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RESUMO

A resposta sorolégica e protecéo fetal conferida por
trés vacinas inativadas contra o virus da diarréia viral bovina
(BVDV) (vacinas A, B e C) foram avaliadas através de vacinagéo
e posterior desafio de ovelhas prenhes com amostras brasileiras
de BVDV-1 e BVDV-2. Niveis baixos a moderados de anticorpos
neutralizantes anti-BVDV-1 foram detectados na maioria dos
animais (45/47) aos 30 dias ap6s a segunda dose vacinal (titulos
médios geométricos [GMT] de 124,7; 74,6 e 26,7 para as vacinas
A, B e C, respectivamente). Em contraste, atividade neutralizante
anti-BVDV-2 néo foi detectada em varios animais (12/47) e foi de
magnitude inferior nos trés grupos vacinais (GMTs 19,1; 14,1 e
15,1). Os titulos médios de anticorpos reduziram-se significati-
vamente no dia 180, sendo que varios animais ja nao apresenta-
vam atividade neutralizante detectavel frente ao BVDV-1 (grupo
B=1/19; C=8/14) e principalmente frente ao BVDV-2 (A=7/14;
B=13/19; C=13/14). Nessa data, os titulos médios de anticorpos
contra as amostras utimlas no desafio eram de 91,9; 15,1 e
60,6 (SV-126.8, BVDV-1) e de 10; <10 e 28,3 (SV-260, BVDV-2)
nos grupos A, B e C, respectivamente. Nos trés grupos vacinais,
0s niveis de anticorpos neutralizantes contra essas amostras nao
foram suficientes para prevenir a replicacdo, disseminagao
virémica e transmissao transplacentaria dos virus aos fetos. O
virus foi detectado no sangue e nos fetos de todas as ovelhas
vacinadas com as vacinas A (10/10), B (9/9) e C (8/8). Esses
resultados demonstram que as vacinas testadas induziram niveis
moderados a baixos de anticorpos neutralizantes contra o BVDV-
1 e, principalmente contra o BVDV-2 na maioria dos animais; e
que esses niveis ndo foram suficientes para prevenir a infecgao
fetal frente ao desafio com amostras de BVDV-1 e BVDV-2.
Adicionalmente, os resultados confirmam a adequacéo de ovelhas

prenhes para estudos de protecdo fetal por vacinas contra o
BVDV.

Palavras-chave virus da diarréia viral bovina, BVDV, vacinas,
protecao fetal, ovinos

SUMMARY

The serological response and fetal protection
conferred by three bovine viral diarrhea virus (BVDV)
inactivated vaccines (vaccines A, B and C) were evaluated
through immunization followed by challenge of pregnant ewes
with Brazilian BVDV-1 and BVDV-2 field isolates. Moderate to
low levels of anti-BVDV-1 neutralizing antibodies were detected
in most animals (45/47) 30 days after the second vaccine
administration (geometric mean titers [GMTJ24.7, 74.6 and
26.7 for vaccines A, B and C, respectively). In contrast,
neutralizing activity to BVDV-2 was not detected in several
vaccinated animals (12/47) and was sfgantly lower han to
BVDV-1 in all three vaccine groups (GMT 19.1, 14.1 and 15.1).
The antibody levels declined sificantly by day 180, such that
some animals from groups B (1/19) and C (8/14) had no
detectable neutralizing activity against BVDV-1; and several
animals from groups A (7/14), B (13/19) and C (13/14) did not
react against BVDV-2. At this time, the mean antibtithrs
against the challenge viruses were 91.9; 15.1 and 60.6 (SV-126.8,
BVDV-1); and 10; <10 and 28.3 (SV-260, BVDV-2) for vaccines
A, B and C, respectively. The antibody levels to the homologous
viruses were not sufficient to @rent virus replication, viremia
and transplacental transmission of the virus upon challenge.
Infectious virus was detected in the blood of all vaccinated ewes
and in their fetuses. These results demonstrate that the vaccines

'Parte da Dissertaciio de Mestrado dos dois primeiros autores ao Programa de Pés-graduagiio em Medicina Veterindria, Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
2Médico Veterinario, aluno do Pro grama de Pds-graduagio em Medicina Veterindria, UFSM, Professor Substituto, Departamento de Mi-

crobiologia e Parasitologia, Centro de Ciéncias da Saide, UFSM.

3Médico Veterindrio, MSc, PhD, Professor Adjunto, Departamento de Medicina Veterindria Preventiva, Centro de Ciéncias Rurais e De-
partamento de Microbiologia e Parasitologia, UFSM. Bolsista do CNPq (520758/96-0). DMVP, CCR, UFSM, 97105-900, Santa Maria,
RS. Fone/fax: 55-220-8034. E mail: flores@ccr.ufsm.br. Autor para correspondéncia.

“Médico Veterindrio, MSc, PhD, Professor Titular, Departamento de Medicina Veterindria Preventiva e Departamento de Microbiologia

e Parasitologia, UFSM. Bolsista do CNPq (520161/97-1).

3 Académico do Curso de Medicina Veterinaria, UFSM. Bolsista de Iniciacio Cientifica — CNPq/PIBIC/UFSM.

Recebido para publicagdo em 03.10.00. Aprovado em 13.12.00



832 Vogel et al.

tested induced low to moderate titers of batly against BVDV-1

and even lower titers against BVDV-2 in most animals. The

antibody levels declined progressively and were niftcgent to

prevent fetal infection upon challenge with BVDV-1 and BVDV-2
at day180. In addition, these findings demonstrate that pregnant
sheep represent an adequate model to study fetal protection by

BVDV vaccines.

Key words: bovine viral diarrhea virus, BVDV, vaccines, fetal

protection, sheep

INTRODUCAO

O virus da diarréia viral bovina
(BVDV) é um dos principais patégenos de bovi-
nos e causa perdas significativas a pecudria em
todo o mundo (BAKER, 1995). O BYDV é um
virus RNA de polaridade positiva, com envelope,
pertencente a familia Flaviviridae, género Pestivi-
rus. O género Pestivirus inclui ainda o virus da
doencga da fronteira de ovinos (BDV) e o virus da
peste suina cldssica (CSFV, FRANCKI et al,
1991). Os pestivirus apresentam uma grande vari-
abilidade antigénica, embora o estabelecimento
definitivo de sorotipos ainda ndo tenha sido pos-
sivel (EDWARDS & PATON, 1995). No entanto,
dois grupos antigenicamente distintos do BVDV
ja foram identificados — BVDV-1 e BVDV-2
(PELLERIN et al, 1994). Amostras de campo do
BVDYV podem ser ainda diferenciadas em biotipos
citopatico (CP) e ndo-citopdtico (NCP), de acordo
com a capacidade de produzir citopatologia em
cultivo celular (BROWNLIE, 1990).

Além de infeccdes subclinicas, a infecgdo
pelo BVDV pode resultar em vérias manifestacdes
clinicas que incluem doenca respiratéria ou digestiva
(diarréia viral bovina, BVD), doenga das mucosas
(DM) e BVD aguda/hemorrdgica (BAKER, 1995).
A infeccio de fémeas soronegativas geralmente
resulta em transmissdo transplacentéria do virus para
o feto. As conseqiiéncias da infec¢@o intrauterina sdao
determinadas pela idade gestacional e por proprie-
dades do virus (MOENNIG & LIESS, 1995). Mor-
talidade embriondria ou fetal, abortos, mumificacao,
malformacdes fetais e o nascimento de bezerros
fracos e invidveis estdo entre as conseqiiéncias da
infeccdo de fetos bovinos com o BVDV. Infeccio de
fémeas prenhes entre os dias 40 e 120 de gestacdo
com amostras NCP pode resultar em imunotoleran-
cia fetal e no nascimento de bezerros persistente-
mente infectados (PI). Os animais PI eliminam o
virus continuamente em secrecdes e excregdes e
constituem-se na principal fonte de disseminacao do
virus (BROWNLIE, 1990; BAKER, 1995).

A prevencdo da infeccdo fetal e o conse-
giiente nascimento de animais PI constitui-se no ponto-
chave do controle da infeccdo pelo BVDV (DUBOVI,
1992). Isso pode ser obtido pela vacinacdo de fémeas
susceptiveis, além da identificacdo e eliminagdo de
animais PI (DUBOVI, 1992; BOLIN, 1995). Virias
vacinas com virus vivo modificado (VVM) e com virus
inativado t€m sido utilizadas com esse objetivo
(BOLIN, 1995). Atualmente, todas as vacinas licencia-
das contra o BVDV no Brasil sdo formuladas com
virus inativado. A proteciio conferida por vacinas inati-
vadas é geralmente de magnitude e duragio inferiores a
protecdo conferida pelas vacinas com VVM (BOLIN,
1995). Além disso, a grande variabilidade antigénica do
virus dificulta a obten¢do de protecdo contra o amplo
espectro antigénico dos isolados de campo (DUBOVI,
1992).

Os ovinos s@o susceptiveis a infec¢do na-
tural e experimental com o BVDV (LOKEN, 1995).
Inoculagdo experimental de ovelhas prenhes resulta
em transmissdo do virus ao feto, podendo resultar
em mortalidade embriondria ou fetal, abortos, mumi-
ficagdes, malformagdes, natimortalidade e nasci-
mento de cordeiros PI (SCHERER et al, 2001).
Esses estudos demonstram que a biologia da infec-
¢do pelo BVDV em ovelhas prenhes é muito seme-
Ihante a infec¢do na espécie bovina. A susceptibili-
dade de ovinos a infeccdo pelo BVDV e, em especi-
al, as conseqiiéncias da infec¢do sobre a gestacio e o
feto, indicam que essa espécie pode ser utilizada
como modelo para estudos de patogenia e prote¢do
vacinal. Os objetivos do presente estudo foram
quantificar a resposta soroldgica e avaliar a prote¢do
fetal conferida por trés vacinas inativadas contra o
BVDV, utilizando ovelhas prenhes como modelo.

MATERIAL E METODOS

Ovelhas adultas foram divididas em trés
grupos, e cada grupo recebeu duas doses de uma
vacina comercial contra o BVDV com intervalo de
30 a 40 dias. Trinta dias apds a segunda vacinagdo,
os animais foram colocados em cobertura. Quarenta
e cinco dias apds o final da temporada de monta, as
ovelhas prenhes foram identificadas através de ultra-
sonografia. Ovelhas prenhes de cada grupo vacinal
foram entdo inoculadas com amostras de BVDV-1
ou BVDV-2 pela via intranasal. Dezenove dias ap6s
o desafio, os animais foram sacrificados e tecidos
maternos e fetais foram coletados para pesquisa de
virus. A resposta a vacinacio foi avaliada através de
testes soroldgicos e pela capacidade das vacinas em
prevenir a infecgdo fetal.
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Células e virus -Os procedimentos de
multiplicacdo, isolamento e quantificacdo de virus e
testes de soroneutralizacdo (SN) foram realizados
com células MDBK (Madin Darby bovine kidney;
American Type Culture Collection, CCL-22) livres
de pestivirus. As células foram cultivadas em meio
essencial minimo(MEM), com penicilina (35mg/L),
estreptomicina (200mg/L), suplementado com 5%
de soro eqiiino. As cepas padrao de BVDV tipo 1 e 2
(Singer e VS-253, respectivamente) foram cedidas
pelo Dr Ruben Donis (University of Nebraska at
Lincoln, Lincoln, NE, USA). As amostras de
BVDV-1 (SV-126.8) e 2 (SV-260) utilizadas para o
desafio dos animais vacinados foram isoladas e
caracterizadas no setor de Virologia da UFSM
(BOTTON et al, 1998; GIL, 1998).

Animais, vacinas e protocolo de vacina-
¢ao -Foram utilizadas ovelhas das ragas Corriedale
e Ideal, soronegativas ao BVDV, com idade entre
dois e quatro anos e com bom estado nutricional,
provenientes de duas propriedades. Os animais fo-
ram divididos aleatoriamente em quatro grupos. Trés
grupos foram vacinados (A, n=14; B, n=19 e C,
n=14) e um permaneceu como controle ndo-
vacinado (D, n=20). Foram utilizadas trés vacinas
comerciais contra o BVDV (vacinas A, B e C). Es-
sas vacinas contém cepas citopdticas e nao-
citopdticas do BVDV inativadas, além de antigenos
de outros patégenos de bovinos. A identidade das
cepas vacinais ndo sao informadas pelos fabricantes.
Essas vacinas sdo indicadas para a imunizacio de
bovinos (5 ml por via intramuscular ou subcutanea)
e foram administradas de acordo com o protocolo
dos fabricantes: primovacinacio e revacinag¢do 30 a
40 dias apds. Noventa dias apds a primeira vacina-
¢do, as ovelhas foram colocadas em cobertura du-
rante 45 dias. Quarenta e cinco dias apds o final da
temporada de monta, os animais foram submetidos a
exames ultra-sonograficos para diagnéstico de ges-
tagdo. Algumas ovelhas prenhes de cada grupo
(A=10; B=9 e C=8) foram separadas do restante do
grupo e submetidas ao desafio.

Resposta sorolégica Amostras de soro
coletadas no dia da primeira vacinacio (dia 0); no
dia da segunda dose da vacina (dia 30); trinta dias
apods (dia 60) e no dia do desafio (dia 180); foram
testadas para a presenca de anticorpos neutralizantes
contra o BVDYV, através da técnica de soro-
neutralizagdo (SN). Os testes foram realizados em
duplicata, testando-se cada amostra de soro contra
um virus do gendtipo 1 (BVDV-1, cepa Singer) e do
gendtipo 2 (BVDV-2, cepa VS-253). Amostras de
soro dos animais desafiados, coletadas no dia do
desafio, também foram testadas frente ao virus ino-

culado (SV-126.8 ou SV-260). Os testes de SN fo-
ram realizados em placas de poliestireno de 96 cavi-
dades, utilizando dilui¢des crescentes de soro (par-
tindo de 1:10) frente a doses constantes de virus
(100 DICCs - doses infectantes para 50% dos culti-
vos celulares/cavidade) e células MDBK como indi-
cador. A leitura dos testes foi realizada apds 96h de
incubacio, através do monitoramento do efeito cito-
patico ou deteccdo de antigenos virais por imunoflu-
orescéncia. Os titulos de anticorpos neutralizantes
foram expressos como as reciprocas das maiores
dilui¢des do soro capazes de prevenir a replicacdo
viral. Para o cdlculo das médias, foram utilizados os
titulos de anticorpos de todas as ovelhas de cada
grupo, incluindo os animais que ndo foram submeti-
dos ao desafio. As médias dos titulos foram trans-
formadas em titulos médios geométricos (GMT;
THRUSFIELD, 1986) pela relagdo: GMT = 2°, onde
a é a média do log, do titulo de anticorpos em cada
vacina e em cada gendtipo viral. Para esse calculo,
somente foram considerados os valores dos animais
que reagiram positivamente no teste de SN (titulos
>10). A comparacdo entre as médias foi realizada
através de andlise de varidncia pelo teste F e teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Avaliacdo de protecéo fetal Para avali-
acdo de protecdo fetal, ovelhas prenhes dos trés
grupos vacinais (grupo A, n=10; B, n=9 e C, n=8) e
do grupo controle (D, n=8) foram inoculadas com
duas amostras de campo do BVDV. Para isso, cada
grupo foi dividido em dois e os animais de cada
subgrupo foram inoculados com uma amostra de
BVDV-1 (SV-126.8) ou BVDV-2 (SV-260). Os
animais foram inoculados com 5ml de suspensio
contendo aproximadamente 10’ DICCs, de virus,
pela via intranasal. Sangue para pesquisa de virus foi
coletado dos animais inoculados nos dias 3 e 5 pds-
inoculagdo (pi). Dezenove dias ap6s a inoculagio, os
animais foram sacrificados para coleta de material
para pesquisa de virus (placentomas; liquidos, san-
gue, rins, baco, timo e pulmdes fetais). Para a pes-
quisa de virus, os tecidos foram pesados, macerados
com areia estéril e ressuspendidos em MEM (10%
peso/volume). Apds, o material foi centrifugado a
8.000 x g durante 5 min. Uma aliquota (0,5ml) do
sobrenadante foi inoculada em células MDBK culti-
vadas em placas de 24 cavidades. O material foi
submetido a duas passagens de quatro dias cada. No
final da segunda passagem, as células foram subme-
tidas a técnica de imunofluorescéncia indireta para
deteccdo de antigenos virais (BOTTON et al, 1998).
O isolamento do virus do sangue foi realizado atra-
vés da inoculacdo da capa flogistica em células
MDBK e monitoramento como descrito acima.
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RESULTADOS

Os resultados da avaliacdo soroldgica dos
animais vacinados e dos testes de protecdo estdo
resumidos na tabela 1. Nos dias 30, 60 e 180 os
animais vacinados com a vacina A apresentaram
titulos médios de anticorpos anti-BVDV-1 superio-
res aos vacinados com as vacinas B e C. Essas dife-
rengas, no entanto, nio foram estatisticamente signi-
ficativas. Os titulos anti-BVDV-2 induzidos pelas
trés vacinas foram menos varidveis entre si e foram
significativamente inferiores aos titulos anti-BVDV-
1 (p<0,05), com exce¢do da vacina C no dia 180. O
maior nimero de animais reagentes, assim como os
maiores titulos de anticorpos foram detectados no
dia 60. Nessa data, 95,8% (45/47) dos animais vaci-
nados apresentava anticorpos contra o BVDV-1 e
74,5% (35/47) reagiram contra o BVDV-2. A partir
do dia 60, os titulos reduziram-se progressivamente,
atingindo niveis baixos no dia 180. Nessa data, 9
(18,7%) e 33 (70,2%) dos animais vacinados ja nio
apresentaram atividade neutralizante detectavel no
soro contra 0 BVDV-1 e BVDV-2, respectivamente.
Ap6s o desafio, os animais controle e todos os vaci-
nados apresentaram viremia, detectada em pelo

menos uma das coletas. Os titulos de virus no san-
gue e a duracdo da viremia, no entanto, ndo foram
determinados, ndo permitindo a comparagdo entre os
grupos vacinais e o grupo controle.

Os resultados dos testes de protegdo fetal,
assim como os titulos individuais de anticorpos
contra as amostras de virus utilizadas no desafio
estdo apresentados na tabela 2. Os titulos médios de
anticorpos contra o BVDV-1 (SV-126.8) no dia do
desafio foram de 91,9; 15,1 e 60,6 para as vacinas A,
B e C, respectivamente. Nesse dia, apenas os ani-
mais vacinados com a vacina A e C apresentaram
niveis detectaveis de anticorpos neutralizantes contra
a amostra de BVDV-2 (SV-260, GMT 10 e 28,3). O
virus foi detectado no feto de todas as ovelhas vaci-
nadas e controles, independentemente do grupo
vacinal e do virus utilizado no desafio. Pequenas
diferencas na distribui¢do de virus em tecidos fetais
foram observadas entre os grupos vacinais e entre
esses e o grupo controle. Esses resultados demons-
traram que os titulos de anticorpos contra as amos-
tras homologas presentes no dia do desafio (180 dias
apods a primeira dose vacinal) ndo foram suficientes
para prevenir a transmissao transplacentdria do virus
aos fetos.

DISCUSSAO

Tabela 1 - Resposta soroldgica, viremia e infecgio fetal em ovelhas imunizadas com vacinas inativadas

e posteriormente desafiadas com o virus da diarréia viral bovina (BVDV).

A vacinagdo e o

Resposta soroldgica®

Vacina Dia

BVDV-1 BVDV-2

Positivos® Titulo® Positivos Titulo

posterior desafio de ove-

Viremia® __ Infecgdo fetal lIhas prenhes com amostras

Relagio? Positivas/ Virus do desafio
BVDV-1/2

de BVDV-1 e BVDV-2
permitiu avaliar a resposta
sorolégica e a protecdo

totall  SV-126.8 SV-260

A 30 13/14 29,1 (0-160) 7/14 12,1 (0-20) 2.4
60 14/14 124,6(20-320) 14/14 19,1 (10-80) 6,5

180 14/14 24,3 (10-80) 7/14 10,0 (0-10) 2,4

B 30 15/19 16,6 (0-80) 3/19 10,0 (0-10) 1,6
60 19/19 74,6(10-320) 16/19 14,1 (0-80) 53

180 18/19 19,3 (0-160) 6/19 12,6 (0-40) 1,5

C 30 11/14 15,6 (0-80) 5/14 13,2 (0-20) 1,2
60 12/14 26,8 (0-320) 5/14 15,1 (0-40) 1,7

180 6/14 15,9 (0-40) 1/14 20,0 (0-20) 0,8

Controle 0/20 na® 0/20 na na

fetal conferida por trés

vacinas comerciais contra
s/5 o BVDV. As trés vacinas
induziram titulos modera-
dos a baixos de anticorpos
neutralizantes contra o
BVDV-1 e de magnitude
ainda inferior contra o
BVDV-2. Os niveis de
anticorpos induzidos pela
vacinacdo  reduziram-se
significativamente e ndo

10/10 5/5

9/9 5/5 4/4

8/8 5/5 3/3

8/8 4/4 4/4

foram suficientes para

“Titulo de anticorpos neutralizantes frente ao BVDV-1 (cepa Singer) e BVDV-2 (VS-253) nos respec-
tivos dias de coleta.

® Niimero de animais que reagiu sorologicamente & vacinago/total de vacinados.

“Titulo médio geométrico (GMT) e variagéo. Na variacdo, zero (0) significa negativo na menor dilui-
¢do do soro (1:10).

YRelagiio entre os titulos de anticorpos frente a0 BVDV-1 e BVDV-2 .

‘Deteccdo de virus na capa flogistica dos animais inoculados, em material coletado nos dias 3 e 5 pds
desafio.

'O denominador indica o nimero de animais de cada grupo que foi submetido ao desafio.

€ Nio aplicdvel. Os animais controle permaneceram soronegativos durante o experimento.

prevenir a disseminacio
virémica e transmissdo
transplacentdria do virus
aos fetos frente ao desafio
realizado seis meses apos
a vacinacdo. Os resultados
de um experimento reali-
zado em paralelo, no qual
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Resposta soroldgica e avaliacdo de protecio fetal em ovelhas prenhes vacinadas contra o virus da diarréia viral bovina (BVDV).

835

Tabela 2 - Detecc@o de virus na placenta e em tecidos de fetos de ovelhas imunizadas com vacinas inativadas e posteriormente desafiadas

com o virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV).

Virus
Vacina Animal SN* Desafio
) Feto
(virus)
Placentoma  Liquidos  Sangue Baco Pulmao Rim Timo

A 3 80 SV-126.8 -b +° - + B, ¥ "
4 80 + + - - + +
5 160 + + + - - -

13 40 + + - + - -
138 160 + + - - + + R
2 <10 SV-260 - - + - + - -
7 <10 + + + + _ R +
10 10 + + - _ + R +
20 10 + + + - - - +
34 10 + + - + + - +
B 36 10 SV-126.8 + + + + + + +
37 160 + + + + + + +
123 20 - - + + R _ _
132 80 + + - - - - -
141 10 + + + + + + +
157 <10 SV-260 + - - - - + -
136 <10 + + + + - - +
124 <10 + + + + + + +
38 <10 - - + + - + _
C 43 80 SV-126.8 - + - - - - -
44 80 - + + - - -
22 40 - + + + - - +
24 10 + - + - - - -
28 >320 + + - + - + +
21 10 SV-260 - - - + - + -
25 40 - + - + - + -
42 <10 + + - - - + -
Controles 94 <10 SV-126.8 + + + + + - +
96 <10 + - - + - + +
98 <10 + - + - - + +
99 <10 + + + + + + +
86 <10 SV-260 - - - + + + +
87 <10 + - + + + + +
173 <10 + + + + - + -
137 <10 + + - - + + +

*Titulo de anticorpos neutralizantes contra a amostra homéloga (SV-126.8 ou SV-260), no soro coletado no dia do desafio.

®Negativo para virus.
“Positivo para virus.
4 Teste de SN negativo na menor diluigdo do soro utilizada (1:10).

bovinos jovens foram vacinados com as mesmas
vacinas e avaliados sorologicamente a diferentes
intervalos, corroboram essas observagdes. A mag-
nitude, evolugdo e duracdo dos anticorpos neutrali-
zantes produzidos pela vacinagio desses bovinos foi
muito semelhante aos observados no presente estudo
(VOGEL et al, 2002). Os resultados do presente
estudo também demonstram a adequacio de ovelhas
prenhes para avaliagdes de resposta soroldgica e
protecdo fetal por vacinas contra o BVDV.

As duas amostras de virus utilizadas no
desafio (SV-126.8 e SV-260) replicaram com efici-

éncia nos animais inoculados, resultando em viremia
e infeccao fetal na totalidade dos fetos. A escolha do
virus para o desafio € critica em experimentos de
protecdo fetal, pois a utilizacdo de isolados que ndo
repliquem com eficiéncia no hospedeiro e que ndo
sejam transmitidos a totalidade dos fetos pode levar
a resultados pouco conclusivos (BROWNLIE et al,
1995; BRUSCHKE et al, 1997; PATON et al,
1999). Além dessas caracteristicas, as amostras SV-
126.8 e SV-260 foram utilizadas por representarem
amostras brasileiras de BVDV-1 e BVDV-2 bem
caracterizadas  antigénica e  geneticamente
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(BOTTON et al, 1998; GIL, 1998). O procedimento
utilizado para a deteccdo de infeccdo fetal exigiu o
sacrificio das ovelhas para a coleta de material. No
entanto, essa abordagem facilitou e abreviou o expe-
rimento, pois dispensou o monitoramento dos ani-
mais no restante da gestacido, como t€m sido realiza-
do em outros estudos (BROWNLIE et al, 1995;
CORTESE et al, 1998a). Independente das conse-
quiéncias da infeccdo fetal, a deteccdo de virus em
tecidos fetais apds a inoculacdo € um indicativo
objetivo da transmissdo congénita do virus.

A resposta soroldgica induzida pela pri-
meira dose das vacinas foi baixa e pouco consisten-
te. Oito animais (17%) ndo apresentaram sorologia
positiva ao BVDV-1 e 32 (68,1%) nio apresentaram
atividade neutralizante contra o BVDV-2 aos 30
dias. Apenas no dia 60 (30 dias ap6s a segunda
dose), a maioria dos animais apresentou titulos de
anticorpos, embora de magnitude baixa a moderada.
Ainda assim, esses titulos foram muito varidveis,
sendo que varios animais de dois grupos vacinais (B
e C) ndo apresentaram atividade neutralizante contra
0 BVDV-2 nessa data. A duragio dos niveis de anti-
corpos também foi limitada e os titulos médios redu-
ziram-se significativamente aos 180 dias. Como tem
sido demonstrado em outros estudos, os niveis de
anticorpos induzidos por vacinas inativadas geral-
mente decrescem gradativa e rapidamente, atingindo
niveis baixos 6 a 8 meses apés a vacinagdo
(CORTESE et al, 1998b; FULTON & BURGE,
2000). Por isso, o uso dessas vacinas obrigatoria-
mente requer revacina¢des anuais ou a intervalos
menores para a manutencio de niveis adequados de
anticorpos. Ao contrario, vacinas com virus vivo
modificado geralmente induzem uma resposta neu-
tralizante de magnitude, espectro e duragcdo maiores,
dispensando muitas vezes a necessidade de revaci-
nacdo (BOLIN, 1995). No presente experimento,
além dos titulos médios baixos aos 180 dias, uma
parcela significativa dos animais nfo apresentou
atividade neutralizante detectdvel contra o BVDV-1
(9/47) e, principalmente contra o BVDV-2 (33/47).
Nesse caso, a aplicacdo de um reforco anual, como
recomendado pelos fabricantes, poderia resultar em
uma resposta anamnéstica com aumento dos titulos
de anticorpos.

A atividade neutralizante anti-BVDV-1
foi superior a anti-BVDV-2 no soro dos animais
vacinados, tanto para as cepas utilizadas nos testes
de SN como para as amostras do desafio. Essas
diferencgas refletem a formulagdo atual da maioria
das vacinas, que contém apenas cepas de BVDV-1
(Van OIRSCHOT et al, 1999; FULTON &
BURGE, 2000). Apenas recentemente, vacinas con-
tendo virus dos dois genétipos comecaram a ser

produzidas e comercializadas na América do Norte
(RIDPATH - comunicagdo pessoal). Diferencas de
titulos neutralizantes de até 128 vezes ja foram de-
tectadas entre cepas vacinais norte-americanas de
BVDV-1 e amostras brasileiras de BVDV-2
(BOTTON et al, 1998). A baixa reatividade sorold-
gica entre amostras de BVDV-1 e BVDV-2, além da
grande diversidade antigénica entre virus do mesmo
gendtipo, sdo provavelmente os principais responsa-
veis pelos insucessos ou falhas vacinais freqiiente-
mente relatados. No presente experimento, as dife-
rencas entre os titulos vacinais anti-BVDV-1 e anti-
BVDV-2 foram estatisticamente significativas, atin-
gindo os maiores valores no pico dos niveis de anti-
corpos, aos 30 dias ap6s a segunda dose (dia 60).
Nessa data, a relacdo entre titulos neutralizantes
BVDV-1/BVDV-2 atingiu 6,5 e 5,3 para as vacinas
A e B, respectivamente. No entanto, essas diferencas
foram inferiores as relatadas por BOTTON et al
(1998) e FULTON & BURGE (2000), ndo atingindo
valores maiores provavelmente devido aos niveis
moderados e baixos de anticorpos induzidos pelas
vacinas.

Aos 180 dias, os titulos de anticorpos
neutralizantes dos animais dos grupos A e C contra a
amostra de BVDV-1 utilizada no desafio (SV-126.8)
foram superiores aos titulos contra a cepa utilizada
nos testes de SN (Singer). Isso provavelmente reflete
uma maior similaridade antig€nica entre a amostra
SV-126.8 e as cepas vacinais. Em contraste, os titu-
los contra a amostra de BVDV-2 do desafio (SV-
260) ndo diferiram muito dos titulos contra a cepa de
BVDV-2 utilizada nos testes de SN (VS-253). Inde-
pendente da especificidade, grupo vacinal e varia-
¢coes de magnitude, os niveis de anticorpos presentes
no soro no dia 180 ndo impediram a replicacdo,
disseminacdo sistémica e transmissdo do virus aos
fetos. Todas as ovelhas desafiadas apresentaram
viremia em, pelo menos, uma das coletas, e os fetos
de todas as ovelhas vacinadas continham o virus em
liquidos ou tecidos. A auséncia de protecdo fetal nos
animais vacinados e inoculados com a amostra SV-
260 (BVDV-2) ndo foi surpreendente, considerando
a atividade neutralizante baixa ou indetectdvel frente
a amostra homéloga detectada no soro da maioria
dos animais. No entanto, mesmo alguns animais com
titulos de magnitude média (160 e 320) contra a
amostra SV-126.8 ndo ficaram protegidos da infec-
cdo fetal. As diferencas de distribui¢do de virus nos
tecidos sdo pouco relevantes nesse contexto. E pos-
sivel que a realizacdo do desafio a um intervalo
menor apds a vacinagio, quando os niveis de anti-
corpos eram mais altos, resultasse em algum grau de
protecdo fetal. Em condi¢bes naturais, no entanto, é
mais provavel que o contato de animais vacinados
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com o virus ocorra a intervalos variados e, muitas
vezes, longos ap6s a vacinagdo. Da mesma forma, a
dose de virus e a via intranasal de inoculagdo utili-
zada no desafio sdo provavelmente compativeis com
as infec¢des naturais pelo BVDV, sobretudo pela
exposicdo a animais PI, que excretam grandes quan-
tidades do virus.

A protecdo fetal conferida pela vacinagio
contra o BVDV ¢ freqiientemente incompleta, so-
bretudo frente a desafio com amostras antigenica-
mente diferentes das cepas vacinais (HARKNESS et
al., 1987; DUBOVI, 1992). O acompanhamento de
rebanhos regularmente vacinados contra o BVDV
tém confirmado a protecdo fetal insuficiente, pois
perdas reprodutivas e animais PI continuam a ser
produzidos nesses rebanhos (BOLIN et al, 1991;
DUBOVI, 1992). Niveis de anticorpos neutralizantes
pré-desafio parecem nao ser um indicativo seguro do
grau de protecdo fetal conferido pela vacinagdo
(PATON et al, 1999). Varios estudos tém falhado
em demonstrar correlagio entre titulos de anticorpos
neutralizantes in Vitro e protecdo fetal in vivo contra
o BVDV (BRUSCHKE et al, 1997; 1999; PATON
et al, 1999). Anticorpos neutralizantes em titulos
altos (2048 e até 4096) produzidos por vacinas inati-
vadas ou de subunidades virais podem ser insufi-
cientes para prevenir a infeccdo fetal contra virus
heter6logos € mesmo contra o virus homélogo em
ovinos (BRUSCHKE et al, 1997; 1999). No pre-
sente estudo, titulos neutralizantes de 160 e 320
contra a amostra homoéloga induzidos por vacinas
inativadas foram incapazes de proteger o feto da
infec¢do apds desafio pela via intranasal. Em con-
traste, titulos neutralizantes de magnitude moderada
ou relativamente baixa produzidos por vacinas com
virus vivo modificado (PATON et al, 1999) ou
inativado (BROWNLIE et al, 1995) tém sido asso-
ciados a protecdo fetal em ovinos e bovinos, respec-
tivamente. Essas observacgdes sugerem que imunida-
de mediada por células, e que anticorpos sem ativi-
dade neutralizante, podem estar envolvidos na pre-
vencdo da transmissao transplacentaria do BVDV ao
feto (BRUSCHKE et al, 1997; 1999). Por isso,
vacinas com virus vivo modificado, que induzem
resposta humoral e celular mediada por linfécitos T
citotoxicos seriam certamente mais eficientes na
inducdo de protegdo fetal. De qualquer forma, devi-
do a grande variabilidade antigénica do BVDV,
exposi¢do ou vacinagdo com uma determinada cepa
viral ndo asseguram protegdo fetal cruzada contra o
amplo espectro antigénico dos isolados de campo
(DUBOVI, 1992; PATON et al, 1999).

As vacinas utilizadas nesse experimento
(assim como virtualmente todas as vacinas contra o
BVDV) sido indicadas para prote¢ao da doencga clini-

ca, ndo se referindo especificamente a protegio fetal.
No entanto, sabe-se que a prevencdo da infeccdo
fetal e a conseqiiente geracdo de animais PI € o
ponto-chave no controle da infeccio pelo BVDV.
Por isso, esforcos tém sido concentrados para desen-
volver vacinas que confiram protecio fetal satisfaté-
ria. Nesse sentido, é mais provdvel que vacinas com
virus vivo modificado e contendo vérias cepas anti-
genicamente diferentes entre si possam ter sucesso
em prevenir a infeccdo fetal. Essas vacinas poderiam
induzir uma resposta celular e humoral de grande
magnitude e duracdo, conferindo protecdo contra um
espectro mais amplo de amostras de campo. Aliadas
a medidas que evitem ou minimizem o contato de
animais gestantes com animais potencialmente in-
fectados, vacinas com essas caracteristicas utilizadas
de forma sistemdtica certamente teriam um papel
decisivo na reducdo da circulacdo do virus e do
impacto da infec¢do na populagdo bovina.

Comunicacdo Pessoabra Julia Ridpath. National Animal
Disease Center, NADC/ARS/USDA. Ames, Iowa. 50010. Estados
Unidos. jridpath@nadc.ars.usda.gov.
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