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RESUMO

Determinou-se a frequiéncia de infecdo intra-uterina pelo parvovirus bovino (BPV) através de
andlise de amostras de soro de terneiras coletadas antes da ingestdo de colostro. Para determinar-se a
evolugdo dos anticorpos colostrais contra o BPV, amostras de soro também foram coletadas as 6,12e24
horas ap6s o nascimento, semanalmente, do 7° até o 63° dias de idade, e depois mensalmente, até 180
dias. O estudo foi realizado através do teste de inibigdo da hemaglutinagio (HI). Os testes revelaram uma
taxa de 100,0% (40/40) de infecgdo intra-uterina. Os anticorpos colostrais contra o BPV mantiveram-se
em niveis detectveis até o final do experimento.

UNITERMOS: Parvovirus bovino. Infecgfio intra-uterina. Imunidade colostral.
INTRODUCAO

Apesar de relatos de isolamento de parvovirus bovino (BPV) a partir de
fezes de bovinos sadios (1, 35, 20), a maioria das identificagdes do virus estdio
associadas a doengas entéricas em neonatos ou bovinos jovens (4, 16, 28, 14, 34). O
virus estd ainda correlacionado com hipoplasia cerebelar congénita (5), com
problemas reprodutivos (tais como aumento na taxa de mortalidade embrionaria3 e
abortos (27, 5, 6, 31) e com doengas respiratérias em bovinos (29, 17, 33, 34). A
capacidade de o BPV nesta espécie induzir doengas ndo foi ainda completamente
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assegurada. Aparentemente, a patogenicidade do BPV depende de outros fatores,
como problemas de manejo, situagdes estressantes, privagdo de colostro e infecgdes
concomitantes (32).

No Brasil ainda n%o ha descrigdo de isolamento de BPV, porém Holdefer et
al., (15) ao realizarem um inquérito sorolégico abrangendo vérias bacias leiteiras do
estado do Rio Grande do Sul, encontraram 97,7% de bovinos com anticorpos contra
o BPV, comprovando que o virus estd amplamente disseminado no rebanho leiteiro
desse estado. A falha e o pequeno numero de isolamentos de BPV talvez devam-se
a0 uso de soro fetal bovino contendo pequenas quantidades de anticorpos especificos
para suplementar os meios de cultura, ou ao uso de cultivos celulares inadequados

26).

o Evidéncia de ocorréncia de infecgdo intra-uterina pelo BPV foi relatada
primeiramente por Storz et al. (26). Posteriormente, varios pesquisadores
demonstraram a presenga de anticorpos para o BPV no soro de terneiros privados da
ingestdo de colostro (16, 23, 30, 19, 31). A infecgdo fetal antes da
imunocompeténcia pode levar a sérias conseqiiéncias, como morte fetal ou aborto
(22, 26, 31). O perigo de aparecimento de doengas correlacionadas ao BPV ¢ maior
quando o rebanho sofre a infecgdo priméria. A alta prevaléncia de bovinos com
anticorpos para BPV fornece condigdes para a protegdo passiva dos neonatos. Ha
poucas informagdes sobre a duragdo da imunidade colostral para o BPV (26).

Considerando que o BPV pode ser um agente determinante de diarréia
neonatal, problemas reprodutivos e respiratorios, este trabalho teve como meta obter
informag@es sobre a ocorréncia de transmissdo intra-uterina e determinar a evolugdo
dos anticorpos para o BPV adquiridos passivamente, via ingestdo de colostro, nas
condigdes de criagdo de bovinos leiteiros da regido central do estado do Rio Grande
do Sul.

MATERIAL E METODO

Animais de experimentagio

Vacas da raga Holandesa, com diferentes idades e préximas do parto, e suas
respectivas filhas, foram utilizadas no experimento. Os bovinos eram provenientes
de uma propriedade produtora de leite tipo B da regido central do estado do Rio
Grande do Sul. Somente fémeas foram incluidas, pois o manejo da propriedade
determina que os machos sejam descartados logo ap6s o nascimento. O manejo local
também determina que ap6s o nascimento as terneiras sejam retiradas das suas maes
e colocadas em terneireiras individuais. Para assegurar @ ingestdo de colostro, era
fornecido um pool desse alimento nos dois primeiros dias de vida. A partir de entdo,
oS animais recebiam uma mistura de leite in natura de vérias vacas e,
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gradativamente, o concentrado e o feno iam sendo incluidos na dieta.
Aproximadamente aos dois meses de idade efetuava-se o desmame e entdo as
terneiras eram conduzidas para piquetes com até seis animais.

Material para exames

Foram coletadas amostras de sangue mediante pungdo da veia jugular, com
agulhas 40 x 20, ou dos vasos caudais, utilizando tubos de ensaio a vacuo. As
amostras eram devidamente identificadas e, apds a coleta, mantidas em posi¢do
inclinada ou submetidas a centrifugagdo, para retragdo do codgulo e separagdo do
soro. Posteriormente, as amostras de soro eram transferidas para outros frascos,
aquecidas em banho-maria a 56°C durante 30 minutos, visando inativar o
complemento, e entdo estocadas a -18°C até a execugdo do teste.

As coletas eram realizadas periodicamente. Para verificar o status de
infecgdo para o parvovirus bovino (BPV) nas vacas, foram analisadas amostras de
soro retiradas aproximadamente aos 28 dias antes do parto. Foram analisadas 40
amostras de soro, para verificar a prevaléncia de anticorpos entre as vacas deste
rebanho leiteiro, e 415 amostras de soro correspondentes a coletas preestabelecidas
de 40 terneiras que apresentaram-se soropositivas apos a ingestdo de colostro. Nas
terneiras a retirada de sangue foi feita logo apds o nascimento, antes da ingestéo do
colostro, para obter-se resultados sobre infecgdo pré-natal. Posteriormente, a coleta
foi realizada as 6, 12 e 24 horas ap6s a ingestdo do colostro; semanalmente, até os 63
dias; aos 90, 120, 150 e 180 dias de idade, para assim determinar a evolugdo dos
anticorpos colostrais contra o BPV.

Método sorolégico
Inibi¢ao da hemaglutinagdo (HI)

O teste de inibigdo da hemaglutinagdo (HI) foi realizado para detectar
anticorpos contra o BPV, segundo técnica descrita por Weiblen (32), com algumas
modificagdes. Retirada uma aliquota de 0,1ml de cada amostra, adsorveu-se com 0,1
ml de hemdcias de cobaia a 50%, durante uma hora, a 4°C, para ser utilizada até
quatro dias apds a colheita. Depois de adsorvidos com hemécias, adicionaram-se 0,8
ml de PBS (Solugdo Salina Fosfatada), centrifugou-se a mistura e o sobrenadante foi
armazenado a -18°C em frascos de vidro. Foi entdo adicionado antigeno viral com
quatro unidades hemaglutinantes, mais incubagdo das microplacas a temperatura
ambiente durante 30 minutos, adigdo de hemacias de cobaia a 1% e leitura registrada
apds aproximadamente 12 horas de repouso a temperatura de 4° C. O antigeno viral
foi preparado em células Madin-Darby bovine kidney (MDBK) e pulmdo de feto
bovino. Como controle soroldgico positivo, foi utilizado soro hiperimune, obtido
apo6s inoculagBes sucessivas em coelhos, via intramuscular, e soro bovino fetal
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(SBF), previamente testado, como controle negativo. A leitura era registrada apés a
manutengo das microplacas a temperatura de 4°C, durante aproximadamente 12
horas. O tftulo considerado foi a maior dilui¢do de soro, em que houve completa
inibicdo da hemaglutinagdo, na presen¢a de quatro unidades hemaglutinantes. Os
resultados somente eram considerados validos quando o titulo do controle positivo e
do SBF variavam em apenas um titulo e na mesma direg#o.

Andlise estatistica

Para verificar a evolugdo dos anticorpos para BPV e a correlagdo entre os
titulos de anticorpos das terneiras e de suas mdes, foi utilizado o método de
regressdo, conforme descrito por Steel & Torrie (25).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenga de anticorpos contra o BPV nas vacas do rebanho leiteiro deste
estudo, determinada através da prova de HI, ocorreu em 100% dos animais (40/40).
Holdefer et al. ja haviam descrito altas taxas de prevaléncia de anticorpos,
demonstrando a presenga do BPV na regido mesma deste estudo (15). Todos os
bezerros destas vacas nasceram com anticorpos para BPV, com titulos variando de
1:10 a 1:640. O titulo médio geométrico de anticorpos (GMT) contra 0 BPV, no soro
de 40 terneiras em que fez-se coletas seriadas de soro desde a ingestdo de colostro
até os 180 dias de vida, ¢ apresentado na Figura 1. Quando os dados obtidos foram
submetidos a andlise de regressdo, ndo houve correlagio entre os titulos de
anticorpos e a idade dos animais, ou seja, 0o GMT n#o variou em fungdo da idade.

As amostras de soro das terneiras analisadas para a presenga de anticorpos
contra o parvovirus bovino (BPV), com histéria de privagdo de colostro,
apresentaram 100% de positividade. Storz et al. (26) e Huck & Woods (16) ja
haviam relatado a existéncia de anticorpos contra o BPV em amostras de soro fetal e
pré-colostral, porém ndo revelaram a freqiiéncia de ocorréncia e nem quantificaram
estes anticorpos. Os resultados do presente estudo estdo de acordo com o trabalho de
Tokuhisa et al. (30) que, ao examinarem 11 amostras de soro pré-colostral e 14
amostras de soro fetal, encontraram anticorpos contra o0 BPV em 100% destas.
Resultados semelhantes também foram obtidos por Sato et al. (23) ao pesquisarem a
presenga de anticorpos contra o0 BPV em soro de fetos bovinos clinicamente normais,
em amostras pré-colostrais. Através de andlise pela prova de inibigdo da
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hemaglutinagdo (HI), 100% (37/37) apresentaram anticorpos antes da ingestdo do
colostro e 86,6% (39/45), usando a prova de soro-neutralizagdo.
—
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Figura 1. Evolugdo do titulo médio geométrico de anticorpos (GMT) contra o
parvovirus bovino (BPV) em amostras de soro de 40 terneiras, desde a
ingestdo de colostro até o 180° dia de idade, medido através da prova de
inibi¢&o da hemaglutinagao (HI)

Dentre os 12 fetos estudados por HI, 11 possuiam anticorpos, com titulos
que variavam de 1:2 a 1:512. Conforme o estudo realizado por Virakul et al. (31),
foram encontrados anticorpos contra o BPV em 99 de 110 (90%) amostras de soro de
fetos testados pela prova de HI, e em 35 (31,8%) testados por soro-neutralizaggo.

Embora a prova de HI seja muito utilizada para detectar bovinos com
anticorpos contra o BPV (2, 26, 10), parece possuir menos especificidade quando
comparada a soro-neutralizagdo. Por outro lado, hé indicagdes da existéncia de
alguma substéincia, que n3o imunoglobulina, capaz de inibir a replicagdo do BPV e,
assim, influenciar os resultados obtidos pela prova de soro-neutralizagdo (30).
Somente um animal apresentou titulo de anticorpos baixo (1:10), talvez devido a
presenga em seu soro de tais inibidores inespecificos e ndo a infecg¢do intra-uterina.
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Lucas et al. (21) utilizaram as provas de imunofluorescéncia indireta e direta
para detectar a presenga de anticorpos e antigenos virais em fluidos e tecidos de fetos
abortados, respectivamente. Embora tenham analisado um expressivo nimero de
amostras, nenhuma apresentou-se positiva, o que contraria os resultados
apresentados pelos outros autores. Deve-se lembrar que a prova de
imunofluorescéncia é considerada de alta especificidade e ndo € influenciada pela
presenca de inibidores inespecificos, hemoélise, contaminagdo bacteriana ou
toxicidade. Talvez a auséncia de anticorpos nos fetos deva-se a infecgdo durante o
perfodo em que ndo sdo capazes de responder imunologicamente (22, 26, 24).
Segundo Storz et al. (26), a suscetibilidade dos fetos bovinos ao BPV ¢ dependente
da idade em que sofrem infecgdo, sendo que os fetos do primeiro e segundo trimestre
de gestagdo podem ndo responder ao estimulo antigénico. Alguns pesquisadores (31)
j4 descreveram fetos com trés meses produzindo anticorpos contra BPV.

Os dados apresentados neste trabalho indicam que os fetos foram capazes de
desenvolver uma resposta imunoldgica apds infecgdo pelo BPV, produzindo altos
titulos de anticorpos inibidores da hemaglutinagdo. Aparentemente, a infec¢do pelo
BPV nilo tem efeito inibitério sobre o funcionamento do sistema imunolégico. Tal
afirmag#o encontra respaldo nos trabalhos de Storz et al. (26), Liggitt et al. (19) e
Hayder et al., (13) os quais demonstraram que os fetos bovinos podem desenvolver
altos titulos de anticorpos dentro de 10 dias apds a infecgdo, o que provavelmente
contribui para a eliminagdo do virus, a recuperagio da infecg#o e o nascimento de
animais sem infecg#o.

Ao quantificar-se os anticorpos para BPV no soro das terneiras com uma
semana de vida, verificou-se que ndo houve correlagdo com os ttulos de anticorpos,
no 28° dia pré-parto, de suas mées correspondentes. Para esta anélise, utilizou-se o
método de correlagdio. Provavelmente isto ocorreu porque o tempo para suc¢do de
colostro de suas maes era muito reduzido, devido a separagdo logo apés o
nascimento. Terneiros que n¥o ingerem colostro de suas maes até seis horas apds o
nascimento adquirem baixas concentragdes de imunoglobulinas séricas (11). Outra
causa provével seria o fornecimento de um pool de colostro durante os primeiros
dois dias de vida. Apesar de n#o ter sido realizada a titulagdo de anticorpos nos
colostros oferecidos, ou a determinag#o da concentrago de imunoglobulinas, supde-
se que o pool néo era equivalente ao colostro de suas maes.

Os dados obtidos sobre a evolug8o dos anticorpos colostrais para o0 BPV, ao
serem submetidos a andlise de regress#io (Figura 1), mostraram que néo houve
tendéncia significativa ao desaparecimeto dos anticorpos até o 180° dia pés-
nascimento (idade do ultimo teste). Anticorpos produzidos ativamente para o BPV
foram detectados antes da perda total dos anticorpos passivos maternos (8, 9). O
infcio da produgfio de anticorpos provavelmente deve-se 2 exposigdo a um meio
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ambiente contaminado, devido a eliminagdo do virus nas fezes (27) e sua grande
resisténcia fora do hospedeiro (12), fazendo com que o desafio antigénico realize
uma constante estimulagdo na producgo de anticorpos especificos. Durham et al., (7)
trabalhando com animais isolados, registraram um declinio progressivo nos niveis de
anticorpos colostrais contra o BPV. Porém, terneiros com mais de 29 semanas de
idade ainda mostravam persisténcia de atividade inibidora de hemaglutinagio em
baixo nivel, o que postulam ser devido a inibidores inespecificos. Esses resultados
contrariam Klatt (18), o qual afirma que a imunidade materna desaparece entre trés a
cinco meses de idade, quando os animais seriam suscetiveis ao aparecimento de
doencas causadas pelo BPV. Os registros sobre a ocorréncia de diarréias neste estudo
limitaram-se, na grande maioria das vezes, ao periodo entre duas ou trés primeiras
semanas de vida, e provavelmente foram devido a troca de alimentagZo. Raros foram
os registros de surgimento de doengas respiratorias, e quando existentes, foram auto
limitantes. Além disso, ndo houve a soroconversio que se faz necessaria para
detectar uma infecgdo ativa por BPV (12).

Pelos dados aqui obtidos conclui-se que a alta prevaléncia de anticorpos
para o BPV deste rebanho leiteiro (100%) e de todo o estado do Rio Grande do Sul
(15) restringe a possibilidade do surgimento de infecgdo nos neonatos ocasionadas
por esse virus, pois cria condigdes para protegdo nesta fase de grande suscetibilidade.

SUMMARY

Intrauterine infection and evolution of passive immunity against bovine
parvovirus

Sera samples from female calves were collected before the ingestion of
colostrum for the determination of intrauterine infection by bovine parvovirus
(BPV). Sera samples were also collected 6, 12 and 24 hours after birth, weekly from
the 7th to the 63th day, and after that until 180 days, for the study of the evolution
of the colostrum antibodies level. The haemaglutination inhibition test was used for
this study. The tests showed an intra-uterine infection rate of 100% (40/40). The
colostrum antibodies against the BPV were kept in detectable levels up to the end of
the experiment.

KEYWORDS: Bovine parvovirus. Intrauterine infection. Colostral immunity.
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