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O virus respiratorio sincicial bovino (BRSV) é um dos
principais patégenos que acometem o0 sistema
respiratério de bovinos jovens, causando sérios
prejuizos econdmicos. Dados sobre sua epidemiologia e
ocorréncia em animais até um ano de idade sao
escassos na literatura brasileira. Assim, este estudo teve
como objetivo determinar a ocorréncia da atividade
viral do BRSV em trés rebanhos leiteiros soropositivos,
por meio do monitoramento sorolégico de bezerros,
desde o primeiro dia de vida até os animais
completarem um ano, utilizando a técnica de virus-
neutralizacdo. Os resultados mostraram que, nos
animais das propriedades A e B, os titulos de
anticorpos  aumentaram  nos  primeiros  meses,

RESUMO

caracterizando uma resposta a ingestdo do colostro e
que, com o passar do tempo, foram decrescendo e
apresentando total auséncia no sexto e oitavo més,
respectivamente, com aumento de titulos nos meses
finais do periodo de colheita, devido provavelmente a
uma infeccdo natural a campo. Na propriedade C,
apesar de ocorrer dindmica semelhante as demais, nédo
houve periodo de total auséncia de anticorpos,
sugerindo que os animais podem ter sido infectados nos
primeiros meses de vida, mesmo na presenca de
anticorpos colostrais. Por meio do monitoramento
soroldgico de bezerros foi demonstrada a atividade
fluente da infeccdo pelo BRSV entre os animais, em
todas as propriedades analisadas.

PALAVRAS-CHAVE: atividade viral; monitoramento; titulo de anticorpos; virus-neutralizagdo; virus respiratério

sincicial bovino.

BOVINE RESPIRATORY SYNCYTIAL VIRUS (BRSV) ACTIVITY IN DAIRY
CALVES

Bovine respiratory syncytial virus (BRSV) is one of the
major pathogens affecting the respiratory system of
young cattle, causing serious economic losses. Data on
its epidemiology and occurrence in animals under one-
year of age are still scarce in the literature. This study
aimed to determine the occurrence of viral activity in
three of BRSV seropositive dairy herds (A, B, and C),
by serological monitoring of calves from the first day

ABSTRACT

of life until the age of one year, by virus neutralization
test. Results showed that in animals from farms A and
B, antibody titers increased in the first month,
characterizing passive transfer of immunity through
colostrums. Over time, the titers decreased till total
absence in the sixth and eighth months respectively and
then antibodies titration increased in the final months
of the study, probably due to natural infection. On
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property C, although there was a similar antibodies’
dynamics to the others, a period of total absence did not
occurred, suggesting that animals may have been
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infected in the first months of life, despite the presence
of colostral antibodies. This study demonstrated fluent
BRSV activity amongst animals in all properties.

KEYWORDS: antibody titer; bovine respiratory syncytial virus; screening; viral activity; virus neutralization.

INTRODUCAO

O virus respiratério sincicial bovino
(BRSV) é considerado um importante agente
patogénico que estd associado a episédios de
doenga respiratoria, especialmente em animais
jovens. Faz parte do complexo doenca respiratoria
bovina e é responsavel por determinar grandes
prejuizos econémicos & bovinocultura em todo o
mundo (BAKER et al., 1993).

Classificado como membro da familia
Paramyxoviridae, subfamilia  Pneumovirinae,
género Pneumovirus (INTERNATIONAL
COMMITTEE ON TAXONOMY OF VIRUSES,
2011), o BRSV possui fita Unica de RNA como
material genético e é envelopado. Por essa
caracteristica, é considerado um virus muito
sensivel as condi¢bes ambientais (STOTT &
TAYLOR, 1985; BAKER et al., 1993).

A infecgédo pelo BRSV ocorre em animais
de todos os tipos de exploragdo pecuaria de
bovinos, sendo que em areas endémicas, a doenca
clinica é mais frequente em animais jovens, com
menos de 12 meses de idade. Animais adultos
infectados de forma inaparente constituem-se na
principal fonte de infec¢do para esses animais. O
virus é transmitido para bovinos suscetiveis por
meio de secrecOes respiratérias e aerossois, tanto
por contato direto, quanto indireto mediado por
fomites (STOTT et al., 1980; BAKER et al.,
1993).

Em consequéncia da protecdo atribuida
pelos anticorpos de origem materna, bezerros com
menos de um més de idade geralmente apresentam
a forma mais branda da enfermidade. Entretanto,
devido ao decréscimo dos anticorpos colostrais,
entre um e trés meses de idade, a infeccdo tende a
ser mais severa. Os anticorpos maternos ndo sdo
eficientes para proteger 0s animais contra uma
infeccdo pelo BRSV, porém o aparecimento e a
severidade das manifestagbes clinicas sdo
inversamente  proporcionais aos niveis de
anticorpos que o animal possui (KIMMAN et al.,
1988).

Estudos envolvendo o monitoramento
sorologico de bezerros j& foram realizados nos
Estados Unidos (BAKER et al., 1986; KIMMAN
et al., 1988). BAKER et al. (1986) mostraram que
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0 periodo médio de duracdo dos anticorpos de
origem colostral era de 99 dias e a variacao de 30
dias, no minimo, e de 208 dias, no mé&ximo. Essa
questdo é importante, pois a persisténcia de
anticorpos maternos pode inviabilizar medidas de
profilaxia, como a vacinagdo. No entanto, outros
métodos de profilaxia relacionados ao manejo
podem ser utilizados, como a separagdo entre
animais jovens e adultos e, ainda, o alojamento
dos Dbezerros individualmente (KIMMAN &
WESTENBRINK, 1990).

Em nosso pais, apesar de alguns estudos
determinarem a ocorréncia do BRSV nos rebanhos
por meio de testes sorologicos (DOMINGUES et
al., 2002), pouco se sabe sobre a epidemiologia do
virus no Brasil, e ainda ndo existem pesquisas
relacionadas ao monitoramento de titulos de
anticorpos em bezerros até um ano de idade.
Devido a isso, este estudo foi realizado com o
objetivo de determinar a ocorréncia da atividade
viral em trés rebanhos leiteiros soropositivos para
0 BRSV da regido noroeste do Estado de Séo
Paulo, por meio da analise do soro sanguineo de
bezerros, desde o primeiro dia de vida até os
animais completarem 12 meses.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido em trés
propriedades rurais que criavam bovinos para a
producdo de leite, em regime de confinamento,
com predominio da raca holandesa. Os rebanhos
estavam localizados em trés municipios situados
na regido noroeste do Estado de Sdo Paulo. A
propriedade A, na cidade de Viradouro, possuia
um rebanho de 140 animais; a propriedade B,
localizada em Altindpolis, contava com 380
animais; e a propriedade C, na cidade de
Jaboticabal, com 80 animais. Todas as
propriedades apresentavam condi¢des semelhantes
no que se refere ao manejo nutricional, transito de
animais, auséncia de vacinacdo contra BRSV e
ocorréncia de enfermidades.

Por meio de uma analise sorolégica prévia
com o emprego da técnica de virus-neutralizagao
(VN) em amostras representativas dos animais
adultos (>1 ano) dessas propriedades, foram
determinadas as seguintes prevaléncias de BRSV:
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45,6%, 84,4% e 59,1%, respectivamente, para as
propriedades A, B e C (AFFONSO et al., 2011).

Para o0 monitoramento soroldgico, dez
bezerros de cada propriedade foram selecionados
de forma aleatéria. Esses animais, logo ap6s o
nascimento, permaneceram com suas maes para a
ingestdo de colostro. Caso isso ndo ocorresse
espontaneamente, o colostro era ordenhado e
administrado artificialmente por mamadeiras. Em
seguida, o0s bezerros foram colocados em
bezerreiros individuais, nos quais permaneceram
por 60 dias at¢é o desmame e, depois, foram
transferidos para piquetes agrupados em lotes de
acordo com a faixa etaria. Amostras de sangue dos
30 bezerros foram colhidas nos dias 1, 2 e 15 e
depois mensalmente até os animais completarem
12 meses de idade. Para a colheita de sangue,
foram utilizados tubos tipo Vacutainer® de 10 mL,
sem anticoagulantes, e agulhas hipodérmicas
descartaveis. Dessa forma, o material foi
transportado para o laboratério, centrifugado por
15 min a 1.800 G, e o soro separado em aliquotas
de 1 mL, em tubos tipo Eppendorf®, que
permaneceram armazenados em freezer a -20°C
até o momento de serem testados.

Para a pesquisa e titulacdo de anticorpos
contra 0 BRSV nos soros dos animais foi utilizada
a VN de acordo com protocolo proveniente do
Laboratério de Viroses de Bovideos, do Instituto
Biolégico de Sdo Paulo, SP, descrito por
AFFONSO (2010). Como antigeno foi utilizada
uma amostra de BRSV padréo estrangeira (ATCC
VR-1485), gentilmente cedida pela Dr® Edviges
Maristela  Pituco, responsavel técnica pelo
Laboratério de Viroses de Bovideos do Instituto
Bioldgico de Séo Paulo, SP.

As amostras foram previamente inativadas
em banho-maria a 56°C por 30 minutos e depois
examinadas em duplicata pelo teste de VN. O teste
foi realizado em microplacas de 96 cavidades com
diluicdes de soro a partir de 1:2 até a diluicdo
1:1024. O antigeno, anteriormente titulado pelo
método de REED & MUENCH (1938), e ajustado
a uma concentracdo de 200 TCIDsq foi adicionado
nas cavidades que continham soro. A mistura soro-
virus foi incubada por 1 hora em temperatura de
37°C e, em seguida, foram adicionadas células de
linhagem continua de rins de bovino Madin &
Darby bovine kidney (MDBK, ATCC CCL-22),
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cultivadas em meio essencial minimo sem
antibiéticos (MEM; GIBCO BRL), e adicionadas
de 10% de soro fetal bovino (SFB; CULTILAB).
As microplacas foram incubadas em estufa com
tensdo de CO, controlada a 5%, em temperatura de
37°C por um periodo de 96 horas.

O titulo foi expresso como o inverso da
diluicdo capaz de neutralizar as 200 TCIDsy,
calculado por meio de média geométrica. Apos as
médias serem efetuadas, os valores dos titulos
foram transformados em logaritmo de base 10. As
amostras consideradas positivas foram aquelas que
inibiram o efeito citopatogénico do virus a partir
da diluicdo 1:2, ou seja, titulos maiores ou iguais a
0,30, correspondendo ao logaritmo decimal da
primeira diluigdo (1:2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenga de anticorpos contra
determinadas doengas em bezerros muito jovens
esta relacionada, em um primeiro momento, a
transferéncia passiva de anticorpos maternos
através do colostro. No caso do BRSV, os
anticorpos de origem colostral em bezerros
permanecem no organismo, em média, por
aproximadamente trés meses (BAKER et al.,
1986). No entanto, esses anticorpos ndo Ssao
suficientes para proteger 0s animais contra uma
infeccdo natural pelo virus, apesar de a ocorréncia
da enfermidade e severidade dos sinais clinicos
estarem diretamente  relacionadas com a
quantidade de anticorpos especificos circulantes
(KIMMAN et al., 1988).

Os resultados do presente estudo,
incluindo as trés propriedades, estdo apresentados
na Figura 1. Pode ser observado que, com algumas
variagoes, num  primeiro  momento  sdo
identificados anticorpos nos soros desses animais,
que devem ter origem colostral. No decorrer das
analises, os titulos de anticorpos foram
decrescendo até o completo desaparecimento em
alguns animais em determinados periodos. Logo
apos, os anticorpos foram novamente detectados,
inclusive com aumento na média dos titulos dos
bezerros até o final do estudo, quando eles
completaram 12 meses de idade, provavelmente
devido ao contato com virus de campo.
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FIGURA 1. Médias dos titulos de anticorpos neutralizantes (log) para 0 BRSV determinados pela analise na
VN de amostras sanguineas de bezerros provenientes das propriedades dos respectivos municipios (A em
Viradouro, B em Altindpolis e C em Jaboticabal) do Estado de Sdo Paulo.

Os resultados referentes aos titulos de
anticorpos neutralizantes para o BRSV nos soros
sanguineos de bezerros, determinados por meio do
teste de VN para a propriedade A estdo apresentados
na Tabela 1. Pela anélise das médias, os titulos foram
crescentes desde o nascimento até os 15 dias de
idade e comegaram a decair a partir do primeiro més
de vida. Em média, o titulo foi negativado no oitavo
més. A partir do nono més, os animais voltaram a
apresentar o titulo minimo (0,30), que foi
aumentando com ligeira elevagdo mensal nos meses
subsequentes.

A anélise dos dados de cada animal revelou
que o menor tempo de duracdo dos anticorpos de
origem colostral foi de quatro meses, e 0 maior de
oito meses, com média de 5,6 meses entre 0s animais
que se tornaram negativos no monitoramento.
Alguns bezerros ndo se tornaram negativos no teste
ao longo do tempo, o que dificultou deduzir quando
ocorreu o desaparecimento dos anticorpos colostrais.
A queda do titulo para niveis minimos e a imediata
elevacdo sugere que, mesmo ocorrendo o desafio
com o virus selvagem, a presenca dos anticorpos
maternos impediu a replicagdo viral com
consequente producgdo de titulo infeccioso. Porém,
tdo logo eles desapareceram, foram substituidos por
titulos relativos a infeccao.

Apesar da prevaléncia de BRSV encontrada
nos animais adultos dessa propriedade ser menor que

Ci. Anim. Bras., Goiania, v.13, n.2, p. 253-258, abr./jun. 2012

as demais (45,6%, AFFONSO et al., 2011), os
bezerros foram o0s que apresentaram 0S maiores
titulos de anticorpos, do inicio ao final do estudo.

Mesmo apresentando a maior persisténcia de
anticorpos colostrais (periodo de oito meses), alguns
bezerros dessa propriedade foram acometidos por
doenca respiratéria, sendo a enfermidade confirmada
em animais de todas as idades. Como foi evidenciada
a infeccdo pelo BRSV por meio dos exames
soroldgicos, esse pode ter sido uma das causas
dessas doengas.

Para a propriedade B, os titulos de anticorpos
provenientes da andlise dos soros dos dez bezerros
estio na Tabela 2. Semelhante a propriedade
anterior, de uma maneira geral, houve aumento dos
titulos de anticorpos apds 0 nascimento até o décimo
quinto dia de idade. Apoés esse periodo, ocorreu uma
diminuicdo gradativa dos titulos de anticorpos desses
animais, do primeiro més até o quinto més de idade,
dado diferente do observado na Propriedade A. Do
sexto ao oitavo més, os animais ndo apresentaram
titulos para 0 BRSV, porém apds o nono més até o
final do estudo foi observado um discreto aumento
mensal nos titulos de anticorpos.

Nessa propriedade foi identificado o bezerro
gue apresentou 0 menor (um més) e o maior (seis
meses) periodo de persisténcia de anticorpos
colostrais, com média de 4,7 meses entre 0s animais
gue se tornaram negativos ao longo do estudo.
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TABELA 1. Titulos de anticorpos neutralizantes (log) para 0 BRSV determinados em amostras sanguineas
de bezerros nascidos na propriedade A, municipio de Viradouro, Estado de S&o Paulo

Ne° identificacdo
dos bezerros

Idade dos bezerros

1d 2d 15d Im 2m 3m 4m 5m 6m 7m 8m 9m 10m 11lm 12m

1 060 1,04 104 135 1,20 104 060 0,74 0,43 043 0,30 0,30 0,60 0,43 0,30
2 1,35 1,20 120 104 043 043 060 0,30 0,30 0,30 0,30 N 0,30 0,30 0,60
3 1,20 1,17 09 104 060 060 060 060 0,60 0,54 0,30 0,30 0,43 0,60 0,60
4 09 09 120 1,04 0,74 060 060 030 0,30 0,30 0,30 0,60 043 043 0,60
5 1,20 1,04 1,04 0,74 060 060 043 043 0,30 0,30 0,30 0,30 0,74 0,60 0,90
6 0,60 060 0,74 043 060 060 0,30 N N N N N N 1,04 147
7 043 0,74 0,74 0,74 090 043 0,30 N N N N 0,60 0,30 0,60 0,43
8 0,85 060 104 1,04 09 060 043 043 0,30 043 0,43 0,60 0,74 0,74 0,60
9 1,04 1,04 0,74 0,74 043 060 0,60 0,43 N N N 0,30 0,30 1,20 0,90
10 1,20 135 135 104 0,74 060 0,74 043 043 0,43 N N 1,20 1,04 1,04
Média 0,94 0,97 1 092 0,71 061 052 037 030 030 019*N) 0,30 050 0,70 0,74

*Titulos menores que 0,30 sdo considerados negativos na prova de VVN. d — dias; m — meses; N — negativo;

TABELA 2. Titulos de anticorpos neutralizantes (log) para o0 BRSV, determinados em amostras sanguineas
de bezerros nascidos na propriedade B, municipio de Altin6polis, Estado de Séo Paulo.

NO
identificacdo

Idade dos bezerros

dos bezerros 1d 2d 15d 1m 2m 3m 4m 5m 6m m 8m 9m 10m 11m 12m
1 0,60 0,74 0,60 0,30 N N N N N N N 0,30 0,30 0,30 0,30
2 0,60 060 08 09 060 043 0,30 0,30 0,30 0,43 0,30 0,60 060 060 0,60
3 1,20 1,20 1,20 1,20 090 0,74 0,60 0,30 0,30 N N N N 0,60 0,60
4 0,60 104 060 030 060 043 0,60 030 0,43 0,30 0,30 0,30 060 0,30 0,43
5 151 151 134 120 120 0,60 0,60 0,43 N N 0,30 0,60 060 043 043
6 0,60 09 09 0,74 030 043 030 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,30 0,60 0,60
7 1,04 09 1,04 0,74 060 060 0,60 043 0,30 N N N 0,30 0,30 0,43
8 0,60 0,74 060 043 060 0,30 030 N N N N 0,30 0,30 043 0,60
9 0,30 060 120 o060 030 0,30 0,74 043 0,43 N N N 0,30 0,30 0,30
10 0,74 060 060 060 030 043 0,60 0,60 N N N 0,30 043 043 0,30
Média 0,78 088 089 0,70 054 043 0,46 0,31 0,21*(N) 0,20*%(N) 0,12*(N) 0,30 0,37 0,43 0,46

* Titulos menores que 0,30 sdo considerados negativos na prova de VN. d — dias; m — meses; N — negativo

Trés bezerros ndo foram, em nenhum
momento, negativos no teste, o que impossibilitou
avaliar o momento em que deixaram de apresentar
anticorpos de origem materna e passaram a ter titulos
de anticorpos por possivel inducdo antigénica.

Mesmo possuindo maior prevaléncia de
BRSV (84,4%, AFFONSO et al., 2011), os bezerros
analisados ndo apresentaram titulos de anticorpos
mais elevados do que os titulos observados nas
outras duas propriedades. Pela analise mensal das
médias dos titulos, durante trés meses a média foi
menor que 0,30, ou seja, o teste foi negativo.
Somente a partir do nono més, houve aumento
paulatinamente do titulo, até o Gltimo més da
pesquisa. De acordo com o0s registros, nessa
propriedade poucos animais apresentaram problemas
respiratorios. De acordo com diversos pesquisadores
(CANCELLOTTI et al., 1980; BOHLENDER et al.,
1982; VERHOEFF & VAN NIEUSTADT, 1984), a

indugdo de anticorpos contra 0 BRSV em bezerros
pode ocorrer sem que 0s animais apresentem doenca
clinica. Dessa forma, os dados observados podem
indicar que os animais em questdo entraram em
contato com o virus, soroconverteram, mas sé alguns
apresentaram sinais clinicos.

Em relagdo a propriedade C, o
monitoramento dos titulos mostrou uma diferenca
marcante em relacdo as demais, pois em nenhum
momento as médias mostraram total auséncia de
anticorpos (Tabela 3). As médias dos titulos de
anticorpos dos bezerros mostraram que houve uma
tendéncia crescente até os 15 dias e depois
decrescente do primeiro més até o quinto més, com
ligeiro aumento no quarto més de idade. No quinto e
sexto meses, os titulos permaneceram constantes,
sem indicacdo de desaparecimento dos anticorpos,
para, em seguida, j& no sétimo més, ocorrer um
aumento nos titulos de forma crescente até o nono
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més de idade dos bezerros. No décimo més houve
uma queda do titulo e, logo nos meses seguintes, 0s
titulos voltaram a subir e tornaram a diminuir.
Analisando individualmente os bezerros dessa
propriedade, a maioria dos titulos dos animais em
nenhum momento tornou-se negativa. Como ja
mencionado anteriormente, também nesse caso fica
impossivel distinguir anticorpos de origem materna
daqgueles provenientes de infeccdo. Alguns bezerros
tornaram-se negativos no teste em algum momento
da pesquisa, sendo o periodo minimo de
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permanéncia de anticorpos colostrais encontrado de
trés meses e 0 maximo, de quatro meses, com tempo
médio de 3,7 meses.

Apesar de a propriedade C ter apresentado
prevaléncia intermediadria de BRSV (59,09%,
AFFONSO et al.,, 2011), ndo houve periodo com
total auséncia de anticorpos. Conforme registros,
nessa propriedade, 0s animais apresentaram
esporadicamente  sinais  clinicos de doenca
respiratoria, observados em todas as idades.

TABELA 3. Titulos de anticorpos neutralizantes (log) para 0 BRSV determinados em amostras sanguineas
de bezerros nascidos na propriedade C, municipio de Jaboticabal, Estado de S&o Paulo

Ne identificacdo dos
bezerros

Idade dos bezerros

1d 2d 15d 1m 2m 3m

4m 5m 6m m 8m 9m 10m 11m 12m

N N
1,20 1,20
0,60 1,04
090 0,85
1,20 1,20
0,74 0,74
1,95 211
0,60 0,74
0,43 043
1,35 1,20

0,43
1,35
1,51
0,74
1,20
0,60
1,95
0,60
0,60
0,90

0,43
1,04
1,04
0,60
0,85
0,60
1,65
0,43
0,60
1,04

0,30
0,74
1,04
0,74
0,60
0,60
1,17
0,60
0,60
0,90

0,30
0,43
0,43
0,43
0,60
0,43
0,90
0,30
0,30
0,30

© 00O N oo o B~ W DN

=
o

030 N N

0,60 0,74 043
0,43 043 043
0,60 0,74 0,60
0,60 0,60 0,30
0,43 0,30 0,30
0,9 0,30 0,30
030 N 043
030 N 030

0,30
0,60
0,30
0,43
0,30
0,30
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Para BAKER et al. (1986), os anticorpos
maternos ndo sdo capazes de proteger os bezerros
contra uma infeccdo pelo BRSV. Por essa premissa,
provavelmente ocorreu uma infecgdo dos bezerros
com virus de campo nos primeiros meses de vida,
mesmo na presencga de anticorpos maternos, o que
pode caracterizar a dindmica dos titulos observada
nesta propriedade.

CONCLUSOES

A sorologia realizada em etapas pareadas
em animais jovens pode mostrar a mais recente
atividade do agente viral em um determinado
rebanho. No caso do presente estudo, a atividade
viral foi confirmada pelo monitoramento soroldgico
de bezerros que, com algumas particularidades
dentro de cada rebanho, constatou o declinio natural
dos anticorpos contra 0 BRSV ao longo do tempo,
desde o primeiro més de vida. Em alguns animais,
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também foi possivel estabelecer a duragdo da
imunidade de origem colostral, devido ao
desaparecimento dos titulos de anticorpos, porém,
em outros bezerros, ela ndo pode ser determinada,
provavelmente por ter ocorrido infec¢do pelo virus
de campo. Deste fato pode-se deduzir que a presenga
de anticorpos colostrais ndo impede a infecgdo dos
animais. A deteccdo de titulos crescentes de
anticorpos € um fator que comprova a atividade
continua de re-infeccbes pelo BRSV entre o0s
animais, em todas as propriedades.
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