, serology remains a
powerful tool in viral diagnostic in a community, and neutralization antibody assays are
the gold standard of serologic tests, providing both sensitive and specific measures of
host immunity. We used the microneutralization test for gauging of the neutralizing
antibodies for BHV-1 in colostrums and sera of 18 cows. The same antibodies levels
were observed in 8 (44, 44%) animals. Higher antibodies levels in serum were found in
3 cows, with no detectable antibody in colostrums. Higher antibodies levels in
colostrums were found in 7 (38,88%) cows, 3 animals with no detectable antibody in
sera. This could be explained by puerperal stress and the latent behavior of BHV-1
infection. The antibody research in sera would find 33,33%(6/18) of negative animals
while only 16,66%(3/18) were really negatives. Control methods for the infection
should include seronegatives latent carriers. We verified that the use of colostrum in
neutralization test didn't affect cell physiology, since the cells were not shown
intoxicated in the controls and negative samples, revealing a safe technique, and of easy
execution to be adopted for the research of colostral antibodies. The evaluation of
colostral immunoglobulins by this way is efficient, sensitive, simple and of great

relevance, could be applied to other diseases of economical and sanitary impact.

Key words: BHV-1, colostrum, neutralization test, colostral immunoglobulins,.
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1. INTRODUCAO

Virios agentes infecciosos podem afetar a satide de rebanhos bovinos e
conseqiientemente sua performance zootécnica. Infeccdes pelo Herpesvirus Bovino
(BHV-1) causam grandes perdas econdOmicas e sanitdrias na pecudria, com grande
repercussdo sobre a nutricdo, producdo de leite e reproducdao (ALFIERI, 2000).
Algumas entidades clinicas da infeccao pelo BHV-1 t€ém uma denominagdo especifica
como Rinotraqueite Infecciosa e Vulvovaginite Pustular Infecciosa. Outras
manifestagdes clinicas incluem conjuntivites, abortos, encefalomielites, mastites,
metrites, infertilidades, infeccoes sist€émicas em animais jovens e enterites (LEMAIRE
et al., 1994). Todos esses diferentes quadros clinicos sao observados em outras doengas
infecciosas, logo o diagnoéstico laboratorial é imprescindivel para o controle eficiente e
medidas profilaticas a serem adotadas (ALFIERI, 2000), principalmente considerando-
se a insidiosidade da infeccdo, que apresenta uma forma latente (subclinica), facilmente
despercebida dos profissionais e criadores envolvidos com a bovinocultura.

Em matrizes bovinas, as secre¢cdes acumuladas na glandula mamadria nas dltimas
semanas de gestacdo e as proteinas transferidas da circulacdo sist€émica sob influéncia
hormonal compdem o colostro. Nos ruminantes, a [gG1 € a principal proteina tanto no
leite quanto no colostro. Toda a IgG, a maior parte da I[gM e cerca de metade da IgA do
colostro bovino deriva do soro, o que pode causar um decréscimo no nivel de anticorpos
séricos. A resposta imune humoral contra a infeccdo pelo BHV-1 também é mascarada
pela presenca de antigenos no organismo ligando-se constantemente aos anticorpos e
aparentando soronegatividade (TIZARD, 2000). Isto pode ser evitado quando se
empregam para diagndstico técnicas que nao utilizam a pesquisa de anticorpos séricos.
No entanto, a sorologia continua sendo uma poderosa ferramenta no diagndstico de uma
doenca viral em uma comunidade, e o teste de soroneutralizacdo € a prova soroldgica
ideal por sua sensibilidade e sua especificidade (LENNETE et al., 1995).

Em funcdo dos prejuizos causados pela doenca, vérios métodos tém sido
utilizados, em todo o mundo, para o diagndstico e controle do BHV-1. Medidas de
controle devem incluir portadores latentes soronegativos (LEMAIRE et al., 2000b). Em
varios paises a testagem do leite € um importante teste de triagem, porém, para este tipo
de material, somente ELISAs estdo disponiveis, pois o leite pode ser toxico para os

cultivos celulares e para o virus. Neste trabalho, testamos uma técnica para afericdo dos
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anticorpos neutralizantes para o BHV-1 em colostro para uso em conjunto com a
pesquisa soroldgica, a fim de delinear uma metodologia diagndstica mais sensivel para a

deteccao de animais latentemente infectados pelo BHV-1.
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2. MATERIAL E METODOS

Colheram-se amostras de sangue no periodo pré-parto e do colostro de dezoito
bovinas de um rebanho leiteiro em Seropédica/RJ. O soro foi separado e, junto com a
amostra de colostro do mesmo animal, remeteu-se em frascos de polipropileno sob
refrigeracdo para o laboratério. Células da linhagem MDBK foram utilizadas para
multiplicacdo viral, producdo de antigenos e realizacdo dos testes de soroneutralizacao.
Monocamadas foram cultivadas em Meio Minimo Essencial tipo Glasgow modificado
adicionado de antibidticos, L-glutamina e 10% de soro fetal bovino isento de anticorpos.
A amostra Cooper do BHV-1 foi cedida pelo Centro Panamericano de Febre Aftosa,
cultivada no Laboratério de Viroses Veterinarias e titulada em células MDBK, tendo o
titulo infeccioso (TICDsg) calculado pelo método de Reed & Muench (1938). Soro e
colostro dos animas foram examinados em duplicata pela técnica de neutralizacdo em
monocamadas celulares cultivadas em microplacas de 96 cavidades, segundo Lennete et
al, (1995), com periodo de incubagdo de 1 h a 37°C, frente a 100 doses infectantes do
BHV-1 para 50% dos cultivos celulares (100 TICDsp), nas dilui¢des 1:10, 1:20, 1:40 e
1:80. Em cada placa se praticou ao menos um controle celular € um controle viral. A
leitura das placas foi realizada com 48, 72 e 96 h apds incubag¢do em estufa a 37°C com
atmosfera de CO,, para visualizacdo do efeito citopatogénico. A tultima diluicao na qual
se observou 100% de inibi¢do viral foi tomada como o titulo de anticorpos no material
pesquisado. Soros e colostros incapazes de inibir o ataque dos virus as células foram
considerados negativos para a presenca de anticorpos anti-BHV-1 nas diluicdes

pesquisadas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O mesmo titulo de anticorpos foi observado no soro e no colostro de oito (44,
44%) vacas. Niveis de anticorpos mais altos foram observados no soro de trés vacas
cujos colostros ndo apresentaram nivel detectdvel de anticorpos. Titulos mais altos de
anticorpos foram observados no colostro de sete (38,88%) vacas, das quais trés nao
apresentaram nivel detectdvel de anticorpos no soro. Isto pode ser explicado pelo
estresse puerperal e pelo cardter latente da infeccdo pelo BHV-1. A pesquisa de
anticorpos usando somente o soro desses animais encontraria 33,33%(6/18) de animais
soronegativos, enquanto apenas 16,66%(3/18) eram realmente negativos. Medidas de
controle devem incluir animais portadores latentes soronegativos, os quais muitos testes
falham em identificar (LEMAIRE et al, 2000b). Verificou-se que o uso do colostro ndo
afetou a fisiologia celular, ja que as células ndo se mostraram intoxicadas nos controles
€ nas amostras negativas; o efeito citopatogé€nico caracteristico do virus também nao se
modificou, revelando que esta técnica é segura, sensivel, de facil execugdo e de grande
relevancia, podendo ser aplicada a outras doencas de impacto econdmico e sanitério.

Os titulos de anticorpos humorais foram maiores que os titulos colostrais em
25% dos animais; em 33,3% dos animais os niveis eram idénticos; o titulo colostral foi
maior que o sérico em 41,6% dos animais.

Analisando-se os dados em conjunto, verifica-se que em apenas 8,33% dos
animais ndo foram encontrados anticorpos para o BHV-1, enquanto a pesquisa
soroldgica isolada encontraria 33,3% de animais negativos, ou seja, 25% de portadores
ndo seriam identificados, o que é epidemiologicamente representativo e de destacada
importancia por tratar-se de infeccdo normalmente inaparente em adultos, mas fatal para
o feto e o neonato.

Os titulos de anticorpos no soro colhido antes do parto, no soro colhido apds o

parto e no colostro de cada vaca sdo apresentados na Figura 1.
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4. CONCLUSOES

O uso do colostro no teste de neutralizacdo nao afetou a fisiologia celular, ja que
as células ndo se mostraram intoxicadas nos controles e amostras negativas, podendo-se
adotar esta técnica para a pesquisa de anticorpos colostrais.

A avaliacdo de imunoglobulinas séricas e colostrais nos moldes aqui propostos
mostrou-se eficiente, sensivel, simples e de grande relevancia, podendo ser aplicada a
outras doengas de impacto econdmico e sanitdrio.

Assim, propde-se, para o diagnéstico de matrizes infectadas pelo BHV-1, a

andlise tanto de amostras de soro quanto de colostro.
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CAPITULO III

MONITORAMENTO DE ANTICORPOS NEUTRALIZANTES
PARA O HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1 EM BEZERROS
LEITEIROS
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RESUMO

SCHIAVO, Paula Amorim. Monitoramento de Anticorpos Neutralizantes para o
Herpesvirus Bovino tipo 1 em Bezerros Leiteiros. Seropédica: UFRRJ, 2005. 111 p.

VI capitulos. (Dissertagdo, Mestrado em Medicina Veterindria).

O Herpesvirus bovino tipo 1 (BHV-1) é responsdvel por grandes perdas econdmicas e
sanitdrias na pecudria, com grande repercussdo sobre a nutri¢do, producdo de leite e
reproducdo. A imunidade passiva conferida pelo colostro é importante para proteger
bezerros da doencga sistémica provocada pela infec¢do. Pesquisamos a eficiéncia da
imunizacdo passiva, verificando se anticorpos neutralizantes para o BHV-1 eram
transferidos aos bezerros pelo colostro, e qual a duracio desta imunidade. Amostras de
soro de bezerros dos 0 aos 57 dias de idade e o soro colhido de suas maes no pré-parto e
no poés-parto, bem como amostras de colostro, foram examinadas pela técnica de
neutralizacdo em microplacas, utilizando células MDBK cultivadas em meio de cultura
MEM Glasgow modificado. Observa-se grande aumento no nivel sérico de anticorpos
nos primeiros dias naqueles animais cuja mde também apresentava alto titulo de
anticorpos colostrais. Altos niveis de anticorpos foram observados dos 28 aos 32 dias de

idade, quando comecam a decrescer.

Palavras chave: BHV-1; colostro; neutralizacao; imunidade passiva.

44



ABSTRACT

SCHIAVO, Paula Amorim. Monitoring Serum Neutralizing Antibodies against
Bovine Herpesvirus type 1 in Dairy Calves. Seropédica: UFRRIJ, 2005. 111 p. VI

chapters. (Dissertation, Master Science in Veterinary Medicine).

Bovine Herpesvirus type 1 (BHV-1) is responsible for great economical and sanitary
losses in livestock, with great repercussion about nutrition, milk production and
reproduction. We accessed the efficiency of the passive immunization against BHV-1
verifying whether neutralizing antibodies in colostrums were absorbed and how long the
passive immunity lasts. Sera from 0 to 57 days post-partum were collected of the calves
and pre- and post-partum serum and colostrums of its dams were taken. Samples of
serum and colostrum of each animal were examined by neutralization technique in
microplates, using MDBK cells cultivated in Glasgow-MEM modified culture medium.
Cooper strain of BHV-1 was cultivated and the infective title (TICDsj) was calculated
by Reed & Muench’s method. We got dilutions 1:10, 1:20, 1:40 and 1:80 of each
colostrum sample in MEM. BHV-1was diluted in MEM to obtain 100 TICDs,. Similar
volumes of each colostrum dilution were mixed with the viral dilution and incubated in
37°C for 60 minutes. The culture medium was aspirated and the monolayers were
washed twice in PBS. 50 mL of each dilution were distributed in two cavities, except in
the holes that constituted the negative controls (only MEM) and positive (100 TICDs( of
BHV-1). After 1 hour each cavity was completed with 100 mL of MEM, the
microplates were stamped and it was incubated in 37°C. The reading was made in
inverted microscope, for visualization of the cytopathogenic effect, during the period of
5 days. It was verified that a great increase in the serum antibodies occurs in the first
days post-partum in calves which dam presents high levels of colostral antibodies. High

serum antibodies levels were observed from day 28 to 32, when they begin to decrease.

Key words: Colostrum, neutralization test, colostral immunoglobulins, BHV-1.
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1. INTRODUCAO

Infecgdes pelo Herpesvirus Bovino (BHV-1) causam grandes perdas econdmicas
e sanitdrias na pecudria, com grande repercussdo sobre a nutri¢do, produgdo de leite e
reproducdo (ALFIERI, 2000). Algumas entidades clinicas da infec¢do pelo BHV-1 tém
uma denominacao especifica como Rinotraqueite Infecciosa e Vulvovaginite Pustular
Infecciosa. Outras manifestacdes clinicas incluem conjuntivites, abortos,
encefalomielites, mastites, metrites, infertilidades, infec¢des sist€émicas em animais
jovens e enterites (LEMAIRE et al., 1994). Todos esses diferentes quadros clinicos sdo
observados em outras doengas infecciosas, logo o diagndstico laboratorial €
imprescindivel para o controle eficiente e medidas profildticas a serem adotadas
(ALFIERI, 2000), principalmente considerando-se a insidiosidade da infecgdo, que
apresenta uma forma latente (subclinica), facilmente despercebida dos profissionais e
criadores envolvidos com a bovinocultura.

Em matrizes bovinas, as secre¢des acumuladas na glandula mamadria nas dltimas
semanas de gestacdo e as proteinas transferidas da circulacdo sist€émica sob influéncia
hormonal compdem o colostro (TIZARD, 2000). Apés o parto, bezerros de vacas
vacinadas tém altas concentragdes de anticorpos contra o virus respiratorio sincicial
bovino, mas nao contra o BHV-1 (CORTESE & MORLEY, 1996), indicando que toda
a imunidade contra esta infec¢do € transferida da mae para o bezerro via colostro. Em
bezerros que ndo mamam o colostro, a mortalidade por IBR € alta (RADOSTITS et al.,
2002). Qual a meia-vida destes anticorpos transferidos passivamente, e se esta
transferéncia ocorre satisfatoriamente, no entanto, é objeto de discuss@o. Neste trabalho,
pesquisamos a eficiéncia da transferéncia de anticorpos contra o BHV-1 para bezerros

através do colostro de suas maes e a persisténcia destes anticorpos no soro.
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2. MATERIAL E METODOS

Colheram-se amostras de soro de 22 bezerros de um rebanho leiteiro em
Seropédica/R]J, juntamente com o soro pré-parto, pds-parto e colostro de suas maes.
Células da linhagem MDBK foram utilizadas para multiplicagdo viral, producdo de
antigenos e realizacdo dos testes de neutralizacdo. Monocamadas foram cultivadas em
Meio Minimo Essencial tipo Glasgow modificado adicionado de antibiéticos, L-
glutamina e 10% de soro fetal bovino isento de anticorpos. A amostra viral utilizada foi
a amostra Cooper do BHV-1, oriunda da colecdo do Centro Panamericano de Febre
Aftosa. Amostras de soro e colostro foram examinadas em duplicata pela técnica de
soroneutralizacdo em microplacas de 96 cavidades segundo Lennete et al. (1995), com
periodo de incubacdo de 1 h a 37°C, frente a 100 doses infectantes do BHV-1 para 50%
dos cultivos celulares (100 TICDs), calculada pelo método de Reed & Muench (1938),
nas dilui¢des 1:10, 1:20, 1:40 e 1:80. Em cada placa se praticou ao menos um controle
celular e um controle viral. A leitura das placas foi realizada com 48, 72 e 96 h apds
incubacdo em estufa a 37°C com atmosfera de CO,, para visualizacio do efeito
citopatogénico. A ultima diluicao na qual se observou 100% de inibi¢do viral foi tomada
como o titulo de anticorpos no material pesquisado. Soros incapazes de inibir o ataque
dos virus as células foram considerados negativos para a presenca de anticorpos anti-

BHV-1 nas dilui¢des pesquisadas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram pesquisados soros de 22 animais e suas maes, verificando o titulo de
anticorpos neutralizantes para o BHV-1 nos bezerros, colhendo-se os soros entre os 0 e
57 dias de vida e a presenca de anticorpos neutralizantes para o BHV-1 no soro colhido
no periodo pré-parto, no soro colhido no periodo pds-parto e no colostro das maes, para
conhecimento do grau de imunidade conferido aos bezerros pelo colostro de fémeas
reagentes a0 BHV-1. Os resultados foram dispostos na forma de curva de anticorpos
durante o periodo pesquisado, para cada individuo, na figura 1. Analisando a curva,
observa-se grande aumento do nivel sérico de anticorpos nos primeiros dias de vida
daqueles animais cuja mae também apresentava alto titulo de anticorpos colostrais. Em
média, altos niveis de anticorpos sdo observados até cerca de 28 a 32 dias de idade,
quando comeg¢am a decrescer. Em trés animais ndo foi detectada a presenca de
anticorpos em nenhum dos dias coletados; destes, somente um era proveniente de mae
com titulo de anticorpos no colostro detectavel no teste; os outros dois eram filhos de
vacas sem anticorpos detectaveis no soro ou colostro pelo teste de soroneutralizacdo em
microplacas.

A eficiéncia da transmissao de anticorpos maternos para os bezerros através do
colostro foi demonstrada como esperado. No entanto, bezerros com anticorpos
colostrais podem ser infectados pelo BHV-1 e mesmo tornarem-se soronegativos,
contudo persistentemente infectados com reexcre¢ao do virus apds o estresse natural ou
induzido, conforme demonstrado por LEMAIRE et al. (2000a). A presenca de
anticorpos passivamente adquiridos pelos bezerros através do colostro pode interferir no
desenvolvimento de uma resposta humoral ativa a infeccao (LEMAIRE et al., 2000a).
Defende-se que os anticorpos contra o BHV-1 adquiridos passivamente tem uma meia-
vida bioldgica de cerca de trés semanas, podendo ser detectados ocasionalmente em
animais com mais de 9 meses de idade, e raramente em animais acima desta idade (OIE,
2004). Em estudo realizado por MOREIRA ef al. (2000), foi demonstrado que
anticorpos colostrais persistem por até 3 meses de vida, mas mesmo titulos altos ndo
protegem animais da infeccdo em regides onde esta € prevalente.

Anticorpos colostrais contra o BHV-1 s@o transmitidos aos bezerros que
mostram altos niveis séricos nas primeiras semanas de vida, interferindo com testes

diagndsticos e resposta ao agente sem, contudo, proteger-lhes completamente da

48



infeccdo como demonstrado por LEMAIRE et al. (2000a), que produziu portadores
latentes soronegativos ao administrar uma vacina atenuada a bezerros passivamente

imunizados.
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Diluicéo = 1:

Figura 1. Anticorpos neutralizantes para o BHV-1 em bezerros desde o nascimento
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4. CONCLUSOES
Anticorpos colostrais contra o BHV-1 sdo transmitidos aos bezerros, que

mostram altos niveis séricos nas primeiras semanas de vida, interferindo com testes

diagndsticos e com a resposta ao agente.
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CAPITULO IV

ATIVIDADE ANTIVIRAL DE KALANCHOE BRASILIENSIS
(“SAIAO”)
FRENTE AO HERPESVIRUS BOVINO TIPO 1IN VITRO
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RESUMO

SCHIAVO, Paula Amorim. Atividade antiviral de Kalanchoe brasiliensis (‘‘saiao’)
frente ao Herpesvirus bovino tipo I in vitro. Seropédica: UFRRJ, 2005. 111 p. VI

capitulos. (Dissertacdo, Mestrado em Medicina Veterindria).

O BHV-1 esta disseminado em rebanhos bovinos e bubalinos do Brasil e do mundo,
causando prejuizos econdmicos e sanitirios a atividade pecudria. Sendo objeto de
controle em todo o mundo, mas com poucas alternativas vidveis na situacdo atual do
rebanho brasileiro, urge a definicdo de novas estratégias de controle da infec¢cao. Como
em toda virose o tratamento € de pouco ou nenhum resultado, e as drogas antivirais
encontradas no mercado sdo poucas e caras, ndo sendo apliciveis em Medicina
Veterindria. Grandes esperancas sao depositadas nas pesquisas de atividade antiviral e
imunomoduladora de substincias naturais, como alternativa eficiente e economicamente
vidvel de tratamento, respectivamente, pela menor possibilidade da existéncia de
resisténcia viral, como acontece com o aciclovir; e pela disponibilidade na natureza. A
dimensao da importincia dos tratamentos fitoterdpicos e homeopéticos aumentou com a
exigéncia de produtos animais livres de residuos e com a possibilidade de agregacdo de
valor a carne e ao leite com o sistema de produgdo organico. Kalanchoe brasiliensis
possui atividade antiinflamatéria e imunomodulatéria e foi testada neste experimento
quanto a atividade antiviral frente ao BHV-1. O extrato bruto de Kalanchoe brasiliensis

3,95
0

apresentou citotoxicidade de 1 e uma atividade virucida razoavel, com indice de

0" ¢ indice terapéutico relativamente alto (88,16%) in vitro,

inibicdo viral de 1
podendo ser utilizado em formulagdes para o tratamento das manifestacdes clinicas do
BHV-1 em bovinos. Sao necessdrios testes in vivo para avaliacdo de seu potencial na
reducdo da liberacdo de virus infectivos para o ambiente e na diminui¢do do curso

clinico da doenca.

Palavras chave: BHV-1, Kalanchoe brasiliensis, antiviral, Herpesviridae.
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ABSTRACT

SCHIAVO, Paula Amorim. Antiviral activity of Kalanchoe brasiliensis (‘“‘saiao’)
against Bovine Herpesvirus type 1 in vitro. Seropédica: UFRRJ, 2005. 111 p. VI

chapters. (Dissertation, Master Science in Veterinary Medicine).

BHV-1 is spread among cattle and buffalo herds, inducing sanitary and economic losses
to livestock. There are few alternatives to controlling BHV-1 dissemination at present
status. Strategies to control the infection are of major concern all around the world.
Special intents in limiting virus shedding and reducing clinical course of infection
guided many experiments over 30 years. Screening for antiviral and immunomodulatory
activity of natural compounds is of great interest because of their availability and the
possibility to macth these requests. Also, increasing demands for organic production
focused the natural ways of improving production. Kalanchoe brasiliensis pure extract
was tested to access its potential antiviral activity against BHV-1 (Cooper strain). This
test was performed in flat-bottomed microtiter plates with MDBK monolayers
cultivated in MEM Glasgow culture medium, added with glutamine and antibiotics.
Decimal-based dilutions of pure extract were made to determine the citotoxicity activity
(107*TICDs) by Reed & Muench method. Then, 10~, 10, 10” and 10 dilutions of
pure extract were tested against 100 TICDsy per 0,1 mL of BHV-1. Equal volumes of
viral suspension and dilutions of the extract were mixed and, after 1 h in contact the
mixtures were inoculated in MDBK cells. The plates were observed every 24 h (till 96
h) for development of CPE. We observed a dose-dependent inhibition of BHV-1
activity, pointing a viral inhibition index (EDso) of 10™**®, Considering the citotoxicity

activity at 107%

TICDs, therapeutic ratio in vitro of Kalanchoe brasiliensis pure extract
was 88,16% when utilized as virucidal. It was verified that Kalanchoe brasiliensis
presents reasonable virucidal activity at non-toxic doses and shows good therapeutic
ratio in vitro. Tests in vivo are required for the evaluation of Kalanchoe brasiliensis
potential for limiting viral shedding and its ability to reducing the duration of the

symptoms.

Key words: BHV-1, Kalanchoe brasiliensis, antiviral, Herpesviridae.
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1. INTRODUCAO

O Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) é conhecido genericamente como o
agente etioldgico da IBR (Rinotraqueite Infecciosa Bovina), da IPV (Vulvovaginite
Pustular Infecciosa) e da IPB (Balanopostite Pustular infecciosa), e estd disseminado em
rebanhos bovinos e bubalinos do Brasil e do mundo, causando prejuizos econdmicos e
sanitdrios a atividade pecudria. Sendo objeto de controle em todo o mundo, mas com
poucas alternativas vidveis na situacdo atual do rebanho brasileiro, urge a defini¢dao de
novas estratégias de controle da infeccdo, que serdo de grande interesse no combate da
doenca em todo o mundo.

O aciclovir, a ribavirina, a metisazona € a bromuridina demonstraram 6timo
potencial inibitério da replicacdo do BHV-1 in vitro (GLOTOV et al., 2004). Porém, as
drogas antivirais encontradas no mercado sdo poucas e caras, nao sendo aplicdveis em
Medicina Veterindria. Grandes esperancas sdo depositadas nas pesquisas de atividade
antiviral e imunomoduladora de substincias naturais, como alternativa eficiente e
economicamente vidvel de tratamento, respectivamente, pela menor possibilidade da
existéncia de resisténcia viral, como acontece com o aciclovir; e pela disponibilidade na
natureza.

O tratamento antiviral ja se constitui um problema para os herpesvirus humanos,
que ja apresentam resisténcia aos farmacos antiherpéticos utilizados, bem antes de se
tornarem disponiveis para os animais de producdo. Nos ultimos anos, pesquisas com
compostos isolados ou extratos de plantas tem demonstrado bons resultados contra os
herpesvirus in vitro, afirmando-se como uma alternativa importante, qui¢cd uma
estratégia de escolha, para o controle das infec¢des herpéticas, principalmente, devido
ao aparecimento de cepas resistentes ao aciclovir e a outras drogas antiherpéticas
paralelo ao nimero crescente de casos de imunodefici€éncia humana adquirida.

A dimensdao da importincia dos tratamentos fitoterdpicos e homeopéticos
aumentou com a exigéncia de produtos animais livres de residuos (BRASIL,1999) e
com a possibilidade de agregacdo de valor a carne e ao leite com o sistema de produgdo
organico. Além disso, o custo destes tratamentos € reduzido quando comparados aos

tratamentos convencionais.
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Alguns compostos originados de plantas emergem como alternativas para a
composi¢do de formulagles para animais, visando acelerar a recuperagdo das lesdes e
reduzir a eliminacao de virus infectivos para o ambiente.

A erva-cidreira (Melissa officinalis) demonstrou atividade contra o Herpes
Simplex Humano tipo 1 (HSV-1) in vitro (DIMITROVA, 1993), provavelmente devido
ao 4cido rosemarinico (BRINKER, 1995 apud WYNN & MARSDEN, 2003 ).

O extrato puro e suas fragdes aquosas e etiloacéticas de Stryphnodendron
adstringens (barbatimao) foram capazes de inibir a replicacdo do BHV-1 in vitro, tendo
a fracdo aquosa do extrato o melhor desempenho entre os trés compostos. Fracdes
aquosas de etiloacéticas de Guazuma ulmifolia (mutamba) também inibiram a
replicacdo do BHV-1 in vitro (LINHARES et al., 2002).

Um flavonéide da soja ja demonstrou atividade anti-BHV-1 in vitro (AKULA et
al., 2002): genisteina, uma isoflavona da soja, limita a replicacdo do BHV-1 in vitro por
sua capacidade de inibir a atividade da tirosina quinase, inibindo a fosforilacdo da
glicoproteina E (gE) e a replicacdo do BHV-1 de maneira dose-dependente. Uma
possivel aplicacdo é alimentar os bovinos com produtos de soja ricos em genisteina

antes de ou durante periodos de estresse (AKULA et al., 2002).
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2. MATERIAL E METODOS

Células da linhagem MDBK foram utilizadas para multiplicacdo viral, titulacao
dos extratos e virus e realizacdo dos testes. Monocamadas foram cultivadas em meio de
cultura MEM (Minimum Essential Medium) tipo Glasgow modificado, adicionado de 2
mL de solucdo de L-glutamina, 4 mL de antibidticos (2 mL de penicilina e 2 mL de
estreptomicina), 4 mL de anfotericina B e 10% de soro fetal bovino no momento do uso.
O virus utilizado foi a amostra Cooper do BHV-1(Cooper strain, NVSL, Ames, lowa),
proveniente da colecdo do Centro Panamericano de Febre Aftosa, mantido e replicado
no Laboratério de Viroses Veterindrias e estocado a —20 °C até a nova inoculagio.
Determinou-se a citotoxicidade do extrato bruto de Kalanchoe brasiliensis (‘“saido’)
usando o método de Reed & Muench (1938) em placas de 24 cavidades. Depois, testou-
se a capacidade deste composto inibir a replicagdo viral nas doses ndo-citotéxicas,
usando microplacas de 96 cavidades e colocando cada dilui¢do contra 100 doses
infectantes do BHV-1 para 50% dos cultivos celulares (100 TICDsg), calculada pelo
método de Reed & Muench (1938). Em cada placa se praticou ao menos um controle
celular e um controle viral. A leitura das placas foi realizada com 48, 72 e 96 h apds
incubacdo em estufa a 37°C com atmosfera de CO,, para visualizacdo do efeito
citopatogénico. A determinacdo do indice de inibicdo viral e a determinacdo do indice

terapéutico foram feitas segundo a metodologia de Wigg & Costa (2000).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3,95
0

Determinacido da citotoxicidade: encontrou-se uma TICDsy de 1 para o

extrato bruto de Kalanchoe brasiliensis.

Pesquisa da atividade antiviral: o extrato bruto de Kalanchoe brasiliensis foi
testado nas dilui¢coes 10'3, 10'4, 10° e 10%. Como a TICDsq deste extrato foi de 10739 ,
os controles do extrato foram procedidos na diluicio 10 e nenhuma cavidade inoculada
com esta dose de extrato mostrou-se intoxicada. Os seguintes percentuais de inibi¢do
foram encontrados em cada caso:

a) Efeito virucida do extrato de Kalanchoe brasiliensis:

Diluicdo do extrato  Percentual de inibi¢do

107 68,51%
10 30,00%
107 8,33%
10° 5,30%

b) Interferéncia na interacdo virus-célula: protecdo das células contra a infec¢ao pelo

BHV-1
Dilui¢do do extrato Percentual de inibicao

107 35,71%

10 19,35%

107 6,17%

10° 0,94%

Determinacao do indice de inibicao viral: o indice de inibicdo viral do extrato
bruto de Kalanchoe brasiliensis quando utilizado como virucida, ou seja, a EDsg, neste
caso, é de 10**®, Quanto 2 interferéncia na interacdo virus-célula, ndo foi possivel
calcular nas doses ndo-citotoxicas.

Determinacao do indice terapéutico: o indice terapéutico para o extrato bruto

de Kalanchoe brasiliensis é de 88,16% quando utilizado como virucida.
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A atividade virucida de sumo de plantas do género Kalanchoe, especificamente,
Kalanchoe pinnata e Kalanchoe diagremontiona foi demonstrada em experimentos
russos, mostrando vantagens como alta atividade neutralizante viral em diluicdes de 1:2
a 1:8000 e ndo-inativacdo pelo éter, dlcool e periodato de potdssio foi demonstrada,
contudo a adicdo de soro bovino ou proteinas purificadas resulta na precipitacdo de
compostos e conseqiiente supressdo da atividade virucida do sumo (SHIROBOKOV et
al., 1981). Kalanchoe pinnata e Kalanchoe tubiflora também apresentaram atividade
antitumoral (SUPRATMAN et al., 2001) e Kalanchoe brasiliensis demonstrou
atividade antiinflamatéria e imunomodulatéria (IBRAHIM er al., 2002). Com este
trabalho, evidencia-se também seu potencial virucida. Demonstradas, pois, suas
propriedades antiinflamatérias, imunomodulatérias e antivirais, a Kalanchoe
brasiliensis revela-se um ingrediente promissor para a formulagdo de medicamentos

para o tratamento das herpesviroses.
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4. CONCLUSOES

O extrato bruto de Kalanchoe brasiliensis apresenta uma atividade virucida
razodvel e indice terapéutico relativamente alto (88,16%) in vitro, podendo ser utilizado
em formulacdes para o tratamento das manifestacoes clinicas do BHV-1 em bovinos.
Sao necessarios testes in vivo para avaliacao de seu potencial na redugdo da liberagdo de

virus infectivos para o ambiente e na diminui¢ao do curso clinico da doenca.
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CAPITULO V

PERSPECTIVAS DO TRATAMENTO HOMEOPATICO
NAS INFECCOES HERPETICAS DE BOVINOS
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RESUMO

SCHIAVO, Paula Amorim. Perspectivas do tratamento homeopatico nas infeccoes
herpéticas de bovinos. Seropédica: UFRRIJ, 2005. 111 p. VI capitulos. (Dissertagao,

Mestrado em Medicina Veterinaria).

A Homeopatia baseia-se na cura pelo semelhante e na administragdo de substancias de
origem animal, vegetal ou mineral em quantidades infinitamente pequenas. Assim, a
administracdo de substincias que provoquem certos sintomas em um determinado
individuo sadio, porém sensivel, € capaz de curar os mesmos sintomas na doenca
natural, quando diluidas e dinamizadas, embora os sintomas ndao sejam, nestas duas
ocasides, provocados pelo mesmo agente morbido. A dimensdo da importancia dos
tratamentos fitoterdpicos e homeopdticos aumentou com a exigéncia de produtos
animais livres de residuos e com a possibilidade de agregacdo de valor a carne e ao
leite com o sistema de producdo organico. Sucesso no uso dos bioterdpicos
homeopaticos utilizando o préprio agente causal das doencas foi obtido em infec¢des
como a gripe, a variola, a tuberculose, a tripanossomose € a ceratoconjuntivite
infecciosa bovina. Da mesma forma, a utiliza¢do do herpesvirus, diluido e dinamizado
homeopaticamente, poderia atuar na prevencdo da virose e no tratamento dos animais
acometidos. Os medicamentos homeopaticos podem estimular a resposta imunolédgica
de individuos infectados, diminuindo a eliminacdo de virus infectivos para o ambiente;
reduzindo os danos provocados pela doenca no préprio doente; abreviando o curso da
doenca; ou prevenindo a infeccdo de individuos suscetiveis nao-infectados, diminuindo
a incidéncia da doenca. S3o necessdrios estudos documentados para avaliacdo do
potencial desta ferramenta no controle das infec¢des pelo BHV-1 em rebanhos bovinos

brasileiros.

Palavras chave: BHV-1, homeopatia, herpes, bovinos.
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ABSTRACT

SCHIAVO, Paula Amorim. Perspectives of Homeopathic Therapeutics in Bovine
Herpesvirus Infections. Seropédica: UFRRJ, 2005. 111 p. VI chapters. (Dissertation,

Master Science in Veterinary Medicine).

Homeopathy is based on similia similibus curantur, given to the animal exactly the
same symptoms to stimulate a greater response by taking animal, vegetal or mineral
substances in minimal concentrations. Giving substances to the animal that elicits
certain symptoms in normal but sensible animals can treat the same symptoms in the
natural illness, when these substances are diluted and dynamized, even if the symptoms
are not caused by the same agent. Crescent concern on phytotherapy and homeopathy is
because the exigency of animal products free of and the possibility of increasing its
commercial value with organic production. Success using homeopathical biotherapics
with the natural agent of each infection has been observed with influenza, small pox,
tuberculosis, tripanossomiasis, and infectious bovine keratoconjuntivicts. So,
herpesvirus could be diluted and dynamized for using in the control of the disease and
for treating animals infected with BHV-1. Homeopathic preparations could stimulate
the immune response of infected animals, decreasing virus shedding to the nature;
abbreviate the clinical course of the disease diminishing the damages caused by the
virus in the host organism; or preventing the infection of sensible animals, and then
decreasing the incidence of the disease. Studies are required for access the potential of

this tool in the control of BHV-1 infections in Brazilian cattle herds.

Palavras chave: BHV-1, homeopathy, Herpesviridae, cattle.
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1. INTRODUCAO

A Homeopatia, modalidade terapéutica estabelecida a partir de observacdes e
experimentacdes feitas por Samuel Hahnemann (1842), baseia-se na cura pelo
semelhante e na administracdo de substincias de origem animal, vegetal ou mineral em
quantidades infinitamente pequenas.

Assim, a administracdo de substancias que provoquem certos sintomas em um
determinado individuo sadio, porém sensivel, € capaz de curar os mesmos sintomas na
doenca natural, quando diluidas e dinamizadas, embora os sintomas ndo sejam, nestas
duas ocasides, provocados pelo mesmo agente mérbido.

A dimensdao da importincia dos tratamentos fitoterdpicos e homeopéticos
aumentou com a exigéncia de produtos animais livres de residuos (BRASIL,1999) e
com a possibilidade de agregacdo de valor a carne e ao leite com o sistema de produgdo
organico. Além disso, o custo destes tratamentos é reduzido quando comparados aos

tratamentos convencionais.
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2. DISCUSSAO

O tratamento das Herpesviroses na Homeopatia

A Herpesvirose caracteriza-se, na Classificacdo Hahnemanniana de Doenca, por
doenca dindmica cronica miasmadtica da didtese da Sicose, entre outros motivos por
estabelecer-se em condicdes de deficiéncia de imunoglobulinas A e propiciar a
formacao de vesiculas no tecido infectado; assim, medicamentos antisic6ticos poderiam

ser usados na terapé€utica in vivo desta enfermidade.

O uso de bioterapicos na Homeopatia

De acordo com a 2* edicdo do Manual de Normas Técnicas para Farmaicia
Homeopitica de 1995 (ABFH, 1995), os bioterdpicos sdo definidos como preparacdes
medicamentosas de uso homeopdtico obtidas a partir de produtos bioldgicos
quimicamente indefinidos como secrecdes, excrecoes, tecidos e 6rgaos, patoldgicos ou
nao, produtos de origem microbiana e alergenos que servem de matéria prima para estas
preparacgoes.

A utilizacdo de bioterdpicos homeopdticos na prevencdo e tratamento de
infec¢des virais ja é conhecida hd tempos pelos homeopatas, como, por exemplo, nos
casos dos bioterdpicos Influenzinum e Variolinum, que constam inclusive de algumas
Matérias Médicas (BOERICKE, 1997) e utilizados, respectivamente, no combate as
infec¢des pelos virus Influenza e pelo poxvirus humano causador da Variola.

Os primeiros relatos do emprego de bioterdpicos datam de 1676, quando Fludd
utilizou o escarro tuberculoso no tratamento da tuberculose. Em 1820, o primeiro
veterindrio homeopata francé€s, Wilheim Lux, descreve o uso da secre¢do nasal de
animal doente na diluicdo de 30 CH no tratamento do mormo eqiiino com éxito
(COSTA, 1980).

COSTA (1980), baseado em fundamentacdo tedrica e pratica, afirmou que
agentes microbianos, dinamizados homeopaticamente até 30 DH se constituem em
agentes profilaticos e curativos das infec¢des e infestacdes correspondentes com a

condi¢do bdsica de serem inicialmente dinamizados vivos em soro fisioldgico, contendo
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trés bilhdes de micrdébios por cultura viva, nimero que deve ultrapassar a infec¢do a ser
tratada.

NASI et al. (1982) propuseram o tratamento de camundongos infectados por
Trypanosoma cruzi com o bioterdpico preparado com o referido agente etioldgico da
Doenca de Chagas. Foi observado que os animais tratados apresentaram reducdo da
parasitemia, assim como maior tempo de sobrevivéncia em relacdo ao grupo controle.
Ap6s o tratamento dos animais infectados, o xenodiagnéstico e a hemocultura revelaram
resultado negativo.

BUFFA & AUBAGNA (1995) empregaram um bioterdpico de secrecdo ocular
de animais com ceratoconjuntivite infeciosa bovina no tratamento da doencga,
observando que a metade dos animais tratados com o bioterdpico apresentou melhora do
quadro clinico com recuperagdo total das estruturas oculares afetadas, sem recidivas.
Tais resultados foram superiores quando comparados ao grupo tratado pela terapia
convencional (gentamicina intrapalpebral, dexametasona, cloranfenicol e prednisolona).

Um bioterdpico para o tratamento de infeccdes pelo Herpes Simplex ja foi
elaborado (COSTA, 2002). Da mesma forma, a utilizacdo do Herpesvirus, diluido e
dinamizado homeopaticamente, poderia atuar na prevencao da virose € no tratamento

dos animais acometidos.
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3. CONCLUSOES

Considerando que a utilizagcdo da Homeopatia para o tratamento de animais de
producdo ndo se constitui op¢do dispendiosa como a utilizagdo dos farmacos antivirais
disponiveis no mercado, e que os medicamentos homeopdticos possam trazer beneficios
ao estimular a resposta imunoldgica dos individuos infectados, diminuindo a eliminagao
de virus infectivos para o ambiente; reduzindo os danos provocados pela doenca no
proprio doente; abreviando o curso da doencga; ou prevenindo a infeccao de individuos
suscetiveis ndo-infectados, diminuindo a incidéncia da doenca, sdo necessdrios estudos
documentados para avaliacdo do potencial desta ferramenta no controle de infeccdes

pelo BHV-1 em rebanhos bovinos brasileiros.
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CAPITULO VI
CONTROLE DAS INFECCOES PELO HERPESVIRUS BOVINO
TIPO 1 NO BRASIL
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RESUMO

SCHIAVO, Paula Amorim. Controle das Infeccoes pelo Herpesvirus Bovino Tipo 1
(BHV-1) no Brasil. Seropédica: UFRRJ, 2005. 111 p. VI capitulos. (Dissertagao,

Mestrado em Medicina Veterinaria).

O BHV-1 estd disseminado nos rebanhos bovinos brasileiros, causando problemas
reprodutivos, oculares, respiratérios, encefalomielites e infeccdes sist€micas em
bezerros, nascimento de animais débeis e quadros de enterite, causando a morte de
neonatos. A presenca do BHV-1 € objeto de restricdes ao comércio internacional de
animais e seus produtos, como sémen, embrides ¢ produtos de biotecnologia. E
importante ressaltar que a tendéncia na maioria dos paises € a eliminacdo da doencga,
que serd a proxima barreira sanitdria ao comércio internacional de bovinos e correlatos
na Unido Européia. Assim, a necessidade de ado¢do de medidas de controle desta virose
¢ urgente. A vacinacdo nao protege os individuos da infec¢do e ndo pode ser a unica
ferramenta de controle da infec¢do em um rebanho. Neste artigo, sdo discutidos
particularidades da doenca, vacinagdo, tratamento e estratégias de controle para esta

VIrose.

Palavras chave: BHV-1, controle, viroses bovinas, vacina.
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ABSTRACT

SCHIAVO, Paula Amorim. Controlling Bovine Herpesvirus Type 1 (BHV-1)
Infection in Brazil. Seropédica: UFRRIJ, 2005. 111 p. VI chapters. (Dissertation,

Master Science in Veterinary Medicine).

BHV-1 is spread among Brazilian herds, causing reproductive and respiratory disorders,
ocular diseases, encephalomyelitis and systemic infection in calves, weak animals, and
enteric disease, which leads young calves to death. The absence of BHV-1 in a herd is a
limitation condition for international trade of cattle and its products, such as semen,
embryos and biotechnology products. It is important to notice that most of the countries
are carrying eradication programs against BHV-1 and it may be the next barrier in the
international trade of cattle in the European Union. In most countries eradication
programs have started. Therefore, we must take control measures for this disease.
Vaccination doesn’t protect animals from the disease and can’t be the unique tool to the
control of the infection in a cattle herd. In this paper, it has been discussed properties of

the disease, vaccination measures and treatment and control strategies.

Key words: BHV-1, control, cattle viruses, vaccine.
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1. INTRODUCAO

Infec¢des pelo Herpesvirus Bovino (BHV-1) causam grandes perdas econdmicas
e sanitdrias na pecudria, com grande repercussdo sobre a nutri¢do, produgdo de leite e
reproducdo (ALFIERI, 2000). Algumas entidades clinicas da infec¢do pelo BHV-1 tém
uma denominacao especifica como Rinotraqueite Infecciosa e Vulvovaginite Pustular
Infecciosa. Outras manifestacdes clinicas incluem conjuntivites, abortos,
encefalomielites, mastites, metrites, infertilidades, infec¢des sist€émicas em animais
jovens e enterites (LEMAIRE et al., 1994). Infec¢es bacterianas secundarias podem
levar a quadros mais severos (OIE, 2004a).

O impacto econdmico da infec¢dao pelo BHV-1 pode ser observado pelo retardo
do crescimento de animais jovens, queda da producdo leiteira, abortos e natimortos e a
reduzida eficiéncia reprodutiva de matrizes e touros (LEMAIRE er al., 1994).
Acrescentam-se as restricoes ao comércio internacional de animais vivos e seus
produtos, como sémen, embrides e produtos de biotecnologia, previstas no Cddigo
Internacional de Saide Animal (OIE, 2004b). A herpesvirose bovina, além das perdas
econOmicas, pode apresentar sintomatologia semelhante a da Febre Aftosa e outras
enfermidades vesiculares, de forma que o diagndstico diferencial de laboratério passou
a ser exigido. A alta incidéncia de animais positivos representa um sério risco para a
atividade pecudria, considerando-se a insidiosidade da infeccdo, que apresenta uma
forma latente (subclinica), facilmente despercebida dos profissionais e criadores
envolvidos com a bovinocultura (GREGIO, 1999).

O virus estd distribuido mundialmente, atingindo bovideos domésticos e
selvagens, mas foi erradicado da Austria, Dinamarca, Finlandia, Suica e Suécia, e
programas de controle foram iniciados em outros paises europeus (OIE, 2004a). No
Brasil a doencga tem sido diagnosticada por sorologia, o que demonstra ser a infecc¢io
mais freqiiente do que o suposto. O BHV-1 encontra-se disseminado nos rebanhos
bovinos leiteiros e de corte de diversos estados brasileiros (CONTREIRAS et al., 1986;
PITUCO, 1988; ANUNCIACAO et al., 1989; RAVAZZOLO et al., 1989; LOVATO et
al., 1995; VIDOR et al., 1995; GREGIO, 1999). Tanto no Brasil como em outros paises
da América do Sul ha grande variedade de resultados, em conseqiiéncia do uso de
diferentes técnicas de amostragem, de diagndstico laboratorial e de diferengas regionais.

Entretanto, conclui-se que o BHV-1 esta distribuido nos vérios paises afetando rebanhos
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bovinos de corte e leite e provocando distirbios respiratérios e reprodutivos. Ha
necessidade de pesquisas mostrando o impacto econdmico desta doenca no Brasil
(PITUCO & DEL FAVA, 1998).

Pelos prejuizos causados pela doenga, varios métodos tém sido utilizados, em
todo o mundo, para o diagndstico e controle da IBR/IPV. A tendéncia na maioria dos
paises € a eliminacdo da doencga. A importancia da doencga tem sido tdo marcante que a
enfermidade serd a préxima barreira sanitdria ao comércio internacional de bovinos e
correlatos na Unido Européia (VAN OIRSCHOT apud TEIXEIRA et al., 2001).
Autoridades sanitarias da Unido Européia devem estender a todos os paises-membro a
aplicagdo de medidas para erradicacdo da IBR (CASTRUCCI et al, 2004). Ha,
portanto, urgéncia na definicdo de novas estratégias de controle da infeccdo, que serdo

de grande interesse no combate da doenga em todo o mundo.
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2. DISCUSSAO

Perspectivas de tratamento

Como em toda enfermidade viral, o tratamento € de pouco ou nenhum resultado.
Casos nao complicados de doenca rerspiratéria ou genital causada pelo BHV-1 duram
5-10 dias (OIE, 2004a). E recomendado o uso de antibi6ticos em caso de infeccoes
bacterianas secundérias que possam complicar o quadro clinico. E imprescindivel o
isolamento dos doentes. (ARBOLEDA et al., 1996).

Como os sintomas clinicos podem ser suscitados por imunodepressao natural ou
induzida por corticéides, uma alternativa seria o uso de imunomoduladores. Em seus
experimentos, Castrucci et al. (2000) verificaram que o uso de um bioterdpico com o
parapoxvirus ovino inativado' reduziu a severidade dos sintomas da IBR e reduziu
significativamente a liberacdo de virus nos animais tratados, mas a amostragem foi
baixa. Uma desvantagem do uso de imunomoduladores comerciais seria o custo do
tratamento.

As drogas antivirais encontradas no mercado sdo poucas e caras, ndo sendo
aplicaveis em Medicina Veterindria. Grandes esperancas sao depositadas nas pesquisas
de atividade antiviral e imunomoduladora de substincias naturais, como alternativa
eficiente e economicamente vidvel de tratamento, respectivamente, pela menor
possibilidade da existéncia de resisténcia viral, como acontece com o aciclovir, ja que
s30 compostos novos; e pela disponibilidade na natureza.

Um flavonéide da soja ja demonstrou atividade anti-BHV-1 in vitro (AKULA et
al., 2002): genisteina, uma isoflavona da soja, limita a replicacdo do BHV-1 in vitro por
sua capacidade de inibir a atividade da tirosina quinase, inibindo a fosforilacdo da
glicoproteina E (gE) e a replicacdo do BHV-1 de maneira dose-dependente. Uma
possivel aplicacdo é alimentar os bovinos com produtos de soja ricos em genisteina

antes de ou durante periodos de estresse (AKULA et al., 2002).

! Baypamun®, Bayer, retirado da linha comercial.
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Controle

Em alguns paises, testes soroldgicos e subseqiiente sacrificio tém sido
empregados. Em outros, vacinas vivas e inativadas t€m sido utilizadas para o controle
da doenca. Medidas preventivas tém sido tomadas para melhorar os programas de
controle e erradicacdo da doenga, como por exemplo o controle do transito de animais
em dreas livres da doenga (KIT et al., 1992).

Na simula¢do do programa de erradicagdo da Holanda, a incerteza relativa a
fatores como disseminagdo local e reativacdo do BHV-1 tiveram o maior impacto sobre
a previsdo de periodo necessdrios e custos para erradicagio do BHV-1. O
desconhecimento da taxa de reativagdo anual em animais latentemente infectados afetou
os custos em 43 milhdes de Euros. Estimou-se um periodo médio de 334 semanas com
custos médios de 106 milhdes de Euros para alcancar a prevaléncia de 5% nas vacas da
populacdo leiteira (VONK NOORDEGRAAF et al., 2002). O modelo usado para
simulacdo apontou como fatores de maior risco o alto nimero de gado comprado a cada
ano, a densidade dos rebanhos num raio de 1 km e a densidade da populacdo bovina
dentro do raio de 1 km (VONK NOORDEGRAAF et al., 2004).

Na Suica, o programa nacional teve como diretrizes a prevencdo da transmissao
através da restricdo do transito de animais para d4reas sorologicamente positivas,
sacrificio de animais com sorologia positiva e de reservatério, € monitoramento
sorolégico do rebanho e agdes legais adotadas pelo governo para a manutencdo do
programa. Entretanto, este programa de controle é apropriado para paises com territorio
e rebanhos pequenos, tornando-se invidvel e altamente dispendioso quando aplicado em
paises com limites e rebanhos grandes (KIT et al., 1992).

Na Dinamarca, a andlise da prevaléncia para o projeto de erradicagdo foi
avaliada sob duas perspectivas: primeiro, em relagdo as exigéncias internacionais,
depois, pela necessidade nacional de detectar rapidamente as reses infectadas,
envolvendo a determinagdo do sistema de prevaléncia mais sensivel para deteccao dos
animais portadores. O programa de erradicacdo dinamarqués comecou em 1983, se
tornando compulsério em 1985, e foi baseado na testagem e subseqiiente abate dos
animais positivos, aliada a movimentacdo controlada de gado. Antes, porém, a IBR
havia sido erradicada dos centros de inseminacdo artificial, em 1979. O pais foi
declarado livre da doenga em fevereiro de 1991. A erradicagdo elevou o preco do s€émen

e da carne no mercado internacional, reduziu o nimero de abortos e a mortalidade e
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aumentou a produtividade dos rebanhos. Hoje, o programa de monitoramento
dinamarqués inclui também a testagem para Leucose Enzodtica Bovina e BVD
(GREINER, 2003).

Na legislacdo dinamarquesa para a IBR a vacinacao foi proibida desde o inicio
do programa. Observou-se que a vacinacdo ndo reduzia a transmissao da doenca, além
de ser dispendiosa (GREINER, 2003).

Recomenda-se um periodo de quarentena de 2 a 3 semanas antes da introducao
de gado, e entdo apenas o gado soronegativo deve ser admitido no rebanho (OIE,
2004a). A protecdo contra a entrada do virus em rebanhos livres ndo tém recebido a
importancia devida. VAN SCHAIK et al. (2002) ressaltam a necessidade de evitar o
contato direto entre animais de outra origem e os profissionais devem ser instruidos para
usar roupa protetora antes de manejarem o gado. MARS et al. (2000) aconselham uma
distancia de pelo menos 4,4 metros entre populagcdes bovinas para reduzir a transmissao
do BHV-1. Na Dinamarca, rebanhos pr6ximos a um foco suspeito de IBR num raio de 2
km sao testados (GREINER, 2003). Nao esquecer outras possibilidades de entrada do
virus na propriedade. Na Alemanha, um rebanho inteiro era soronegativo para o BHV-1,
e apds um incéndio na fazenda foi demonstrada a infec¢do pelo BHV-1 (embora sem
sinais clinicos), creditando-se aos bombeiros e vizinhos das comunidades rurais
proximas (com vérios rebanhos positivos para o BHV-1) a responsabilidade pela
introducdo do BHV-1 no rebanho (STRAUB, 2002). E importante considerar inclusive
a veiculacdo mecanica do virus por materiais, insetos (JOHNSON et al., 1991), outras
espécies animais e até verminoses (GRAAT et al., 2001).

PITUCO et al. (1997) tiveram sucesso no controle da infec¢ao em 10 rebanhos
bovinos leiteiros em sistema semintensivo utilizando as seguintes medidas:

- hiperimunizacio (vacinag¢do semestral dos soropositivos);
- eliminacdo gradual dos soropositivos;

- monitoramento soroldgico dos negativos;

- quarentena;

- utilizag¢do de s€men livre de BHV-1.

Vacinacao
Virias vacinas convencionais e fabricadas a partir de novas tecnologias estdo
disponiveis, mas é dificil tracar uma conclusio sobre sua eficdcia, ja que elas vém sendo

estudadas em pesquisas isoladas.
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As vacinas devem proteger os bovinos da doenga clinica e reduzir notavelmente
a subsequente liberacdo de virus do ambiente. Ainda, ndo devem induzir doenga, aborto
ou qualquer reacdo local ou sistémica, e devem ser geneticamente estaveis (OIE,
2004a).

As vacinas inativadas parecem ser mais seguras, jd& que as vacinas atenuadas
podem ocasionar abortos (RADOSTITS et al., 2002). Além disso, as vacinas atenuadas
comerciais podem estabelecer laténcia (CASTRUCCI et al., 2002a; CASTRUCCI et al.,
2002b).

Uma vacina comercial tetravalente disponivel também em nosso mercado nao é
capaz de proteger os animais da infeccdo, embora abrevie o curso da doenca (PATEL,
2004; PETERS et al., 2004). KERKHOFS ef al. (2003) obtiveram um melhor
desempenho das vacinas inativadas frente as vacinas vivas modificadas disponiveis
comercialmente.

Apesar do comércio de vacinas contra BHV-1 com virus inativado ou
termosensivel estar autorizado no Brasil, normas oficiais ndo foram determinadas pelas
autoridades sanitdrias para o combate da doenca, o que tem suscitado muitas
controvérsias com relacdo a condutas a serem adotadas (PITUCO & DEL FAVA,
1998).

Virios problemas sao observados em programas de controle usando a vacinagao.
O principal € a ndo-distin¢do entre os animais vacinados e os doentes. Neste ponto, as
vacinas marcadoras seriam ferramentas uteis. As vacinas deletadas, apesar de ndo
protegerem da infeccdo nem da excre¢do de virus subseqiiente, protegem da doenca
clinica (KAASHOEK et al., 1998; VAN ENGELENBURG et al., 1995). Contudo, o
uso de vacinas vivas modificadas sob imunidade passiva produz infeccdes agudas e
latentes mesmo nos animais imunizados passivamente, sendo que estes ultimos se
tornam portadores latentes soronegativos (HAGE et al., 1998), que até mesmo os
ensaios para deteccdo de imunidade celular falham em detectar (LEMAIRE et al.,
2000a).

Em 1995, vacinas marcadoras de mutantes deletadas se tornaram disponiveis. O
uso de um ELISA para deteccao da gE tornou possivel a distin¢cdo de bovinos infectados
de bovinos vacinados com uma vacina marcadora (OIE, 2004a). Baseando-se na
viruléncia residual e imunogenicidade, escolhe-se os mutantes gG- ou gE-deletados para
incorporagdo em vacinas, dependendo da cinética da resposta de anticorpos anti-gG e

anti-gE apo6s a infeccdo com virus de campo. Foi sugerido que cepas virulentas teriam

76



menor potencial de inibicdo da excrecao viral apds a infec¢do, num mesmo experimento
que demonstrou que a delecdo da gC ndo diminui a viruléncia do BHV-1, enquanto a
delecao da gl reduz quase por completo a viruléncia (KAASHOEK et al., 1998). Uma
vacina expressando a gC induziu a formagao de anticorpos e resposta linfoproliferativa,
mas ainda ndo suficientes para proteger os bezerros da infeccdo nem da doenca
(GUPTA et al., 2001). Um plasmideo vetor do DNA para a gD foi usado como vacina,
sem sucesso, nao conferindo protecdo nem mesmo contra a doenga clinica
(CASTRUCCI et al., 2004).

As vacinas marcadoras mais usadas sao as que empregam o BHV-1 deletado da
glicoproteina E (gE) do envelope. A gE € observada nas juncdes intercelulares de
cultivos infectados, e se sabe ser envolvida na transmissdo célula-a-célula do BHV-1
(NAKAMICHI et al., 2002). Neste caso, os testes sorologicos buscariam anticorpos
contra a gE nos soros, € 0s animais positivos seriam gradualmente eliminados. A
delecao da gE parece ser um bom marcador, que permite a diferenciacdo entre animais
com anticorpos vacinais e, até mesmo, anticorpos adquiridos passivamente através do
colostro de vacas imunizadas com vacinas deletadas, porém nao previnem a infec¢ao
pelo virus de campo (TOUSSAINT et al., 2004; SCHYNTS et al., 2001; LEMAIRE et
al., 1999). Ainda assim, resultados falso-positivos ocorrem, pois a fonte de antigeno
geralmente consiste numa preparacdo viral bruta na qual a gE é associada com outras
glicoproteinas de envelope (LEHMANN et al., 2002). Outro problema é o custo dos kits
para estes testes.

A vacinag@o intranasal com uma vacina viva deletada da gE suscitaria uma
resposta rdpida que diminuiria a liberac@o de virus de campo numa infeccao por contato,
apesar de ndo prevenir a infeccio (KAASHOEK & VAN OIRSCHOT, 1996). Quando
as vacinas sao aplicadas pela via intramuscular, a excre¢do de virus € menor,
comparando com a via intranasal; entretanto, ndo protegem dos sinais clinicos
(CASTRUCCI et al., 2002b). Num experimento avaliando o desempenho de oito
vacinas comerciais, nenhuma delas foi capaz de prevenir a excrecdo de virus pelos
bezerros vacinados e, uma gE-deletada, trés atenuadas para uso intranasal e outra para
uso intramuscular ndo preveniram nem mesmo a doenga clinica (CASTRUCCI et al.,
2002b).

Mesmo as vacinas gE-negativas provocam a excre¢do de virus pelos animais
vacinados (CASTRUCCI et al., 2002b; STRAUB, 1996). LEMAIRE et al. (2001)

demonstraram que o BHV-1 gE-negativo estabelece laténcia com posterior reexcrecao
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viral apés um unico contato intranasal. Além disso, quando a vacina gE-negativa é
usada em bezerros imunizados passivamente, pode determinar portadores soronegativos
do virus vacinal (LEMAIRE et al., 2001). Cepas gE-deletadas “de campo” ja foram
isoladas de vacas vacinadas oito meses antes (DISPAS et al., 2003). Sugere-se que a
incorporacdo de uma mutacdo do gene relacionado a laténcia nas vacinas vivas
modificadas possa prevenir a reativagdo do virus vacinal (PEREZ et al., 2005).

Vacinas de DNA e vacinas recombinantes sdo novas esperangas. A selecao das
glicoproteinas para inclusdo em vacinas de subunidades, bem como suas concentragdes,
sd0 0s aspectos mais criticos para a producdo deste tipo de vacina (CASTRUCCI et al.,
2002b). ZAKHARTCHOUK et al. (1999) verificaram que a recombinacdo da gD com o
adenovirus bovino tipo 3 induz imunidade. Anos antes, BOSCH et al (1996)
verificaram que a protecdo conferida pela vacina gE-deletada é melhor que a vacina de
subunidades de gD. A fusdo da VP 22 na vacina com um plasmideo contendo o cédigo
para a gD melhoraria substancialmente o desempenho desta vacina recombinante
(ZHENG et al., 2005). GOGEV et al. (2004) usaram uma formulacao solivel quitosana-
glicol como adjuvante para uma vacina intranasal de subunidade gD com boa resposta.

Vacinas de DNA combinadas, por exemplo, codificando tanto a gB quanto a
gD, também parecem induzir melhores respostas celulares e humorais que vacinas com
plasmideos isolados (CASELLI et al., 2005).

A contaminagdo das vacinas contra BHV-1 produzidas em cultivo celular com o
virus da diarréia viral bovina (BVD) € outro problema das vacinas inativadas, ja que
este ultimo pode ndo apresentar efeito citopatogénico, dificultando sua detec¢do. Em
fevereiro de 1999, uma vacina contra IBR contaminada com uma cepa agressiva do
BVDV foi usada acidentalmente em um rebanho na Holanda. Somente os bovinos com
anticorpos contra a BVD sobreviveram (VERBERNE, 2000). KLEIBOEKER et al.
(2003), usando uma vacina polivalente comercial ativa modificada, formulada para
aplicagdo parenteral, verificaram viremia por BVDV1 3 a 10 dias ap6s a inoculacao.

A importancia da vacinacao nao € negligenciada; contudo, a vacina¢do nao pode
ser a unica medida de controle da herpesvirose em um rebanho, e a tomada de medidas
importantes como identificacdo, isolamento e gradativa eliminacdo dos animais
portadores se torna dificil com o emprego das imunizacdes.

De maneira geral, as medidas de controle devem objetivar diminuir a incidéncia
de animais infectados pelo BHV-1 até niveis que permitam a sua erradicacdo do

rebanho.
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O primeiro e indispensavel passo para qualquer programa de erradicacdo deveria
ser a identificacao detalhada do rebanho, comec¢ando pelo plantel, por aptidao (leite ou
carne) e tipo de produgdo e data do inicio das atividades, ficha de diagndsticos
veterindrios e status para outras doencas, propdsito da criagdo, por exemplo, exportagao,
abate, comércio de reprodutores e de s€men. Um sistema de identificagdo por niimeros
(brincos, por exemplo) deve ser adotado para possibilitar um banco de dados com o
codigo de identificacdo do animal, data de nascimento, sexo, raca, pelagem, local de
nascimento, fontes de alimento, todos os locais onde o animal passou, data de cada
movimenta¢do e data da morte, bem como nome e endereco do proprietdrio. Os eventos
seriam registrados no méaximo sete dias depois de ocorrido. A taxa de contato com uma
rés de outro rebanho tem de ser conhecida em cada rebanho. No comércio interno, um
sistema de mensagens computadorizados deve ser usado entre os estados-membro. Este

foi o modelo utilizado no programa de erradicacdo dinamarqués (GREINER, 2003).
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3. CONCLUSOES

H4 30 anos se busca uma vacina que previna, ao menos, as manifestacoes
clinicas das infeccdes pelo BHV-1 (KAHRS, 1974). O estudo isolado da eficacia das
vacinas produzidas desde entdo ndo permitiu uma conclusio e este assunto serd ainda
tema de calorosos debates.

As medidas de controle propostas excluem totalmente o uso de vacinas
atenuadas, que podem tornar o animal persistentemente infectado. O uso de vacinas que
ndo permitam a diferenciacdo entre animais infectados e animais vacinados também €
desencorajado.

Como primeiro passo para a defini¢do de um programa de controle das infec¢des
pelo BHV-1, hd necessidade de um sistema de identificacdo e registro do rebanho
bovino

Assim, propomos as seguintes medidas de controle para a infec¢ao:

- identificacdo detalhada do rebanho;
- levantamento sorolégico inicial e, depois, adocdo de um programa de
monitoramento constante (pelo menos duas vezes ao ano);
- manutencdo da boa saide dos animais, com especial aten¢do para a diminui¢do do
estresse no manejo e prevencao dos desequilibrios nutricionais;
- controle do transito de animais na propriedade;
- controle do transito de técnicos e profissionais entre 0s ambientes;
- controle dos insetos € verminoses;
- controle dos materiais que possam participar na veiculacdo mecanica;
- utiliza¢do de s€men e produtos controlados para o BHV-1;
- testes soroldgicos antes da introdu¢@o de novos animais no rebanho;
- admissdo na propriedade de animais livres da infeccdo, exclusivamente;
- isolamento e descarte dos animais positivos.
Estas medidas visam diminuir a incidéncia de animais infectados pelo BHV-1

até niveis que permitam a sua erradicacdo do rebanho.
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4. CONCLUSOES GERAIS

- O BHV-1 esta disseminado em rebanhos de corte e de leite do Estado do Rio de

Janeiro. Medidas urgentes devem ser tomadas para o controle da infeccao.

- O teste de neutralizacdo em microplacas pode ser usado para determinar o titulo de

anticorpos no colostro.

- Para o diagnéstico das infecgdes em vacas prenhes ou recém-paridas, colher amostras
tanto do soro quanto do colostro e proceder a determinacdo de anticorpos, ja que a

testagem de um dos dois isoladamente falha em identificar todas as matrizes infectadas.

- Sao necessdrios estudos para avaliacdo do potencial de bioterdpicos homeopaticos

como ferramentas para o controle da infeccdo pelo BHV-1.

- O extrato bruto de Kalanchoe brasiliensis pode ser usado em formulagdes topicas para

o controle das lesdes pelo BHV-1 em bovinos.
- E necessdrio proceder a identificacdo detalhada dos animais de todos os rebanhos e o

controle do transito de animais como primeiros passos para um programa de controle

das infec¢des pelo BHV-1.
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Anexo I: Titulag¢ao pelo Método de Reed & Muench (1938)

Para calcular o nimero de particulas infecciosas de uma determinada suspensdo
viral ou a dose citotdxica de uma substancia se aplica o método de dilui¢cdo limite, onde
a atividade de um virus ou solugdo mata ou infecta uma percentagem determinada
(considerada o ponto final) dos elementos inoculados. Esta dilui¢do limite se denomina
Dose Infecciosa Minima ou Dose Minima Letal.

Quando se toma como referéncia o 100%, resulta ser muito imprecisa a sua
determinagdo exata, quando se trata de um valor limite. Por esta causa, é preferivel
tomar o valor 50% de atividade viral ou citotéxica como ponto final de referéncia, ja
que, neste caso, os valores flutuam em torno do ponto médio.

A dose minima letal variard segundo o sistema hospedeiro e a ele deve ser feita
referéncia o titulo obtido (em nosso caso, utilizam-se células da linhagem MDBK
cultivadas em microplacas de 96 cavidades).

O material viral ou substancia em suspensdo € inoculado em diferentes dilui¢des
a certo nimero de hospedeiros susceptiveis (cultivos celulares) avaliando a resposta
segundo:

a) morte ou alteracdo morfoldgica do cultivo;

b) degeneracdo do cultivo celular;

¢) multiplicacdo do virus evidenciado por hemaglutinacdo.

O melhor método consiste em usar grandes nimeros de unidades de prova em
diluicdes muito préximas entre si e do valor que produz o 50% de reagdo. Este método
se baseia na estimativa do nimero de respostas positivas sobre o total de respostas
possiveis.

As diluigdes menores de virus contém mais doses infectantes de virus que as
maiores e entre elas haverd um gradiente de atividade, devendo-se determinar o 50%
desta atividade, que se denominard Dose Infectante 50%.

O método de Reed & Muench (1938) € o mais comum para a interpolagdo do
ponto final 50%. O valor estatistico deste método é dado pelo aumento do nimero de
repeticoes que se obtém no computo dos valores acumulativos das respostas positivas
ou negativas. O ponto final 50% de uma suspensdo viral € a diluicdo de virus que

produz o 50% de efeitos positivos.
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1. Material empregado no teste:

1.1. Virus ou substancia

O isolamento ou cepa estandardizada, ou o composto preparado em solugdo,
devidamente protocolado e classificado.

1.2. Meios de cultivo

De acordo com o substrato celular a empregar, com antibidticos e sem soro. Em nosso
caso, utilizamos MEM Glasgow modificado adicionado de antibiéticos e sem soro.

1.3. Cultivos celulares

Em monocamadas de cultivos celulares primarios ou continuos, com 24 a 72 horas de
repique, com 80% de confluéncia.

1.4 Outros materiais

Pipetas graduadas decimais.

Tubos 13x100mm.

Estantes para tubos de ensaio

Agitador de tubos.

2. Método

2.1 Diluir o material viral em logaritmos decimais naturais, em tubos de hemdlise:
quantidade fixa de diluente em cada tubo (exemplo 1,8 mL), tomar 0,2 mL do virus com
pipeta e colocar no tubo pela parede, descartando a pipeta. Agitar e repetir as dilui¢des
seguintes, sempre trocando a pipeta. O material viral e as dilui¢des devem ser mantidos
em banhos de gelo.

2.2. Inocular 4 tubos por diluicdo pelo menos. O indculo serd de 0,1 mL, apds prévia
eliminacdo do meio de crescimento (os tubos controle com 0,1 mL de meio).

2.3. Incubar a 37 °C durante 30 minutos, para adsorc¢do do virus.

2.4. Adicionar 1,9 mL de meio de manutencdo ou sem soro, comegando pelo controles e

diluicdes maiores.

3. Interpretacao
A observacdo do efeito citopdtico se realiza as 24-48-72 e 96 horas. Os dados

devem ser anotados para cdlculo do TICDsy.
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Resultado Acumulada %

Dilui¢do Inoculados . : - : .\
Positivos Negativos Positivos Negativos Positivos

10" 6 6 0 24 0 100
102 6 6 0 18 0 100
107 6 4 2 12 2 85,7
107 6 4 2 8 4 66,6
107 6 3 3 4 7 36,3
10 6 1 5 1 12 76,9
107 6 0 6 0 18 0

Para proceder a acumulada de positivos parte-se da maior diluicdo para a menor
diluicao:

7=0,

6=0+1=1,

5=1+3=4,

4=0+1+3+4=8,

3=0+1+3+4+4=12

2=0+1+3+4+4+6=18

1=0+1434+4+4+6+6=24

Para proceder a acumulada de negativos parte-se da menor diluicio para a maior
diluicao:

1=0

2=0+0

3=0+0=2=2

4=0+0+2+2=4

5=0+04+2+42+3=7

6=0+04+242+3+5=12

7=0+0+2+2+3+5+6=18

Em seguida aplicar a férmula:

IS - 50
DP = - = Mantissa do log IS
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DP — Distancia proporcional
IS — Percentagem imediatamente superior a 50%.

IT — Percentagem imediatamente inferior a 50%.

O ndmero obtido € somado ao logaritmo da dilui¢do imediatamente superior a 50%:

107454,

Encontrado o logaritmo, procurar o antilogaritmo

4.54 =36.474.

O ndmero encontrado corresponde a diluicdo do virus igual a 1 TICDsy.

Em geral a diluicao de trabalho corresponde a 100 TICDs.
Neste caso serda 2.54 = 364 (1/364).

100



Anexo II: Isolamento do Herpesvirus Bovino tipo 1

a partir de espécimens clinicos (OIE, 2004 a)

Colher suabes nasais de 5 a 10 reses afetadas na fase aguda da infeccdo, quando
ha uma descarga nasal serosa e ainda nado mucopurulenta. Para os casos de vaginite ou
balanopostite, colher suabes genitais. Lavados prepuciais com salina também podem ser
usados para o isolamento viral.

Os suabes devem ser friccionados vigorosamente contra as superficies mucosas.
Suspender em meio de transporte viral, constituido por meio de cultivo celular com
antibidticos e 2 a 10% de soro fetal completamente isento de anticorpos, para proteger o
virus da inativagdo. Remeter rapidamente ao laboratorio resfriado a 4°C.

No laboratério, agitar os suabes no meio de transporte para eluir o virus e deixar
em temperatura ambiente por 30 minutos. Remover os suabes, clarificar o meio de
transporte centrifugando a 1500 x g por 10 minutos.

Os tecidos devem ser homogeneizados a 10-20% em meio de cultivo celular e
entdo centrifugados a 1500 x g por 10 minutos.

O sobrenadante destes espécimens deve ser filtrado por membranas de 0,45 pum e
usados para isolamento.

Virios cultivos de células bovinas podem ser usados para o isolamento viral, por
exemplo, cultivos primdrios ou secundarios de rim, pulmdo ou testiculo bovino, ou
linhagens de tecidos pulmonares fetais ou traquéia bovina, ou linhagens celulares
estabelecidas como MDBK (Madin Darby bovine kidney) e BT (bovine turbinate).

Quando do uso de placas de 24 cavidades para o isolamento, inocular 100 a 200
pL dos sobrenandantes nos cultivos celulares e, apés um periodo de adsor¢dao de uma
hora, adicionar o meio de manutengao.

Observar diariamente a producdo de efeito citopatogénico, que ocorre em 2-4
dias apds a inoculacdo, geralmente antes de 72 horas e tem aspecto caracteristico. Se
apos sete dias ndo se observar o efeito citopatogé€nico, uma passagem cega deve ser
realizada.

A identificacdo do virus se faz por neutralizacdo ou métodos de deteccao do
antigeno usando antissoro monoespecifico ou anticorpos monoclonais. Para tanto, se

fazem dilui¢des decimais seriadas do sobrenandante teste e adiciona-se a cada dilui¢do
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antissoro monoespecifico ou soro controle negativo. Incuba-se a 37°C por uma hora,
inocula-se as misturas em cultivos celulares e, apos 3 a 5 dias, calcula-se o indice de
neutralizacdo viral (titulo viral na presenga de soro controle negativo subtraido do titulo
viral na presen¢a de antissoro especifico). Se o indice de neutralizacdo for maior que
1,5, o isolado pode ser considerado BHV-1. Para abreviar o procedimento pode-se fazer
o isolamento em duplicata, pré-incubando uma das amostras com antissoro
monoespecifico e outra com soro negativo controle.

Os isolados de BHV-1 podem ser subtipados por andlise com enzimas de

restricdo de DNA.
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