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RESUMO

O virus respiratorio sincicial dos bovinos (BRSV) produz uma doenga respiratoria
que esta amplamente distribuida no mundo e causa severas perdas econdmicas nos paises
produtores. Com o objetivo de determinar se as doengas respiratorias que afetam os bovinos
no Brasil, tem alguma relagio com o BRSV, realizou-se um estudo soroldgico ¢ isolamento
viral. Foram analisadas 864 amostras de soros procedentes dos Estados do sul e sudeste do
pais (RS, PR, SP, MS, RJ e MG), usando os testes sorologicos de soroneutralizagio (TSN) e
ensaio imunoenzimatico (ELISA). Ambos os testes mostraram um alto nivel de positividade
anti-BRSV (68% e 75% respectivamente) com diferenga significativa a p < 0.05%. Nao
foram detectadas grandes diferencas entre as regides estudadas, mas se observa uma ligeira
tendéncia a maior soropositividade com a maior latitude. Animais jovens apresentaram
indices maiores de soropositividade (média 85%), sendo 0 TSN o mais sensivel nessa faixa
etaria, refletindo a maior susceptibilidade a infecgdes primarias dos bezerros em relagdo a
animais adultos. O isolamento viral foi realizado a partir de 33 amostras de secregdes
nasotraqueais | inoculadas sucessivamente em cultura. de células CER e MDBK,
caracterizado por testes fisico-quimicos e observagdes morfolégicas ao microscopio
eletronico. Foi também realizado um teste de TSN cruzada com duas amostras BRSV
padrdes e seus respectivos antisoros. Os resultados demonstraram que a amostra isolada €
um virus pleomorfico, espiculado, de RNA, envelopado, termolabil e ndo hemoaglutinante.
O TSN cruzada mostrou que existe uma semelhanga antigénica entre a amostra isolada no

Brasil com as duas cepas BRSV padrdes estudadas.



ABSTRACT

The bovine respiratory syncytial virus {(BRSV) causes a respiratory disease which
is widely distributed worldwide and causes economic loses in the producing countries. A
serological and viral isolation study was carried out in order to determine whether the
respiratory diseases that affect the cattle in Brazil have any relation with BRSV. Eight
hundred sixty four serum samples proceeding from the southern states (Rio Grande do Sul,
Parana, S&o Paulo, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro and Minas Gerais) were analyzed
using the serogical tests of seroneutralization (TSN) and enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). Both tests showed a high level of positivity anti BRSV (68% and 75%
respectively) with significant difference (p < 0.05). There were not big differences between
the regions studied, however a slight tendency to higher seropositivity was observed the
bigger the latitude. Young animals showed higher index of seropositivity (mean 85%), the
TSN being more sensible in this age range, reflecting the higher susceptibility to primary
infections of calves in relation to adult animals. Viral isolation was carried out in 33
samples of nasotracheal inoculated successively in CER and MDBK cell culture,
characterized by physical-chemical tests and morphological observation at the electronic
microscope. A test of crossed TSN with pattern BRSV strains and their respective anti-
serum was carried out. The resuits showed that the sample isolated is a pleomorphic virus,
spicular, of RNA, enveloped, thermolabile, and not hemagglutinating. The crossed TSN
showed that there is a antigenic similarity between the strain isolated in Brazil and two

pattern BRSV strains studied.
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. INTRODUCAO

Fatos recentes relacionados & Encefalopatia Espongiforme Bovina, a "sindrome da
vaca louca”, atingindo rebanhos na Inglaterra, colocam em destaque a importincia que pode
ter na economia de qualquer pais, uma doen¢a pouco conhecida e nfo controlada. Fatos
como esse mostram a importdncta do estudo de doengas, desde o momento de seu
aparecimento até o seu controle, principalmente as enfernudades que podem alterar o

sistema imunologico, dificultando a defesa do organismo contra outras enfermidades.

O virus respiratorio sincicial dos bovinos (Bovine Respiratory Syncytial Virus -
BRSV) ¢ uma doen¢a amplamente distribuida, e que produz enormes perdas na criagio
comercial do rebanho bovino, chegando em casos extremos a atingir mortalidades de até

30% entre bezerros de 0 -6 meses de idade (BRYSON et al., 1991).

No Brasil, ha pouca informago sobre a ocorréncia deste agente nos rebanhos
bovinos e ovinos. Porém, dada a importincia que ela tem em varios paises, seria provavel
que a enfermidade estivesse presente e que seus sintomas fossem confundidos com outras

doengas respiratorias de sintomatologia semelhante.



O Brasil € o terceiro pais produtor de carne bovina, possuindo atualmente um
rebanho de 143,7 milhdes de cabecas contribuindo com 17,1% da produgio mundial. Em
1995, a sua produgio foi de 4,6 milhdes de toneladas, acupando o sexto lugar entre os paises
exportadores de carne bovina. Também € o quarto pais consumnidor (10% do total mundial),
sendo o consumo per capita de 26,3 kg/ano (Fonte: Departamento de Agricultura dos

Estados Unidos/USDA).

Estes dados mostram a importincia do controle rigoroso de qualquer fator que
possa alterar esse panorama e causar perdas na produgio. Por sua vez, deve-se permitir um
aumento na produgdc de acordo com o aumento da demanda mundial, que em 1995 foi
estimada 11,5% superior a 1994. Porém, em 1995 a produgfio nacional s6 superou em 2,2%

a registrada no ano anterior (PEETZ et al., 1995).

Com esses antecedentes, € importante a realizagio de um estudo sistematico, afim
de se conhecer a realidade brasileira em relagfio ao BRSV. Para tanto, € preciso aprofundar
os estudos da ocorréncia, prevaléncia, incidéncia e distribuiciio sazonal desta enfermidade

na populagéo bovina, bem como, determinar a mortalidade e os prejuizos a produgéo. Tais
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conhecimentos sdo fundamentais para evitar a disseminagio do agente, contribuindo com o

desenvolvimento de medidas de prevengio e controle da doenga em nosso pais.

Considerando a importincia da doenga causada pelo BRSV, foram estabelecidos

os seguintes objetivos neste trabalho:

- Confirmar se as doengas respiratérias que afetam os bovinos no Brasil
tem alguma relagdo com BRSV, através de andlises de soros obtidos de diferentes regides
do pais por detecgiio dos anticorpos anti-BRSV, utilizando-se das técnicas de

soroneutraliza¢do e ELISA.

- Isolar o virus a partir de amostras de secregdes nasotraqueais de animais

suspeitos, através de inoculagdes por passagens sucessivas em culturas celulares.

- Caracterizagdo do agente viral isolado por microscopia eletrbnica e
propriedades fisico-quimicas e biologicas, tais como: termoestabilidade, sensibilidade ao
cloroférmio, estabilidade em pH, ag&o do 5-iodo-2'deoxy-uridina (TUDR), hemoaglutinagio,

hemoadsorgio.



. REVISA QO DE LITERATURA

O virus respiratério sincicial bovino (BRSV) é um dos agentes mais importantes
nas enfermidacies respiratorias ¢ esta distribuido mundialmente, causando severas infeccdes
(SAMAL & ZAMORA, 1991). O BRSV foi primeiramente isolado na Sui¢a em 1970, por
PACCAUD & JACQUIER, na Europa por MOHANTY et al., (1975) e SMITH et al,
(1975), no Jap&o por INABA et al., (1972) e nos Estados Unidos por ROSENQUIST, (1974)

e ROSSI & KIESEL, (1974). -

O virus respiratorio sincicial bovino foi descrito pela primeira vez em 1970 na
Suiga. Fsta enfermidade esta distribuida mundialmente (Tabela 1), levando a grandes perdas
econdmicas. N;os paises onde a infecg@o parece ser um evento comum, € alta a porcentagem
de bovinos com anticorpos para BRSV, como ¢ demonstrado na Franga com 50%
soropositivos, até 90% na Inglaterra, e entre 65% até 81% nos Estados Unidos (AMES,

1993).



TABELA 1 - Paises onde o virus BRSV foi isolado

. SUICA PACCAUD & JACQUIER 1970

i JAPAG INABA et al. 1970

' HUNGRIA KOVES & BARTHA 1975

. BELGICA WELLEMANS & LEUNEN 1975

 HOLANDA | HOLZHAUER & van NIEUWSTADT 1976

' ESTADOS UNIDOS BOHLENDER et al. 1982

As infecgdes respiratorias que afetam os bovinos jovens, causam perdas
econdmicas relevantes. Somente no Reino Unido, estima-se um prejuizo de 50 milhdes de

libras por ano (BRYSON et al,, 1991 e SHARMA & WOLDEHIWET, 1992).



Muitos agentes estfio presentes no desenvolvimento destas infecgdes. Entre eles
Pasteurella  haemolitica tipo A-1, Pastewrella muitocida, Haemophilus sommnus,
Corvnebacterium pyogenes, Mycoplasma bovis, Myvcoplasma dispar € viroses como Herpes
virus (Bovine Herpes Virus- BHVI1), Preumovirus (Bovine Respiratory Syncytial
Virus-BRSV), Parainfluenza tipo 3 (Pi-3) e Adenovirus dos subgrupos A e B (BAV-A ¢

BAV-B) (DURHAM et al.,1991).

O BRSV ¢ classificado como membro do género Prewmovirus da familia
Paramyxoviridae. O mesmo género também estdo incluidos os virus da doenga respiratdria
sincicial humana (HRSV), pneumonia dos camundongos, rinotraqueite dos perus (TRT) e
sindrome da cabega inchada das galinhas (SHS), STOTT & TAYLOR, (1985) e PICAULT

etal., (1989).

Os BRSYV sdo arredondados, mas bastante pleomorficos, medindo 80 a 500 nm e
envelope com projegdes de 12 nm. A maioria das particulas virais sdo incompletas e

provavelmente ndo infecciosas (MALLIPEDDI 1990).

A infectividade € perdida por ag¢do do cloroférmio, tripsina (0,25%) e dioxicolato

de sodio (0,1%). Inativa-se a pH 3,0 , € estavel a pH 4,0 , termolabil, com vida média de 0,5



a 2,8 minutos a 56°C, de 1 a 7 horas a 37°C e estavel 4 -50°C por vérios meses (STOTT &

TAYLOR, 1985 e MALLIPEDDI, 1990).

O genoma viral codifica 10 proteinas, 8 estruturais e 2 nfio estruturais. Existem
duas glicoproteinas maiores, G e F, sendo a glicoproteina G responsavel pela adsorsio da
particula viral 4 célula hospedeira e a glicoproteina F promove a penetragio da particula a
célula hospedeira e dispersdo do virus entre as células por fusio celular (BAKER &
VELICER, 1991). Além destes componentes virais, possuem ainda fosfoproteinas (P),
proteinas do nucleocdpside (N), proteinas matrizes (M e M2), proteinas hidrofobicas
menores (SH), proteinas maiores (1.) e proteinas nﬁé estruturais (1B ¢ 1C) (MALLIPEDDI

et al.,1990).

A se_quéncia de nucleotideos do virus sincicial humano ja foi determinada, porém
no virus de bovinos o conhecimento da sequéncia dos nucleotideos s6 estd determinada nas
proteinas G, F, N, M, M2, e SH (SAMAL & ZAMORA, 1991). BRSV e HRSV possuem
semelhancas na sequéncia de nucleotideos e estdio antigénicamente relacionados ao nivel
das proteinas F, M, M2, N ¢ P, mas com maior diferenga antigénica na proteina G (LERCH

etal, 1989; OERVELL etal., 1987, TAYLOR etal,, 1984).



Estudos comparativos demonstraram que as proteinas dos dois virus (bovino ¢
humano) possuem semelhangas de 30% na proteina G, 38% na proteina SH ¢ 80 a 93% nas
proteinas N, M, M2, e F (ZAMORA, 1992). Existe também evidéncias na existéncia de dois

subgrupos de BRSV baseados na glicoproteina G (FURZE et al. 1994).

As 4 proteinas virais que parecem induzir a maior resposta de anticorpos estio
associadas com o envelope viral (G, F, M, M2), e sfio encontradas nas membranas
plasmaticas das células durante a infecgio. Observou-se que a glicoproteina F ¢ mais
imunogénica que a glicoproteina G e os anticorpos encontrados em infecgbes adquiridas
naturalmente sfo principalmente contra a proteina F. Células expressando proteinas F, M2 e
N sdo alvos para linfocitos T, enquanto que o mesmo nfo ocorre com as células

expressando proteina G (KELLING, 1993).



1. EPIDEMIOLOGIA

O BRSV fem um importante papel como agente iniciador do complexo de doengas
respiratorias em bovinos (STEINHAGEN & HUEBERT, 1995; AMES, 1993). A infecgéio
com BRSV ¢ um evento comum, corroborado por altas percentagens de animais com titulos
de anticorpos para BRSV. Nos Estados Unidos a prevaléncia tem sido encontrada entre 65 a
81%da populag:ﬁo bovina (AMES, 1993).

Na Europa, surtos de enfermidades associados com o BRSV aparecem
anualmente, principalmente nos meses frios, de outubro a janeiro (BRYSON et al., 1979;
STOTT et al., 1980; VERHOEFF & VAN NIEUWSTADT, 1984; KIMMAN et al., 1988),
favorecendo a disseminagfo do virus. Em outras estagdes, infecgfes primarias sdo raras,
mas as reinfecgdes séo comuns, atuando estes animais como fonte de infecgio dos virus
(VAN DER POEL et al,, 1993). A doenga causa muitas vezes pneumonias ¢ frequentemente
esta associada com infecgdes bacterianas secundarias (SHARMA & WOLDEHIWET,
1990a & 1992b) incluindo Pasteurella haemolytica, Pasteurella multocida e Haemophilus
somnus (BELKNAP, 1993). Isto ocorre provaveimente, porque a infecgdo com o BRSV

altera as subpopulagdes de linfocitos e também a resposta destas células frente a outros



10

antigenos, (VERHOEFF et al., 1988). Observou-se que o BRSV inoculado em bezerros

altera fungdes fagociticas associadas a macrofagos alveolares (OLCHOWY et al., 1994),

O BRSV ¢ espeécie especifico, sendo o bovino o principal portador, enquanto
ovinos sdo susceptiveis apenas a infecgdio experimental uma vez que nio existem relatos de
infecgfo natural (MASOT el al,, 1993; SHARMA & WOLDEHIWET, 1990b). As infecgdes
em humanos e em bovinos apesar de terem semelhangas antigénicas, apresentam diferengas
nas infecgdes experimentais "in vitro" (MATUMOTO et al., 1974) bem como, nas reagdes
com anticorpos monoclonais (OERVELL et al., 1987). Ndo ha relatos de infecgdes em
pessoas associadas a surtos de BRSV em bovinos e parece improvavel a possibilidade de

transmissfo interespecie (AMES, 1993).

Ha evidéncias indicando a existéncia de infecgdes latentes, pois o virus ja foi
isolado a partir de animais assintomaticos como também de animais infectados 7 meses
antes do aparecimento dos sintomas. Isso explicaria os surtos que ocorrem em animais
isolados. Também os bezerros podem ser infectados ao nascimento e a infecgfio permanecer
latente até que alguma mudanga nas condi¢des de vida leve ao aparecimento da doenga

(AMES, 1993).
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A via de eliminagfo sdo as secregdes aéreas e a porta de entrada, as mucosas do
aparelho respiratorio. Diferentes praticas de manejo, tais como, confinamento e
agrupamentos de bovinos de diferentes idades podem alterar a faixa etaria na qual a doenga
aparece nos animais sensiveis, Devido ao curto periodo de incubagéo (de 3 a 5 dias), resulta

numa rapida disperséo do virus no rebanho (AMES, 1993; DURHAM et al., 1991).

O BRSV ¢ mais frequentemente diagnosticado em bezerros de até 6 meses de
idade (MOHANTY et al, 1975). O diagnostico baseia-se na pesquisa de anticorpos
especificos € € realizado por técnicas soroldgicas que permitem detectar um aumento
significativo no titulo de anticorpos especificos. Em bezerros de até 3 meses de idade, esta
condicBio € menos clara, supostamente porque os anticorpos maternos interferem no

diagnostico sorologico (KIMMAN et al., 1988).

Qqando a doen¢a acomete individuos de 2 semanas a 3 meses de idade, a
manifestagdo clinica da enfermidade estd inversamente relacionada com o nivel de
anticorpos matemnos especificos presentes nos bezerros (AL-DARRAIJI et al., 1982;
KIMMAN et al, 1988). Os anticorpos maternos interferem também na resposta a
vacinagdo. Bezerros com imunidade passivamente adquirida contra o BRSV tiveram

menores taxas de soroconversio apds a vacinagiio, quando comparados a bezerros
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desprovidos de anticorpos (VAN DONKERSGOED et al., 1991), Esse fato associado a
maior severidade da doenga entre os 0 e 6 meses de idade, deve ser considerado no
desenvolvimento de vacinas com protecdo mais adequada durante o periodo de maior
susceptibilidade, 34 que a presenca de imunoglobulinas da classe IgG, inclusive em altos
titulos, ndo protegem totalmente em caso de uma epizootia (WESTENBRINK &

KIMMAN, 1987).

Nao ha relatos de diferengas na susceptibilidade entre machos e fémeas, mas
observa-se diferengas entre as ragas bovinas. A mortalidade depende do numero de animais
que desenvolvem a doenga na forma aguda, ou do niimero de animais que desenvolvem
infecgdes bacterianas secundarias (AMES, 1993). A morbidade geralmente alcanca 20% do
rebanho e as infecgBes naturais ndo produzem imunidade prolongada (BAKER &
VELICER, 1991). As reinfecgbes parecem ser comuns, pots STOTT et al. (1980)
observaram que os bezerros eram susceptiveis a0 BRSV apés 3 semanas da infecgio

primaria.

Em ovelhas susceptiveis, as reinfec¢des desenvolvem sintomas medianos que
resulta em mudangas nas populagdes celulares do sangue periférico. Existiria um rapido

incremento no numero de linfocitos T CD8&+ e linfocitos B (I.Ca p220+) e as proporgdes de
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linfocitos T CD4+ e linfécitos T CD4-CD8- sertam significativamente  diminuidas
(SHARMA & WOLDEHIWET, 1992b). Esse fato parece explicar o incremento na
susceptibilidade a infecgio bacteriana secundédria apds a infecgio com BRSV, que ¢
frequente e pode ser causada por imunossupressdo ndo especifica (SHARMA &

WOLDEHIWET, 1991 & 1990b).

Pela dificuldade de se reproduzir experimentalmente a doenga em bovinos, nio ha
estudos do efeito da infecgiio na resposta imune-celular (SHARMA & WOLDEHIWET,
1992a), mas uma situagfo parecida ocorreria, o que explicaria as infecges bacterianas que
estdo acompanhando a doenga. Estas infecgdes respiratorias associadas a virus e bactérias
sdo frequentes; o virus deprime o potencial fagocitico e bactericida dos macréfagos
alveolares, embora exista evidéncia indicando que macrofagos alveolares ndo sdo
permissivos a yeplicagﬁo do BRSV (SHARMA & WOLDEHIWET, 1991; SCHRIJVER et

al., 1995).

Em rebanho leiteiro, as reinfecgbes parecem ter um pequeno efeito na produgio de
leite e ndo estando associadas com perdas importantes na produgfo leiteira (VAN DER

POEL et al., 1993).
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No Brasil, o unico relato em relagio a infecgdes de BRSV foi obtido mediante
testes de imunofluorescéncia direta a partir de amostras de pulméo e traquéia de bovinos
procedentes de matadouros do Rio Grande do Sul (GONCALVES et al., 1993). Nesse

estudo observou-se que 5,13% das amostras foram positivas ao BRSV.
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2. DIAGNOSTICO

O BRSV é um importante patogeno de bovinos, sendo a sua detecgfio, ainda um
desafio. Dificuldades sfo frequentes no diagnostico laboratorial incluindo os problemas no
seu isolamento e qualidade dos reagentes utilizados. Além disso, nos bezerros a resposta

sorologica € influenciada por anticorpos maternos (DUBOVI, 1993).

Comumente, o diagnéstico ¢ baseado em provas sorologicas tais como
soroneutralizacfo, fixacio do complemento, imunofluorescéncia indireta ¢ mais

recentemente ELISA (WESTENBRINK & KIMMAN, 1987).

O isolamento do BRSV em cultura de células € um procedimento pouco indicado
no diagndstico, mesmo em amostras contendo altas concentragbes de BRSV. Na maioria
das vezes, 0 BRSV ¢ isolado durante procedimentos para o isolamento de outros patdgenos,
mais do que para 0 BRSV especificamente (DUBOVIL, 1993). Para o seu isolamento, pode-
se usar amostra;s de tecido respiratério devido a sua replicacfio em células epiteliais do trato

respiratorio, ndo sendo encontrado no sangue, linfonodos, rins, bago e fetos abortados.

A imunofluorescéncia direta (TIF) para detecgfio de antigeno € um teste rapido e
sensivel para diagndstico de infecgdo com BRSV (GILLETTE, 1983). No entanto, sua
sensibilidade depende da qualidade do anticorpo usado (anticorpos policlonais podem

impossibilitar a detec¢iio do BRSV). Alguns sitios antigénicos em proteinas HRSV estio
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também presentes nas mesmas proteinas em BRSV com um modelo de reatividade cruzada.
Por esta razdo, anticorpos monoclonais desenvolvidos para HRSV estdo sendo usados nos
testes para detectar BRSV. Do mesmo modo, anticorpos monoclonais desenvolvidos contra
a proteina F do BRSV, neutralizam o virus, inibem a fusfo celular e reconhecem cepas de
RSV bovinas e humanas (MATHEISE et al., 1995). Isto permite que testes comerciais para

HRSV sejam usados igualmente para o BRSV (DUBOVI, 1993).

O teste sorologico padrio para anticorpos espeéiﬁcos contra BRSV é o teste de
soroneutralizag@o, realizado em microplacas ¢ leva em média de 5 a 7 dias (DUBOVI,
1993). Outros testes como a fixagio de complemento, TIF para detec¢@o de anticorpos ¢

imunodifusdo tém sido desenvolvidos, porém, pouco utilizados.

O titulo de neutralizagio viral ¢ dado pela reciproca da mais alta diluigéo do soro,

capaz de inibir o efeito citopatico de 100 TCID 50% do virus (AL-DARRAJT et al., 1982).

O uso de ELISA para estudar as respostas sorologicas & viroses respiratérias em
bovinos foi introduzido por GILLETTE (1983), demonstrando sensibilidade e
especificidade bem como adaptagiio a automacgfio (FLORENT & MARNEFFE, 1986). A

alta prevaléncia de titulo de anticorpos para todas as viroses respiratonas, reflete a ampla
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dispersdo natural destes microrganismos (KIMMAN et al., 1987; COLLINS, 1993). O
ELISA tem a vantagem de ser mais rapido, detectar a resposta de IgM e eliminar o problema
associado a diagnosticos de bezerros com anticorpos maternos, 0s quais nfio apresentam
diferengas significativas nos niveis de anticorpos pré e pos-infecgdo devido a interferéncia
desses anticorpos (WESTENBRINK. & KIMMAN, 1987, DUBOVI, 1993). Além disso,
outros testes imunoenziméticos podem ser feitos selecionando o tipo de imunoglobulina a

ser usada (M, G, E, A) segundo o interese do pesquisador.

WESTENBRINK & KIMMAN (1987), estudando infecgdes naturais ou induzidas
anti-BRSV detectaram altos niveis de 1gG e IgM. A resposta de IgM era detectada
inicialmente no 11° dia pds-inoculag@io (PI), e atingia o maximo no 13° dia PI, chegando a
ser indetectavel ao redor do 28° dia PI. A resposta de IgG também era detectada no 11° dia
PI, mas a resposta maxima era proxima ao 23° dia PI, sendo que os titulos permaneciam
altos até 80 dias PI. Em infec¢des naturais, os padrdes de IgM e IgG eram similares aos

observados em bezerros infectados experimentalmente.

A utilizagdo do ELISA-IgM para diagnostico do BRSV demonstrou ser mais

eficiente que ELISA-IgG nos soros colhidos até 10 dias apos a infecgfo, porque o
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incremento dos titulos de IgG ndo ocorriam, levando a um diagndstico de falso negativo

(WESTENBRINK & KIMMAN, 1987).

SHARMA E WOLDEHIWET (1991), utilizando o ELISA para quantificar niveis
de anticorpos IgG, IgM e IgA em secregfes nasais, amostras de soros e fluidos pulmonares
de ovethas infectadas com o virus RSV, demonstraram que os anticorpos IgA e IgM ja eram
detectados no 6° dia, enquanto na IgG do 6° ao décimo 10° dia, resultados esses encontrados
também por MASOT et al. (1993). Os anticorpos IgA permaneciam até ao 20° dia, enquanto
que IgM e IgG continuavam até 35° a 60° dia apds a infec¢fio. Também demonstraram que a
infecgdio de BRSV acompanhada de Pasteurella haemolytica reduzia o nimero de linfocitos
B CD5+, CD4+ e LCAp220+ causada por BRSV, e tinham significativamente quantidades
mais baixas de anticorpos neutralizantes a BRSV do que aquelas obtidas de ovelhas

infectadas so com BRSV.

Com esses dados ¢ evidente que os resultados e a sensibilidade do ensaio
imunoenzimdtico sdo influenciados pelo momento em que a amostra de soro é colhida.

Assim mesmo, infecgdes em bezerros com anticorpos maternos podem ser avaliados por

ELISA-IgM (WESTENBRINK & KIMMAN, 1987).
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Embora estudos sorolégicos tenham mostrado alta prevaléncia para o BRSV,
comparativamente poucos animais apresentam manifesta¢des clinicas (BAKER et al,, 1985
e STEWART & GERSHWIN, 1989). E discutivel se a causa da lesio do BRSV sdo as
dificuldades mecéanicas derivadas da constrigio das vias aéreas, respostas imunologicas
devido a complexos imunes, ou hipersensibilidade mediada por IgE (STEWART &
GERSHWIN, 1989; MASOT et al., 1993). A hipersensibilidade mediada por IgE tem sido
implicada na patogénese da infecgdio que segue a doenga respiratoria, esperando-se altos
niveis de anticorpos especificos da classe IgE para BRSV em animais com a manifestagéo
severa da enfermidade. Existe uma forte correlagfio entre a resposta sintomatica a BRSV e

os niveis de IgE especificaa BRSV no soro (STEWART & GERSHWIN, 1989).

Recentemente, foi desenvolvido por OBERST et al., (1993), um teste baseado na
reacdo em cadg:ia da polimerase (PCR) para detectar sequéncias de nucleotideos dos genes
do BRSV, sendo um teste de diagndstico rapido e especifico. Porém, é necessario ainda um
avango tecnologico para se fazer este tipo de diagnostico laboratorial na rotina, (DUBOVI,

1993).

Se a doenga ndo foi diagnosticada em vida, pode ser 1itil a informag&o obtida apds

a necropsia a partir do exame histopatologico. Tipicamente ocorre uma pneumonia
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intersticial difusa com enfisema e edema intersticial; em muitos casos a enfermidade é
complicada por areas de infecgGes bacterianas secundarias. Os pulmdes podem conter
numerosas Aareas hemorragicas, e com necrose celular epitelial.  Inclusdes

intracitoplasmaticas estdo presentes nas células infectadas, com o mesmo padrdo visto no

teste TIF (DUBOVI, 1993).



21

3. SINTOMAS CLINICOS

Os sintomas clinicos desta enfermidade sdo semelhantes a outras doengas
respiratérias, tais como aumento da temperatura, apatia, mapeténcia. Podem desenvolver
pneumonia intersticial, com evolugdio para broncopneumonia, apresentando rinite e tosse.
Por isso, pode ser dificil de se detectar a infecgdo nos primeiros estagios, onde a doenga
produz uma sintomatologia de forma mais aguda € menos persistente (KIMMAN et al,,
1988; JACOBS & EDINGTON, 1975). Na forma aguda, o animal afetado comumente
apresenta tosse seca, dispnéia severa devido a edema e enfisema pulmonar sendo notavel a

expiragdo abdominal, (BELKNAP, 1993).

A infecgdo pode durar de 3 a 10 dias, dependendo das infecgdes secundarias. Nos
casos acompanhados de broncopneumonia, a taxa de mortalidade ¢ elevada (PIRIE et al.,
1981). Aos exames de necrépsia, os tecidos se caracterizam por apresentar areas com falta
de dilatagiio nos bronquiolos necrosados. As complicaces incluem edema intersticial,
enfisema intersticial e uma pneumonia cétanal ou fibrinosa causada por uma invasio
bacteriana secundaria. A quantidade de gis presente no sangue revela uma severa hipoxia

em bezerros afetados (SHARMA & WOLDEHIWET, 1990a & 1992a).
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Apesar da severa manifestacio da enfermidade em infecgbes naturais, tem sido
dificil reproduzi-la experimentalmente em bezerros (VERHOEFF et al.,, 1988; VAN DEN
INGH et al., 1982). Por esta razdo, existem muitos estudos experimentais utilizando-se
ovelhas, por elas apresentarem similaridade fisiologica com os bovinos, susceptibilidade,
baixo custo € menor periodo de incubagdo (SHARMA et al,, i990a & VERHOEFF et al.,

1985).



4. TRATAMENTO E CONTROLE DA INFECCAO

O tratamento indicado apds o diagnéstico da doenga pode ser realizado
principalmente por terapias antimicrobianas (para prevenir infecgfo bacteriana secundaria)
e terapia anti-inflamatoria. Futuramente poderfio ser uteis a terapia antiviral, terapia
imunomoduladora e imunizagio passiva.

Existern vacinas de virus atenuados, vivos modificados (VVM) e virus inativados.
As vacinas atenuadas produzem uma resposta de anticorpos neutralizantes maior e com
durac@o mais longa do que vacinas inativadas, mas tem o potencial de reverter a uma forma
virulenta e causar a doenga clinica (KELLING, 1993; ELLIS et al., 1992). A vacina
inativada geralmente tem capacidade limitada para produzir a resposta das células T
citotoxicas, as quais tem um importante papel na recuperagéo e resisténcia a reinfec¢fio. Por
outro lado, vacinas atenuadas nfio sfio efetivas em bezerros com anticorpos maternos,
porque estes impedem a imunoresposta, limitando a replicagdo do virus vacinal no
hospedeiro. A interferéncia pode ser evitada, vacinando os animais proximo aos 6 meses de
idade, quando os anticorpos maternais declinam (KELLING, 1993). Porém, ¢ muito
importante desenvolver um tipo de vacina que induza imunidade ativa na presenga de
imunidade passiva, devido a maior severidade associado a0 BRSV na faixa etaria precoce

(BAKER & VELICER, 1991).
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1. MATERIAL E METODOS

1. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

No presente estudo, a colheita de material foi concentrada nas regides sudeste e sul
do pais, onde foram relatados casos de doengas respiratdrias em bovinos. Foi realizada
inicialmente uma triagem sorolégica comegando pelo Estado do Rio Grande do Sul,
principalmente nas regides localizadas na fronteira com a Argentina e Uruguai, seguindo-se
no Estado de Sdo Paulo e em Minas Gerais, principalmente nos meses de junho a setembro,
onde a ocorréncia parece ser maior devido ao inverno. As colheitas de material foram

realizadas durante dois anos € meio, comprendendo os anos de 1993 e 1995.

Apds a obtengfo dos primeiros resultados sorologicos sobre a ocorréncia do virus
respiratorio sincicial dos bovinos em nosso pais, foi efetuada uma colheita mais criteriosa de
secre¢do nasal, para o isolamento viral. Para tanto, foram escolhidos sempre que possivel, o

maior numero de animais por regifio, cujas idades variavam entre 0 a 12 meses.
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2. AMOSTRA VIRAL

Durante toda a investigagio foi utilizada uma amostra padrdo de Preumovirus
denominada BRSV-88, isolada na Alemanha procedente de bezerros com sintomas
respiratdrios, apods passagens em célula MDBK (item 3.), gentilmente cedida pelo
Laboratério Estadual de Veterinaria, Stuttgart, Alemanha. Soros padrdes positivos ¢
negativos utilizados, também foram procedentes daquele laboratdrio. Esta amostra foi
usada com a finalidade de servir tanto como base para os testes empregados neste trabalho
como para se utilizar um padréo viral ja definido. A cepa BRSV-88 apresentava um titulo de

10°?DICT sp/mi.

3. CULTIVOS CELULARES

For@ utilizadas linhagens continuas de células MDBK (Madin and Darby-Bovine
Kidney), e célula CER (Chicken Embryo Rough). A linhagem CER foi doada pelo Prof. Dr.
H. M. Hafez do Laboratério Estadual de Stuttgart/Alemanha Esta célula resultou da
mistura de célula priméria de embrido de galinha com célula renal de Hamster, (SMITH et

al, 1977).
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As células foram cultivadas em garrafas de 75 cm’ (Corning), com 2 X 10°
células/ml (concentragio inicial) em meio minimo essencial Eagle (MMEE-Cultilab) com
10% de soro fetal bovino (Sigma Chemical Company) ou 10% soro equino (Nutricell) por

48 hs a 37°C.

4. PRODUCAO DE ANTIGENO BRUTO

Monocamadas de células cultivadas conforme mencionade no item 3. foram

infectadas com amostra de BRSV-88 para produgéo viral.

O meio de crescimento celular foi eliminado e inoculado 0,01 a 0,1 DICTs/ml da
amostra viral. Apos duas horas de adsorsio viral a 37°C, o indculo foi eliminado, as
monocamadas lavadas com PBS (NaCl 8g; KCI 0,2g; Na2HP(O4 12H20 2.9g; KH2PO4
0,2g; H20 desmin./bidest. g.s.p. 1000 ml; pH 7.2) e em seguida, adicionou-se 20 ml de

MMEE com 2% de SFB por garrafa.

A incubagiio foi realizada a 37°C e as culturas observadas diariamente em
microscopio de luz invertida (Axiovert 100, Carl Zeiss) para observago do efeito citopatico
(ECP) caracteristico, isto €, formagio de sincicio e arredondamento celular (BUYS et al,,

1989).
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Células e meio extracelular foram submetidos a um ciclo de congelamento
(-70°C) e descongelamento (Banho Maria, 37°C), clarificados por centrifugacdo (Centrifuga
GS6R, Beckman Instruments) a 3.000 g por 10 minutos e mantidos a -70°C até o momento

de uso.

5. TITULACAO VIRAL

Foram utilizadas monocamadas de células com 24 horas de crescimento a 37°C,
em microplacas de 96 cavidades (Coming). O indculo constou de 0,05 ml de cada
diluigio (logy de 10" a 10®) da amostra viral em MMEE com 8 repeti¢des. Apos duas
horas de adsorsgo viral a 37°C, o inéculo foi eliminado, as monocamadas lavadas com PBS
(NaCl 8¢g; KCI 0,2g; Na2HPO4 12H20 2.9g; KH2PO4 0.2g; H20 desmin./bidest. g.s.p.
1000 ml; pH 2.2) e em seguida, adicionou-se 0,05 mi de MMEE com 2% de SFB a cada
cavidade. A incubagdo foi realizada em estufa de atmosfera imida de CO, a 37°C (Forma
Scientific) durante 5 dias. O DICTs, foi calculado pelo método de REED & MUENCH,

(1938).
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6. DETECCAO DE ANTICORPOS ANTI-VRSB

6.1. OBTENCAO DE SOROS DE BOVINOS PARA OS TESTES SOROLOGICOS

Para as analises sorologicas foram realizadas colheitas de material nos principais

centros de bovinocultura do pais, iniciando-se pela frontetra com Argentina e Uruguai.

Foram analisadas 864 amostras de soro de bovinos oriundos de 46 diferentes
rebanhos dos Estados de Rio Grande do Sul (RS), Parana (PR), Sdo Paulo (SP), Mato
Grosso do Sul (M), Rio de Janeiro {(RJ) e Minas Gerais (MG). Os soros éram provenientes
de bovinos (corte e leite) de ambos os sexos e de diferentes idades, pertencentes a
propriedades com ou sem histérico de doengas respiratdrias, ¢ de rebanhos bovinos sem

qualquer informagdo (Tabela 2).

Além_ destas amostras analisadas, foram obtidas mais 30 amostras de soro
destinadas a serem usadas como controle negativo, procedentes de rebanhos (de corte e de
leite) da regido fronteiriga do Rio Grande do Sul. Os animais tinham idades entre 5 meses e
2 anos, sendo 27 (90%) menores de 1,5 anos, 11 amostras pertenciam a fémeas de rebanhos
leiteiros e 19 machos de gado de corte. Todas as amostras eram de bovinos aparentemente
sadios e sem antecedentes de doengas respiratdrias e que, quando submetidas aos testes

sorologicos (ELISA e TSN), niio apresentaram anticorpos contra o BRSV.
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Os soros colhidos foram centrifugados a 1.500g por 10 minutos a 4°C, inativados a

56°C por 30 minutos, aliquotados e estocados a temperatura de -20°C até o momento de uso.

As amostras analisadas neste estudo foram gentilmente fornecidas por Médicos
Veterinarios de campo (RS, SP, MG e PR), pelos Institutos Biologico (Sdo Paulo) e de

Zootecnia (Nova Odessa).



TABELA 2 - Caracteristicas gerais dos animais estudados.

Rebanho bovino de corte, com sintomas respiratérios.

Idade até 8 meses. Procedéncia: RS, SP, MG

Rebanho bovino de corte, com sintomas respiratorios.
Idade acima de 8 meses. Procedéncia RS.

22 Rebanho bovino letteiro, com sintomas respiratorios.
Idade adulta. Procedéncia RS.
89 Rebanho bovino leiteiro, sem historia de doenga
respiratoria. Idade até 13 meses. Procedéncia SP e RS.
234 Rebanho bovino de corte, sem historia de doenga
respiratoria. Sorologia positiva para IBR (32,5%). Sem
registro de idade. Procedéncia SP, MG e MS.
242 Rebanho bovino leiteiro, sem histéna de doenca
' respiratoria. Sorologia positiva para IBR (24,4%).
Procedéncia PR, SP e R
32 Rebanho bovino, estado de SP (dados msuficientes).

864

30



6.2. TESTE DE SORONEUTRALIZACAQ (TSN)

A determinacdo de titulos de anticorpos soroneutralizantes nos soros bovinos foi
efetuada pelo Método Beta, onde concentragfes constantes de virus foram colocadas a
reagir frente a diluigbes seriadas dos soros a serem testados, conforme recomenda GELB
{1989). O teste de soroneutralizag8io foi realizado segundo GRAHAM et al. (1988) com

algumas modificagdes.

Foram utilizadas monocamadas de células com 24 horas de crescimento a 37°C em
microplacas de fundo chato com 96 cavidades (item 3.) ¢ os soros inativados foram diluidos
em MMEE com 5% de Antibidticos (penicilina 5x 10° UL estreptomicina 5 g; fungizona 5
g) em base 2 e 100DICTs/ml da amostra viral. A mistura soro-virus foi incubada durante 1

hora a 37°C antes de ser adicionada as placas.

A incubagio foi realizada durante 5 dias em estufa de atmosfera tmida de CO, e 0
titulo calculado como a maior diluigo do soro que inibiu o aparecimento de ECP, levando-
se em consideragfio os controles de célula, virus e soros. Os soros que proporcionaram
titulo neutralizante igual ou menor a 4 foram considerados negativos, e soros com titulos

igual ou maior a 8 foram considerados positivos (HAFEZ, 1990).



6.3. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Foi adotada a metodologia de GRANT et al. (1987) com algumas modificagdes.
As placas de ELISA (Flow Laboratories) impregnadas com antigeno viral purificado, foram

fornecidas pelo Laboratorio Estadual de Stuttgart/Alemanha.

Os soros obtidos de rebanhos bovinos (item 6.1.), foram diluidos a 1:40 em PBS-
T [PBS e 0,05% de Tween 20 (Sigma Chemical Company)] com 0,1% de leite desnatado e
adicionados a cada orificio na quantidade de 0,1 ml, permanecendo em incubagfo por uma

hora a 37°C em camara imida.

Apos a incubagfo, as placas foram lavadas 3 vezes com solugdo de lavagem (salina
fisiologica; 0,05% (v/v) de Tween 20). O conjugado utilizado foi IgG de cabra anti-IgG de
bovine marcado com peroxidase (Nordic, Holand), que foi diluido 1:200 em PBS-T ¢
adicionado as placas na quantidade de 100 1 por cavidade. A incubagfio foi realizada por
uma hora a 37°C em cémara umida. A seguir, as placas foram lavadas por 4 vezes com
solugdo de lavagem, e adicionado 0,1 ml do substrato enzimatico [sal de aménio 2.2 azino-
di(acido 6,3 etilbenzitiazolina sulfonico) Sigma Chemical Company], por cavidade,

permanecendo 30 minutos 4 temperatura ambiente e na auséncia de luz.
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A reacio foi interrompida com a adi¢do de 0,05 ml de H,SO, (Merck) 3N por
cavidade. A leitura das densidades Opticas (DO) de cada cavidade das microplacas foi
realizada em leitor de ELISA (Labsystems Multiskan Biochromatic Type 348), a um
comprimento de onda de 405 nm contra branco, constituido unicamente pelo substrato e
bloqueador enzimatico. Os resultados médios obtidos foram expressos em relagdio aos
controles positivo e negativo presentes em cada microplaca. A atividade de cada soro foi

calculada atraves do quociente Amostra/Positivo segundo a férmula:

AP =XA-XN
XP-XN

onde,
XA = Absorbiancia média do soro da amostra
X N = Absorbéncia média do soro de referéncia negativo

X P = Absorbancia média do soro de referéncia positivo

Os valores positivos foram calculados levando-se em consideragio os resultados
obtidos nos testes e seus respectivos controles. Em cada placa foram colocados 3 controles

positivos e a média foi considerada o valor padrio para os célculos. Como resultado positivo



foi considerado todo valor maior que 80% da média dos controles, e resultado negativo foi

todo valor menor que 80% do valor da média dos controles (HANEL, 1993).
7. ISOLAMENTO VIRAL

O isolamento viral foi obtido a partir de 33 amostras de secregfio nasotraqueal de
anmimais vivos, procedentes de bovinos dos Estados do RS e SP. O matenal para o
isolamento viral foi colhido através zaragatoas ("swabs") € acondicionado em tubos
esterilizados contendo meto MEE com 20% de .Glicerina, 20% de Soro Equino € 5% de
Antibioticos (penicilina 5x 10° UI, estreptomicina 5 g; fungizona 5 g), os quais foram
processados imediatamente em sistemas sensiveis ou estocados a -20°C até a sua andlise.
Para detectar BRSV, a amostra destinada para o isolamento deve ser obtida o mais cedo
possivel ainda no processo de desenvolvimento da enfermidade e transportada dentro de 24
horas ao laboratorio. Os animais mais severamente afetados podem ndo ser os melhores
candidatos para isolamento viral, visto que o animal aparentemente normal pode estar na

primeira fase do processo, onde a quantidade de virus ¢ maxima (DUBOVI, 1993).

Levando em consideracio essas indicagGes, as amostras para isolamento

procediam de bovinos de propriedades com histérico clinico de enfermidades respiratorias,
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suspeitos de apresentar a doenga, pertencentes ao grupo de maior risco (com idade maxima
de 8 semanas), de rebanho soropositivo e sem sintomas clinicos respiratdrios evidentes,
evitando colher amostras de animais com sintomas avangados, devido a posibilidade de

infecgdes mistas (BAKER et al., 1985; FREY, 1982).

Pela dificuldade de isolamento deste virus, as amostras precisaram ser tomadas
com o maximo de cuidado. No periodo que abrangeu este estudo, nfo foi possivel obter
amostras de antmais necropsiados. As amostras traqueais de animais recém infectados nio
sdo sempre possivels de serem obtidas. Pelo fato de que as amostras foram colhidas a partir
de zaragatoas nasotraqueais, também recomendados na literatura, a qualidade nesse caso ¢
extremamente Importante para a obtengdo de resultado positivo. As zaragatoas foram
tomadas da area mais caudal possivel do trato respiratorio, de modo a conseguir células que
suportem o crgscimento do virus. Em seguida as zaragatoas foram colocadas em um meio
de transporte e armazenadas na temperatura em torno de 5°C, porém nfio congelados. A
rapidez em que a amostra foi inoculada em células para isolamento viral, ¢ de fundamental

importincia para o processo de isolamento.



7.1. IMUNOFLUORESCENCIA DIRETA

Os testes de imunofluorescéncia direta foram realizados para detectar antigenos de
RSV nas 33 amostras de secre¢@io nasal, antes de comegar os ensaios de isolamento viral em

culturas de células, servindo assim, como uma triagem.

Em laminas apropriadas para imunofluorescéncia (Glasstécnica) foi colocada uma
gota de suspensdo nasal (item 7.). A amostra foi incubada em estufa a 37°C, fixada com

acetona (Merck) durante 20 minutos a 4°C e depois lavada com agua bidestilada (pH 7.2).

O conjugado anti-pneumovirus (HRSV) marcado com fluoresceina, obtido do
Central Laboratory Weybridge, Inglaterra, foi diluido 1:10 em PBS (0,05 M, pH 7,3),
colocado sobre a amostra fixada e o sistema foi incubado em cdmara tmida a 37°C por 30
minutos. Apds lavagem com PBS (0,05 M, pH 7,3), procedeu-se a leitura em microscopio
de imunofluorescéncia (Carl Zeiss), incluinde sempre um controle negativo e positivo em

cada lamina.

As amostras que apresentaram resultado positivo, foram inoculadas em células

para isolamento viral.
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7.2. INOCULACAO EM CULTIVO CELULAR
7.2.1. PREPARO DO INOCULO VIRAL

As secregdes nasais foram previamente congeladas e descongeladas,
homogeneizadas em MMEE (na diluigio 1:10), centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos a

4°C, o sobrenadante filtrado (0,2 um) e imediatamente processado.

Para o isolamento viral, as amostras previamente preparadas, foram inoculadas
simultaneamente em duas linhagens celulares, MDBK e CER (item 3.) e submetidos até 20°
passagem celular.

O filtrado nasotraqueal, contendo 0,1 ml, foi inoculado em triplicata em
microplacas de 24 orificios (Costar). Em seguida, foram adicionadas as cavidades 1 ml de
monocamadas de células CER e MDBK (2 x 10° células/ml) tripsinizadas e ressuspendidas

em meio de crescimento (MMEE com 10% de SFB).

Cada placa continha também controle de células e controle positivo (amostra viral
BRSV-88). A incubagfio foi realizada a 37°C em estufa de atmosfera tmida de CO, (Forma
Scientific) e as culturas observadas diariamente até o quinto dia apds a inoculagio em
microscépiq de luz invertida (Axiovert 100, Carl Zeiss) quanto ao aparecimento de efeito

citopatico (ECP) caracteristico, isto €, formagdo de sincicio ¢ arredondamento celular
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(BUYS et al., 1989). Apos cinco dias de incubagio € a nio detecgdo de ECP, foram

efetuadas passagens cegas, até a 20* passagem celular.

7.2.2. INOCULACAO EM DIVERSOS SISTEMAS CELULARES

A amostra viral isolada foi inoculada em diferentes culturas celulares, a fim de
testar a sua sensibilidade. Além das células CER e MDBK, foi testada também a linhagem
VERO (Kidney African Green Monkey). Culturas Primarias de Pulmdo de Embrido de
Bovino (BEL) livres de anticorpos contra BRSV e cultura primdria de Fibroblasto de
Embrido de Galinha-SPF (FEG) também foram utilizadas para inocular a amostra viral
isolada. A técnica de cultura FEG, foi baseada no método de BURLESON et al., {(1992); e a

cultura BEL, conforme recomenda MAYR et al., (1974).

A amostra viral foi primeiramente adaptada inoculando-a em placas de 24 orificios
(Costar) com monocamadas das diferentes células cultivadas (Ttens 3. e 7.2.1.), e apds a

obtengio do ECP, o virus foi diluido e titulado (Item 5.).
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1.3. CARACTERIZACAO VIRAL

7.3.1. PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS

Para determinar as propriedades fisico-quimicas do isolado viral foram utilizados
o0s seguintes testes: sensibilidade ao cloroférmio, a temperatura, ao 5-iodo-2-deoxiuridina;
estabilidade ao pH; attvidade hemoaglutinante ¢ hemoadsorgido. A metodologia empregada
foi segundo von MAYR et al., (1974). Para tanto, foram utilizadas monocamadas de células

com 24 horas de crescimento a 37°C em microplacas de 96 cavidades (Corning).

ApOs eliminar-se o meio de crescimento celular foram adicionados 0,05 ml de
MMEE com 2% de SFB a cada cavidade. O indculo constou de 0,05 ml de cada diluigdo
(logyp de 107" a 10™) da amostra tratada (nos diferentes ensaios) € da amostra viral (controle
do virus) em MMEE. A incubagio foi realizada em estufa de atmosfera imida de CO; a
37°C (Forma Scientific) durante 5 dias. O DICTj, foi calculado pelo método de REED &

MUENCH (1938).
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7.3.1.2. TESTE DE SENSIBILIDADE AO CLOROFORMIO

A suspensdo viral foi submetida a agitacio com 10% de cloroférmio (Merck)
durante 1 hora a temperatura ambiente e mantida no refrigerador a 4°C até o dia seguinte.
Apds 24 horas, a amostra foi centrifugada 30 minutos a 3.000 g, diluidas e distribuidas em

placas para determinar o titulo viral (item 5 ).

7.3.1.3. TESTE DE SENSIBILIDADE A TEMPERATURA

Foram usadas aliquotas de suspensfo viral distribuidas em 3 tubos, sendo que o
primeiro tubo foi incubado em banho Maria a 56°C, outro a 60°C durante 30 minutos e o
terceiro permaneceu a temperatura ambiente, como controle. Em seguida, as amostras

foram diluidas e distribuidas em placas para determinar o titulo viral (item 5.)
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7.3.1.4. EFEITO DE 510D0-2-DEOXIURIDINA (IUDR)

Para detectar o efeito de TUDR, que atua em virus DNA, foram realizadas 4
concentragdes de TUDR (0, 10, 50 e 100 ug/ml) sobre a amostra viral. O indculo viral foi
adsorvido na placa durante 1 hora a 37°C. Em seguida, as placas foram lavadas duas vezes
com PBS (0,05 M, pH 7.3) a 37°C. Quatro orificios com a mesma diluigio viral (107 até
10®), receberam 0,05 ml das diferentes concentragdes de TUDR acrescido de meio Eagle
com 2% de soro equino. Apos 48 horas, cada orificio foi lavado com PBS (0,05 M, pH 7.3)

a 37°C e a placa novamente incubada seguindo a técnica descrita (item 7.3.1.).

Igual tratamento foi realizado no controle de virus RNA e DNA. Como controle de
virus DNA utilizou-se o "Porcine Herpes Virus" (PHV-1) inoculado em células VERO
(Kidney Africann Green Monkey), ¢ para o virus RNA o virus da doenga de Newcastle

(Paramixovirus) inoculado em cultura primaria de fibroblasto de embrifo de galinha (FEG).
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7.3.1.4. TESTE DE ESTABILIDADE AO pH

Detectou-se a estabilidade do virus a pH 3.0, 6.0 e 9.0. Os periodos de incubagéo
em cada pH foram 10, 30, 60, 180 e 300 minutos. Tomou-se uma amostra de virus,
misturando-a em partes iguais com a solugio do pH desejado, obtida da mistura de
Na,HPO; e acido citrico 0,1M (Merck). Uma segunda amostra foi misturada com uma

solugdo cujo pH era 7,4 +0,4. A seguir foram distribuidas nas microplacas (item 7.3.1.).

7.3.1.5. ATIVIDADE HEMOAGLUTINANTE

Para a determinagdio da atividade hemaglatinante foram utilizados eritrocitos de

galinha, peru, cobaia, coelho, camundongo, bovino e ovino.

Foralﬁ colhidos 0,5 ml de sangue de galinha, pefu, cobaia, coelho e camundongo
por pungdo cardiaca e 5,0 ml de sangue de bovino e ovino por via endovenosa. Os sangues
colhidos em tubos contendo 1 ml de citrato de sédio (Merck). Apos a colheita, as amostras
foram centrifugadas durante 10 minutos a 2.200 g, e o sobrenadante desprezado.

O sedimento foi lavado 2 vezes com solugdo de PBS (0,05 M, pH 7,3) e no final da segunda

lavagem, ressuspendido a 50% com adi¢io de solugdo de PBS (0,05 M pH 7,3).
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O teste foi realizado em placas de fundo em U (Greiner) apropriadas para o ensaio.
A capacidade de hemaglutinagio do BRSV foi testada com solugbes de entrocito 1%
(obtidas a partir da solucio estoque) das diferentes espécies acima mencionadas a

temperatura de <4°C e por periodos de incubagfio de 30 e 60 minutos.

7.3.1.6. TESTE DE HEMOADSORCAO

Foram utilizadas culturas celulares (item 3.) incubadas por 3 a 9 dias em
microplacas de 96 cavidades. O meio de cultura foi desprezado e as monocamadas celulares
lavadas 2 vezes com PBS (0,05 M, pH 7,3) e apos a Gltima lavagem foi adicionada a
suspensdo viral. Neste ensaio foram utilizados diferentes tempos de incubagdio (2, 4 ¢ 6
horas) ao fim dos quais foi adicionado 0,2 ml de suspensdo dos 7 diferentes tipos de
eritrocitos (item 7.3.1.5.) 2 0,5% em PBS (0,05 M, pH 7.3). Apds a adigio dos eritrocitos, e
incubagdo durante 10 minutos a 37°C, procedeu-se a observagdo dos resultados em

mICroscopio optico.
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7.3.2. SORONEUTRALIZACAO CRUZADA

Para a realizagdo deste ensaio, foram analisadas amostras padrdes de virus e os
respectivos antisoros policlonais das cepas BRSV-88 (Item 2.} e BRSV-375 provementes da
American Culture Collection/EUA, LEHMKUHL, (1979), e cedidas pelo Laboratorio

Estadual de Stuttgart/Alemanha.

Os antisoros ¢ virus padrées foram cruzados com soros policlonais ¢ BRSV

brasileiro. O teste de soroneutralizag@io cruzada baseou-se na técnica descrita no item 6.2.
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7.3.3. PURIFECACAQO VIRAL

Os procedimentos de GOUGH & COLLINS (1989) foram adotados para a
purificagiio das amostras virais. A suspensio viral (item 4.), foi centrifugada a 30.000 g por
1 hora a 4°C (Centrifuga Beckmann modelo L 2-21).

O sedimento obtido foi ressuspendido em aproximadamente 2% do volume imcial
para cada amoestra viral em tamp&o TRIS-Calcio (pH 7.2). O concentrado viral fo1
cuidadosamentes adicionado sobre um gradiente descontinuc de sacarose (Merck). Para o
gradiente foram» utilizados 7 ml da concentragfio de 30% (p/p) e 2 mil da concentragdo de
55% (p/p) de sacarose (preparadas a partir de uma solugo estoque 66% em tampdo TRIS-
Calcio).

O virus foi peletizado a 53.000 g por 1 hora e 30 minutos a 4°C (Ultra-centrifuga
Beckmann modelo L 8-80 M). Em seguida, com o auxilio de uma seringa de 3 ml, foi
retirada a banda. viral localizada na jung¢do com a concentracéo de 55%.

A frag&io colhida foi novamente centrifugada e peletizada a 30.000 g por | hora a

4°C; o sedimento ressuspendido em tampdo TRIS-Célcio (aproximadamente em 0,5% do

volume inicial) € armazenado a -70°C, em aliguotas de 0,05 ml.
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7.3.4. MICROSCOPIA ELETRONICA

As paxticulas virais purificadas, foram visualizadas através de microscopia
eletrénica, utilizando-se o método descrito por BARTH, (1984), com grades recém-
revestidas de foxmvar e carbono, tratadas com polilisina (poli-L-lisina) a 0,1% diluida em
agua destitada (pH 7.2), durante 30 segundos. A suspensdo viral foi entdo colocada sobre as
grades, pelo mesmo periodo, sendo o excesso retirado com papel absorvente ¢ lavagens
sucessivas com aAgua destilada. Em seguida, foi adicionado 4cido fosfotingstico (AFT) a
2%, com tratamento instantdneo (AFT rapido) ou tratamento durante 30 segundos. As
preparacdes foram observadas em microscépio eletrdnico de transmissdo (Zeiss EM
modelo 900), em aumentos de 131.000, 142.000 e 309.000 vezes, no Centro de Microscopia

Eletronica do Instituto Biologia/UNICAMP, Campinas (SP).

8 - ANALISES ESTATISTICAS

As difexengas entre os testes sorologicos de SN e ELISA foram determinadas

usando o teste X, a niveis de probabilidade de 0.05 (LEVIN, 1987).
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IV. RESUL TADOS

1. TESTES SOROLOGICOS

A analise dos resultados mostrou alta percentagem de anticorpos contra BRSV
em todos os estados estudados (figura 1), utilizando tanto o teste ELISA como o teste de
soroneutralizag@o. O teste ELISA mostrou-se ligeiramente mais sensivel que o teste de
soroneutralizag@o, 75% (ELISA) e 68% (TSN) respectivamente (Tabela 3, figuras 2 e 3).
As frequéncias apresentaram diferengas significativas entre si, pelo teste X° ao nivel de

5% de probabilzdade.

TABELA 3 - Presenca de anticorpos anti-BRSV em amostras de soros bovinos

utilizando os testes sorolégicos de ELISA e Soroneutralizacio.

649 (75%) | 215 (25%)

578 (68%) | 268 (32%) 846
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Fig. 2 Porcentagem de amostras soropositivas
segundo teste ELISA
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Fig. 3 Porcentagem de amostras soropositivas
segundo teste de Soroneutralizagéo
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Os resultados por regido estdo resumidos nas tabelas 4 ¢ 5 e figura 4,
mostrando uma ligeira tendéncia & maior positividade nos Estados do sul (figura 5). A
discrepincia do numero de amostras totais entre os testes deve-se A presenga de 18
amostras cujos yesultados no teste de soroneutralizagio ndo foram conclusivos por terem
alta toxicidade afetando diretamente a cultura celular, apesar de serem submetidas a

centrifugacdo para clarificacfo.

Tabela 4 - Presenca de anticorpos anti-BRSYV por regido, em

amostras de soros segundo o teste de ELISA.

127 (81%)

96 77 (80%)
427 | 314 (74%)
14 8 (57%)
73 52 (71%)
97 71 (73%)

864 649 (75%)
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TABELA 5 - P resenca de anticorpos anti-BRSV por regiio, em

armostras de soro segundo o teste de soroneutralizacio.

i ...I"{'S et

150

111 (74%)

- PR

92

68 (74%)

s

409

265 (65%)

T Ms

14

6 (43%)

69

50 (73%)

112

74 (66%)

| TOTAL

846

578 (68%)

Analisando-se os soros provenientes de bovinos menores de 13 meses, ambos

os testes demonstraram maior prevaléncia nesta faixa etaria, embora o teste mais

sensivel tenha sido o TSN (Tabela 6).
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TABELA 6 - Resultados sorologicos dos testes de ELISA e SN em animais menores

d e 13 meses.

E . 3 7 10

T TOTAL 306 252 267

Os titulos neutralizantes das amostras positivas foram relativamente baixos:
54% tinham o titulo até 1:16, e 70% dos soros testados apresentavam tiﬁﬂo menor ou
igual a 1:32 (Tabela 7). O maior titulo neutralizante foi ‘1:1024, encontrado somente em
uma amostra procedente de rebanho do Parand, resultante do TSN utilizando-se a

amostra viral isolada no Brasil (BRSV-25-BR).
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TABELA 7 - Titulos neutralizantes de anticorpos anti-BRSV (log2) em amostras de

2} 2* 23 2¢
22% 32% 16% 30%
70% 100,0%

A grande maioria dos soros analisados foram testados frente ao virus padrio
BRSV-88. ApOs o isolamento da amostra viral brasileira, esta foi utilizada para repetir
os testes de soroneutralizagio em 103 amostras selecionadas aleatoriamente e as
diferengas ndo foram significativas com p < 0.05 (Tabela 8). As frequéncias nfo
apresentaram diferengas significativas entre si, pelo teste X ao nivel de 5% de

probabilidade.
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TABELA 8 - Comparacio dos resultados do TSN utilizando a amostra padrio

(BRSV-88) ¢ a amostra brasileira (BRSV-25-BR).

26 (25%)

103

BRSV-25-BR | 79(77%)

24 (23%)

103

2. ISOLAMENTO VIRAL

Das amostras testadas, 20 procediam do Estado de Rio Grande do Sul (proximo

da fronteira corn Argentina e Uruguai) e as demais (13), procediam do Estado de Séo

Paulo.

Todas as amostras foram submetidas ao teste de imunofluorescéncia direta

segundo o método indicado. Apenas duas das amostras testadas (procedentes de RS),

mostraram reag¢@o positiva, dando boas perspectivas de sucesso para o isolamento em

células (Tabela 9).
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TABELA 9 - Presenca de antigeno viral do BRSV utilizando o teste de

imunofluorescéncia direta com IgG anti-RSV marcado com rodamina.

2
SP i3 0
TOTAIL 33 2

Pelo nuamero reduzido de amostras em condigdes de serem testadas (n=33),
apesar de ter se obtido um resultado de imunofluorescéncia negativo, as mesmas foram
cultivadas para o isolamento em cultura celular, mostrando-se negativas apds 20
passagens cegas.

O meio de cultura com a suspensio em teste foi inoculado em células MDBK e
CER em placas de 24 orificios e em triplicata. As placas foram incubadas durante cinco
dias a 37°C e diariamente foi realizada a leitura em microscopio de luz invertida para
detectar o aparecimento de efeito citopatico, como pode ser apreciado nas Figuras 6a,

6b, 7ae 7h.
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Apds a quinta passagem, foi observado o efeito citopatico caracteristico deste
virus, ou seja, aparecimento de sincicios nas monocamadas celulares (Tabela 10;
Figuras 6a, 6b, 7a ¢ 7b), em uma das amostras analisadas.

O isolamento viral foi realizado tanto na célula CER como MDBK. O efeito
citopatico e o titulo viral foram melhor observados na linhagem CER (Tabela 13:
Figuras 6a, 6b, 7a e 7b), cuja célula foi utilizada como padrdo para a realizagio dos
testes subsequentes, ou seja, produgdio de antigenos, TSN, purificacéo e os testes de

caracterizagio viral.



FIGURA 6a : MONOCAMADA DE CELULAS MDBK ( MARBIN-DARBY BOVINE
KIDNEY ), CONTROLE.

FIGURA 6b : MONOCAMADA DE CELULAS MDBK, COM EFEITO C}T{)PATECO
CAUSADG POR BRSV NO 5° DIA APOS A INOCULACAOQ.
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FIGURA 7a: MONOCAMADA DE CELULAS CER (CHIKEN EMBRYO ROUGH)
NORMAL.

FIGURA 7b : MONOCAMADA DE CELULAS CER COM EFEITO CIT(}PATICO
CAUSADO POR BRSV NO 5° DIA APOS A INOCULACAO.
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TABELA 10 - Isolamento de BRSV por meio de inoculacgdes sucessivas
em células CER e MDBK.

s 13 0
- TOTAL 33 !

Esta amostra viral foi propagada e submetida a testes de caracterizagiio viral,

sendo denominada BRSV-25-BR, por proceder da 25 amostra estudada.

A amostra viral foi .submetida a propagacdo em culturas celulares, tanto de
mamiferos como de aves. Foram utilizadas linhagens celulares padronizadas MDBK
CER ¢ VERO, além de cultura primdria de pulmio de embrifo de Bovino (BEL) e
cultura primaria de fibroblastos de embrifio de galinha (FEG). O virus se desenvolveu

em todas as culturas exceto em FEG (Tabela 11).

TABELA 11 - Replicacéio viral em diferentes culturas celulares,

adaptadas as células MDBK e CER (Titulo logl0 DICTs/ml).

5,5 35 5,0 0,0
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3. CARACTERIZACAQ VIRAL

Quanto ao tratamento com TUDR, conforme se observa na tabela 12, verificou-
se que nas diferentes concentragdes analisadas (0, 10, 50 e 100 ug/ml) ndo afetou a
capacidade infectante do virus, demonstrando assim, que o mesmo & um virus-RNA.

No entanto, em relagiio ao efeito da temperatura e do cloroformio sobre a
amostra estudacla, observou-se que a exposigdo as temperaturas de 56°C e 60°C por um
periodo de 30 minutos, inativou a amostra viral. A mesma observagio foi demonstrada

em relagdo ao efeito do cloroférmio sobre a referida amostra (Tabela 12).

TABELA 12 - Resultados dos testes de termoestabilidade, sensibilidade ao

cloroférmio e ao tratamento com IUDR do isolado brasileiro (Titulo
log10 DICT 5p/ml).
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Esses -dados nos permitem concluir, que a amostra isolada ¢ um virus
envelopado, que apds a sua inativag&o pelos agentes acima testados, fica comprometida

a infectividade do mesmo.

Os tratamentos a diferentes valores de pH, mostraram que o virus ¢ estavel
numa ampla faixa de pH (6,0 a2 9,0) a temperatura de 4°C, mas ¢ afetado pelo tempo de
exposi¢do a esia temperatura, principalmente apds 180 minutos. No entanto, foi
observado que a pH 3,0 ndo se constatou nenhum ECP e sim uma toxicidade em relagio

as células (Tabela 13).

TABELA 13 - Efeito de diferentes valores de pH na replicacio da amostra viral

BRSV-25-BR em cultura de células CER (Titulo log1 0DICTse/ml).

0,0 0.0

60 - 5,0 4,3 4,0 3,8 0,0
74 155 4,5 4,3 4,0 0,0

90 |50 | 43 43 3,8 0,0
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A ativadade de hemoaglutinagdo das amostras de BRSV utilizando eritrocitos
de galinha, perw, cobaia, coelho, camundongo, bovino e ovino na concentracio de 1%
em solugdo de MNaCl tamponada, com dois periodos de incubacdo de 30 ¢ 60 minutos a

4°C, pode ser verificada na Tabela 14.

TABELA 14 - "Teste de Hemoaglutinacéio da amostra BRSV-25-BR com diferentes
tapos de eritrécitos.

6{) : ; L1 neg neg neg neg neg neg neg

A ativi dade de hemoadsor¢do foi pesquisada utilizando os mesmos tipos de
eritrocitos, os poeriodos de incubacfio viral observados foram 2, 4 e 6 horas, cujos

resultados estdo expressos na Tabela 15.

TABELA 15 - Weste de Hemoadsorcio de eritrécito de galinha, peru, cobaia, coelho,
camundongo, bovino, ovino.

2 4 6

negativo negative negativo
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Pelos resultados das tabelas 14 e 15, verificou-se que amostra viral 1solada no
Brasil (BRSV-25-BR) ndo conseguiu aglutinar nenhuma espécie de eritrocito
pesquisado, visto que apés 30 e 60 minutos de incubagdo, ndo apresentou nenhuma
atividade aglutinante.

Quanto ao teste de hemoadsorsdo, utilizando-se dos mesmos tipos de
eritrocitos, observou-se que apés 2, 4 e 6 horas de incubagdo do virus na linhagem de

célula testada (CER), os resultados foram negativos.

No teste de soroneutralizagio cruzada foram testados dois padrdes de virus
sincicial de bovinos, provenientes da Alemanha (BRSV-88) e dos Estados Unidos
(BRSV-375) e seus antisoros. Os virus padrdes e seus respectivos antisoros policlonais,
foram testados com a amostra brasileira (BRSV-25-BR) e soro de amostras de animais

positivos (Tabela 16).
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TABELA 16 - Teste de soroneutraliza¢do cruzada (TITULO em log;) da amostra

borasileira isolada, comparada com outras amostras padroes.

10,5 9,5

9,5 11,0 8,5

3

. BRSV-2SBR - 95 10,5 8,5

>

a : Soro proceckente de rebanho com alto titulo neutralizante.

Pelos resultados apresentados na tabela 16, foi observado que todas as amostras
virais, tanto as padres como o isolado no Brasil, cruzaram com seus respectivos
antisoros, sugerindo assim a provavel existéncia de semelhanga antigénica entre os

BRSV estudados o qual deveria ser confirmado com o antisoro homélogo.
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4. MICROSCOPIA ELETRONICA

O virus isolado no Brasil foi estudado morfolégicamente através da anslise de
imagens geradas ao microscopio eletrénico, obtidas de virus purificado em gradiente de
sacarose segundo meétodo indicado. O titulo neutralizante da amostra purificada foi de
10°°DICTsp/ml.

A amostra colocada diretamente na grade, e observada ao microscépio
eletronico proporcionaram imagens de um virus de caracteristicas pleomérficas,
tamanho aproximado de 100 a2 300 nm, com presenga de espiculas. Notou-se grande
quantidade de especimes incompletos ou destruidos.

Foi realizada também imunofotografia eletrénica, na qual a amostra do virus
purificado foi incubada duas horas com anticorpos especificos anti-BRSV e aderida a
grade. Apos esse tratamento, as imagens mostraram virus imunologicamente ativos e
que nos permitiu ratificar as observacdes feitas no primeiro teste.

As imagens observadas (Figura 8) estio de acordo com as caracteristicas
morfologicas do BRSV, permitindo afirmar que o virus isolado no Brasil procedente de

bovinos, trata-se de uma amostra brasileira deste virus.



FIGURA 8 : MICROFOTOGRAFIA ELETRONICA DO BRSV-25-BR ISOLADO DAS

AMOSTRAS DO BRASIL, CORADAS NEGATIVAMENTE, AUMENTO

131.000 x, 100 nm.
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V. DISCUSSAO

A labilidade deste virus tem dificultado seu reconhecimento e detecgiio, tomando-
se dificil demonstrar sua presenga atraveés de métodos de isolamento viral, preferindo-se a
detecgiio por outros métodos tais como a imunofluorescéncia direta ou a pesquisa de

anticorpos no soro (DUBOVI, 1993).

Neste estudo, pesquisamos a ocorréncia de anticorpos anti-BRSV nos Fstados
brasileiros do sudeste e sul do pais (RS, PR, SP, MS, RJ e MG) utilizando dois testes
sorologicos diferentes: o teste de soroneutralizagio (SN) € o ensaio imunocenzimatico

(ELISA),

Os resultados demonstraram a presenga de anticorpos anti-BRSV em todas as
regides estudadas (Figura 1, Tabelas 4 e 5). Das 864 amostras de soros bovinos testadas,
foram encontrados 75% e 68% de animais reagentes (Tabela 3, testes ELISA ¢ SN

respectivamente). Este alto grau de positividade, semelhante ao encontrado em paises
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longamente afetados pela doenca (DUBOVI, 1993: DURHAM et al., 1991), e a ampla 4drea
envolvida, sugere um prolongado convivio com o virus. No entanto, até o presente momento
no Brasil a doenga nio tinha sido identificada, principalmente porque todas as doencas
respiratérias apresentam sintomatologia semelhante (KIMMAN et al., 1988; JACOBS &

EDINGTON, 1975).

Em relagéo aos resultados dos dois testes sorologicos desenvolvidos, observou-se
uma leve diferenga, significativa a p < (.05, mostrando maior porcentagem de soros
positivos usando o teste ELISA (75%) o qual seria mais sensivel do que o teste de
soroneutralizag@o (68%) para a detecgfio destes anticorpos. Estes resultados estio de acordo
com a literatura, a qual indica o teste ELISA como sendo mais sensivel, pois detecta
anticorpos adquiridos passivamente, e diferentes classes de imunoglobulinas em relacdo a
outras provas s;orolégicas (GILLETTE, 1983; FLORENT & MARNEFFE, 1986 e
WESTERBRINK & KIMMAN, 1987). Porém, ndo é um teste amplamente utilizado no
diagndstico pela dificuldade de se obter o antigeno em condigdes apropriadas (DUBOVI,
1993). Nossos resultados seriam explicados, provavelmente, pelo fato de que as amostras

foram colhidas de animais sem a doenga clinica. Por esta razdo, as imunoglobulinas devem
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ser da classe IgG, as quais persistem por mais tempo na circulagio sanguinea. O teste
ELISA detecta essa classe de imunoglobulinas e elimina numerosos problemas derivados do
trabalho com um virus extremamente 1abil como é o BRSV, minimizando assim fatores que
fazem diminuir a sensibilidade dos testes de soroneutralizacfio. Pelas diferencas obtidas
usando os dois testes, seria recomendavel sempre usar mais do que um teste para tomar

decisdes em relacéio a tratamentos.

E interessante notar que a maioria das amostras procediam de fémeas (98%) e as
amostras procedentes de machos (1,2%) foram negativas nos dois testes sorologicos
utilizados (dados ndo mostrados). Pelo nimero reduzido de amostras seria ousado fazer
qualquer afirmacdo da suscetibilidade ao virus relacionada ao sexo, em especial
considerando que na literatura consultada nfo h4 sido relatadas diferengas na suscetibilidade
entre sexos (AMES, 1993). Este fato poderia ser atribuido a outras variaveis, tais como,
diferengas de manejo dentro do rebanho. Igualmente, seria interessante aprofundar os

estudos considerando esse aspecto.
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Analisando as porcentagens de soros positivos classificados por Estado (Tabelas 4
e 5, figura 1), tanto o teste de ELISA como o teste de soroneutralizagio mostraram uma
maior propor¢ao de soropositivos nos Estados do sul {figura 5), regies onde as estacdes sio
mais definidas, sugerindo que o fator climatico esteja fortemente associado a dispersdo
viral, fundamentalmente por praticas de manejo, pois favorece o contato entre animais
infectados e animais susceptiveis ndo infectados e portanto ajudando na dispersdo do virus.
Estas observagdes estdio de acordo com a literatura (CALDOW et al., 1993; KIMMAN et

al., 1988; KELLING, 1993).

As amostras do Estado de Mato Grosso do Sul, devido ao nimero reduzido de
soros (n=14), parecem ser pouco representativas para se realizar uma analise. Porém, dada a
alta ocorréncia de animais soropositivos nos Estados vizinhos acredita-se que um maior

nimero de amostras elevaria os niveis de animais reagentes nesse Estado.

A comparagio dos resultados obtidos em 103 amostras de soros de diferentes
procedéncias, com o teste de soroneutralizagiio, usando a amostra padriio BRSV-88 ¢ a
amostra recentemente isolada no Brasil, indica que os resultados sio semelhantes e nfio

existem diferencas significativas entre elas (p < 0.05), (Tabela 8). Isto demonstra que
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estamos ante uma variedade de BRSV muito proxima da amostra padrdo dos nossos
estudos. Porém, os titulos dos soros obtidos com o virus brasileiro foram maiores (até
1:1024), o que sugere uma maior especificidade causada pela formagio de anticorpos contra
esse virus. Estes resultados estdo em conformidade com a literatura, ja que ndo ha evidéncia
de uma marcada variagio antigénica entre os isolados BRSV, a nfio ser da leve

heterogeneidade no tamanho das proteinas do BRSV (DUBOVI, 1993).

Em relagfo a influéncia da idade no aparecimento da doeﬁga, 0s animais jovens
seriam os mais afetados pelo virus, apesar de existir algumas diferengas quanto aos meses
de maior prevaléncia da doenga, dependendo da produgio (corte ou leite), talvez devido a
diferengas no manejo entre os lotes (AMES, 1993). Os 306 animais menores de 13 meses
em nosso estudo (Tabela 6), apresentaram altos niveis de anticorpos anti-BRSV (ELISA
82% e TSN 87%), maiores que a média geral (ELISA 75% e TSN 68%). Isto corrobora a
informagdo encontrada na literatura indicando essa faixa etdria como sendo a mais afetada
pelo virus. Cabe fazer notar, que nesse grupo o teste mais sensivel foi o TSN,
provavelmente pelo fato de nfio ser seletivo quanto a classe de imunoglobulina (IgM ou
IgG) detectada. Em alguns bezerros € muito provavel que a doenga estaria nos primeiros

estagios, onde predominam imunoglobulinas da classe IgM, nfio detectadas pelo teste de
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ELISA utilizado. Resultados também encontrados por GILLETTE (1983) e
WESTENBRINK et al.(1985), indicam o teste SN como sendo 0 mais sensivel para animais

em estado agudo da doenga e que seria o caso dos bezerros com infecgio primaria.

A realizacio do teste de SN € um procedimento laborioso e demorado, mas
altamente sensivel, principalmente em amostras procedentes de animais jovens com
infecgdes primarias na fase aguda, por detectar também imunoglobulinas da classe IgM, as
primeiras a surgirem. O teste de ELLISA no entanto, é um teste medianamente complexo,
mas rapido e sensivel em amimais com resposta secundaria (GILLETTE, 1983;
WESTENBRINK & KIMMAN, 1987). As vantagens do teste ELISA em relacfo ao teste de
soroneutraliza¢do sio principalmente no tocante as técnicas, ou seja, € menos laborioso, nio
depende sempre de culturas celulares, ¢ adequado para monitoramento e exames rotineiros
(WESTENBRiNK et al., 1985). Por estas razdes, € coﬁveniente utilizar-se na pesquisa

ambos os testes pela sua complementaridade.

Para o 1solamento viral, foram colhidas amostras de secregdes nasotraqueais de 33
animais vivos. A dificuldade de se conseguir amostras confidveis foram grandes, ou seja, foi

necessario que alguns procedimentos bésicos fossem obedecidos, como por exemplo:
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colheita asséptica do matenial, refrigerago da amostra e remessa rapida ao laboratorio, bem
como realizar a colheita no periodo ideal, ou seja, no inicio da enfermidade na provavel

auséncia de contaminantes, principalmente bactérias.

O peqgueno numero de amostras processadas deve-se a estas complicagdes, como
também, a dificuldade de acesso aos animais, pelo fato de ndo atuarmos diretamente como

meédicos veterinarios em propriedades rurais.

O isolamento viral do BRSV ¢ um procedimento trabalhoso e de resultados
mprevisivels, porque animais que evidentemente desenvolveram a doenca nio sdo os mais
indicados para o isolamento (FREY, 1982; DUBOVI, 1993). Amostras de tecidos contendo
altas concentragdes de antigeno BRSV  frequentemente nio reproduzem o virus em culturas
celulares (DUBOVI, 1993). Viarios fatores estdo envolvidos, principalmente a alta labilidade
do virus, a qual requer cuidados especiais no intervalo entre a colheita das amostras até a
inoculagfo a cultura celular. O tempo entre esses dois fatores deve ser reduzido ao minimo
(se possivel, menos de 24 horas) e o virus mantido a baixas temperaturas, Outra dificuldade
encontrada ¢ o elevado niimero de passagens celulares necessarios para se obter sucesso no

isolamento. Embora o BRSV esteja presente nas amostras, o isolamento nfio é conseguido,
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provavelmente porque as células com alto nimero de passagens tenham menos receptores
capazes de adsorver o virus. Qutro obstaculo encontrado, é o fato do virus isolado perder a
infectividade logo apds as primeiras passagens, razio pela qual a reprodugio experimental

da doenga ainda ¢ de resultados nio satisfatorios.

O isolamento viral a partir das amostras do Brasil foi realizado com sucesso com
uma amostra procedente de Rio Grande do Sul, de um bezerro de 2 meses de idade,
pertencente a um rebanho com sintomas respiratérios e soropositivo contra BRSV. Varias
outras amostras da mesma procedéncia nio chegaram a ser isoladas, embora tenham sido
submetidas a0 mesmo tratamento laboratorial. Estes resultados sio explicados pela extrema
labilidade do virus (FREY, 1982; DUBOVI, 1993), que reflete em problemas que possam
ter ocorrido durante a manipulagiio das amostras, levando a uma destrui¢o da infectividade

viral, e consequentemente, afetando sua replicacéo e detecgdo.

O é&xito alcangado no isolamento, acredita-se que também tenha sido favorecido
pela utilizagdo de amostras de animais vivos, que continham ainda um nimero suficiente de
particulas virais nas células com capacidade infectante. Entretanto, amostras procedentes de
tecidos de animais necropsiados, como foi estudado no trabalho de GONCALVES et. al

(1993) no RS, a dificuldade de conseguir esses virus livres e infectivos parece ser maior,
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devido ao tempo transcorrido entre a morte, necrépsia e inoculagfio em culturas celulares.
Além disso, ¢ menos provavel conseguir amostras de tecidos de animais necropsiados na
fase aguda (inicial) da doenga, ou seja, com sintomas leves da enfermidade (DUBOVI,

1993)

Os procedimentos utilizados para caracterizar o virus, ou seja, testes de
termoestabilidade, sensibilidade ao cloroformio, efeito do IUDR, estabilidade ao pH,
hemoaglutinagdo e hemadsorgdio, resumidos nas tabelas, 12, 13 e 14 mostram que
estariamos ante a presenca de um virus procedente de bovinos, nio hemoaglutinante,
envelopado, de RNA, cujo efeito citopatico € a formaciio de sincicios. Essas caracteristicas
do BRSV tambe€m foram descritas por STOTT & TAYLOR, (1985) e MALLIPEDDI,
(1990).

A morfologia encontrada por meio da microscopia eletrdnica deste isolado (Figura
8), que mostra um virus pleomérfico, espiculado e de tamanho aproximado de 100 a 300
nm, permitiram-nos identificar este isolado como sendo uma amostra brasileira de BRSV.
A grande variabilidade morfolégica ¢ o grande nimero de particulas incompletas

encontradas, vao de encontro com os achados de MALLIPEDDI, (1990).
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O resultado do teste de soroneutralizagio cruzada, mostrou que existe uma
semelhanga antigénica entre 0os BRS-Virus estudados, onde a amostra BRSV-25-BR
neutralizou os antisoros especificos das amostras BRSV-88 e BRSV-375 e vice-versa.
Resultados semelhantes foram comentados por DUBOVI (1993), quando foram comparadas
diferentes amostras. Apesar de ndo termos concluido a produgio de soros policlonais
especificos para BRSV-25-BR, os soros colhidos de animais de campo neutralizaram as tres
amostras virais de BRS, ou seja, a amostra brasileira cruza com as outras cepas estudadas.

Isto nos leva a confirmar a presenca deste virus em nosso meio.
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VI. CONCL.USOES

1. Em 864 amostras de soro bovinos provenientes de diversas propriedades de
criagdess localizadas em diferentes regides geograficas do pais, foi detectada a

presenga de anticorpos anti- BRSV por ELISA e soroneutralizagfio.

2. O ELLISA detectou 649 amostras positivas (75%) e a soroneutralizagio 578

(68%).

3. O ELISA foi ligeiramente mais sensivel do que o teste de soroneutralizacgo,

diferenca significativa a p < 0.05.

4 Embora o nimero de amostras colhidas por regidio ndo fosse uniforme,
observou-se maior frequéncia de amostras positivas em animais criados na regifio

sul do ppais.

5. Em 33 amostras colhidas de contelido nasotraqueal de animais no inicio da
sintomatologia clinica, isolou-se uma amostra viral que foi denominada BRSV-25-
BR.

5.1. O isolamento foi realizado em células das linhagens MDBK e CER.
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5.2. O efeito citopatico e o titulo viral foram melhor observados na

Tinhagem CER.

6. A amostra BRSV-25-BR demonstrou ser sensivel ao cloroférmio, genoma
constituido por RNA, termoldbil, estivel em faixa de pH 6,0 a 9,0, ndo

hemoaglutinante e sem atividade de hemoadsorco.

7. A microscopia eletrnica revelou que a morfologia do virus BRSV-25-BR ¢ de
um virus de 100 at¢ 300 nm, arredondado, pleomérfico e espiculado,

caracteristicas dos virus respiratorios sinciciais.

8. Analises sorolgicas comparando a amostra BRSV-88 (padrio nos nossos

estudos) e a amostra brasileira, nio mostraram diferengas significativas (p < 0.05).
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