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RESUMO ~ Com o objetivo de comparar os anticorpos neutralizantes induzidos por infecgbes por herpesvirus bovinos, 508
soros bovinos foram testados pela prova de soroneutralizagio (SN) frente’ aos Herpesvirus Bovinos tipo 1 (BHV-1) e tipo 5
(BHV-5). Duzentos e quarenta ¢ nove (49%) foram negativos para ambos os virus, enquanto que 290 (57%) foram positivos -
para BHV-1 e 288 (57%} foram positivos para BHV-5. No entanto, 41 (8%) dos soros positivos para BHV-1 foram negativos
para anticorpos anti- BHV-5. Por outro lado, 39 (7,7%) dos soros positivos para BHV -5, foram negativos para BHV-1. Estes
resultados indicam que, se a SN for utilizada com a finalidade de avaliar o status sorolégico de infecgdes por BHV-1¢ BHV-
5, os testes devem ser realizados frente aos dois tipos de virus, uma vez que eles niio induzem reatividade cruzada em todos
05 animais.
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DIFFERENCES IN NEUTRALIZING ANTIBODY LEVELS TO BOVINE HERPESVIRUSES
TYPES 1 (BHV-1} AND 5 (BHV-5)

ABSTRACT - In order to compare the neutralizing antibody response after natural bovine herpesvirus infections, 508 cattle
sera were tested by serum ncutralization (SN} against bovine herpesvirus type 1 (BHV-1) and bovine herpesvirus type 5
(BHV-5). Two hundred.and forty-nine (49%) sera were negative for antibodies to both viruses, whereas 290 (57%) were
positive for BHV-1 and 288 (57%) were positive for BHV-5 antibodies. However, 41 (8%) of the BHYV-1-positive sera were
negative for BHV -5 antibodies. On the other hand, 39 (7.7%) of the BHV -5-positive sera were negative for BHV-1 antibodies.
These results indicate that, if SN is to be used to evaluate the serological status of herds to these two types of viruses, tests
must be performed against both BHV-1 and BHV-5, since they do not induce fully crossreactive neutralizing antibodies.
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INTRODUGCAO

Os principais herpesvirus bovinos identificados, no
Brasil, sdo o Virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina
ou Herpesvirus Bovino tipo 1 (BHV-1) ¢ 0 Virus da
Encefalite Bovina ou Herpesvirus Bovino tipo 5 (BHV -
5}, este dltimo previamenie considerado um subtipo de
BHV-1, denominado BHV-1.3 (ROIZMAN el al. 1992),
Ambos sfio membros da famflia Herpesviridae,
subfamilia Alfakerpesvirinae, sendo responsiveis por
vérias enfermidades que afetam os sistemas reprodutivo,
respiratério ¢ nervoso. Estima-se que 30% da popula-
¢io bovina do Brasil {cerca de 50 milhdes de animais)
esteja contaminada com o BHV-1, sendo que 50% a
70% das propriedades apresentam animais sorologica-

—

mente reativos perante ¢ virus (RAVAZZOLO ¢t
al.,1989; PITUCO et al.,1993; LOVATO et al.,1995;
VIDOR et al.,1995). Por outro lado, a prevaléncia de
infecges pelo BHV-5, até ha pouco tempo considera-
do um subtipo do BHV-1, ainda € desconhecida. Igual-
mente, desconhece-s¢ qual a propor¢io dentre os ani-
mais supostamente infectados com BHV-1 que, de fato,
foram infectados por BHV-5. Isto tem ocorrido, porque
a diferenciagfio entre BHV-1 ¢ BHV-5 ¢ dificil, tanto
viroldgica como sorologicamente, devido As cxtensas
reagdcs soroldgicas cruzadas induzidas por ambos.
Como conseqtiéncia, até 0 momento nao existe nenhum
tesie sorolGgico capaz de diferenciar infecgdes por BHV-
1 ¢ BHV-5 com a praticidade necess4ria para sua apli-
cacdo em levantamentos epidemiol6gicos. Embora uma
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variedade de ensaios imunoenzimaticos venham sendo

aplicados ao diagndéstico sorolégico de BHV-1, na maio-
ria dos laborat6rios do Pafs a prova wtilizada para este di-
agndstico ainda € o teste de soroneutralizagio (SN), prova
esta usualmente realizada frente a uma amostra de BHV-
1, e aceita universalmente como prova sorol6gica padrio
para o diagnéstico sorolégico de BHV-1 (BITSCH, 1978}.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o nivel
de anticorpos neutralizantes induzidos por amostras de
BHV-1 e BHV-5 em bovinos nawralmente infectados
e avaliar a extensdo das reagles cruzadas entre ambos
utilizando a técnica de SN,

MATERIAL E METODOS

CELULAS

Foram utilizadas c€lulas da linhagem de rim de
bovino “Madin Darby Bovine Kidney"” (MDBK) culti-
vadas em meio minimo essencial de Eagle (MEM;
INLAB) suplementado com 5% de soro fetal bovino
(SFB; Nutricell). Todos os meios e soros foram previa-
mente testados para assegurar a inexisténcia de pestivirus
€ anticorpos contra herpesvirus bovinos. As c¢lulas fo-
ram tripsinisadas a cada 2 dias ¢ cultivadas seguindo
métodos usuais (PAUL, 1970).

AMOSTRAS DE VIRUS EMULTIPLICAGAO
VIRAL

Foram utilizadas as amostras Los Angeles (LA)
de BHV-1, obtida do Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecudria (INTA), Castelar, Argentina, e a amostra
EVI 88 de BHV-5 citada em estudo prévio (ROEHE et
al. 1997). A multiplicaciio das amostras virais foi reali-
zada em células MDBK, como descrito (ROEHE et al.
1997). As amostras de virus foram tituladas por méto-
dos usuais (BITSCH, 1978).

SOROS

Quinbentas e oito amostras de soros bovinos fo-
ram oblidas do estoque de soros enviados a0 CPVDF
para diagndstico.

SORONEUTRALIZACAQ

Os testes de soroncutralizaggo (SN) foram realiza-
dos essencialmente como descrito por HOUSE e
BAKER (1971), em placas de mictotécnica, frente a 100
DICC,, de cada uma das amostras virais LA (BHV-1)e
EVI 88 (BHV-5), utilizando um periodo de incubag¢io
da mistura soro/virus de uma hora a 37°C, antes do acrés-
cimo de células MDBK, A lcitura das placas foi feita
48, 60 e 72 horas apds o inicio do teste. Todas as amos-
tras de soros bovinos foram testadas em quadruplicata
frente aos dois virus. Os titulos dos soros foram deter-
minados pelo método de Reed e Miiench (LORENZ e
BOGEL, 1973).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos 1estes de SN das 509 amostras
de soros bovinos frente aos dois herpesvirus bovinos
(BHV-1 e BHV-5) encontram-se nas Tabelas 1 e 2. Na
Tabela 1 observa-se que, das amostras de soros exami-
nadas, 290 (57%) apresentaram anticorpos neutralizan-
tes frente & amostra de BHV-1 ¢ 288 (56,6%) frente a
amostra de BHV-5. Cento e oitenta (35,4%) foram ne-
gativas frente a ambos os virus. Quarenta e um (8%)
soros testados foram positivos somente para BHV-1,
a0 passo que 39 (7,7%) foram positivos somente para
BHV-5. A tabela de distribuigdo de freqiiéncias dos -
tulos de anticorpos (Tabela 2) revela que a maioria (38/
39) dos soros positivos somentg para anticorpos anti-
BHV-5 apresentaram ttulos até 1:8. Por outro lado, 37
dos 41 soros posilivos somente para anticorpos anti-
BHV-1 apresentavam titulos at€ 1:8. Estes resultados
indicam que os soros que deram margem a reag0es tipo-
especfficas (isto &, somente contra um dos dois virus
testados) sao soros que possuem tinlos baixos de
anticorpos. Quando os t{tulos de anticorpos neutralizan-
tes foram maiores do que 1:8, somente em 5 casos (1
soro posilivo para BHV-5 com titulo 1:16 ¢ 4 soros
positivos para BHV-1 com t{tulos iguais ou maiores do
que 1:16) dentre os 80 soros com anticorpos tipo-espe-
cificos, ndo houveram reagdes cruzadas,

TABELA 1 - Resultado dos testes de soroneutralizagio (SN) frente ao Herpesvirus da Encefalite Bovina
{BHV-5) e ao Virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (BHV-1); (n=509)

Anticorpos anti-BHV-5
Positivo Negativo TOTAL
Positivo 249 * 41 290
Anticorpos (48,9%) (8%) (57%)
anti-BHY -1 Negativo . 39 180 219
{(7,7%) (35,4%) (43%)
TOTAL 288 221 509
{56,6%) (43,4%) (100%)

- * Nimero de soros.
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TABELA 2 - Distribuiciio de freqiiéncias dos titulos de anticorpos neutralizantes frente ao Herpesvirus da
Encefalite Bovina (RHV-5) e ao Virus da Rinotraqueite Infecciosa Bovina (BHV-1) em 509 soros

ANTICORPOS NEUTRALIZANTES ANTI-BHY -5

u] 324.48.

8

ANTICORPOS

NEUTRALIZANTES
ANTI-BHV-1

(*) Titulos cxpressos como a recfproca da dilvigio capaz de neutralizar 100 doscs infectantes para cultivos celu-
lares (CCID ) de cada uma das amostras dc BHV-1 or BHV-5.
Arca com fundo preto salicnta soros negativos para anticorpos neutralizantes, para ambos virus. Arcas com
hachuriado mais intenso salicntam soros com anticorpos tipo-gcspecificos somente,

Como, até recentements, o BHV-5 era considera-
do um subtipo do BHV-1 (ROIZMANet al., 1992}, nfio
existia a prcocupagdo ¢, nem a necessidade de diferen-
ciar estes dois tipos de virus. Além disso, os nfveis de
reagdes soroldgicas cruzadas entre ambos so amplos
(BRATANICH ct al., 1991).

Nio obslante, existemn diferengas importantes en-
tre os dois tipos de virus, detectiveis ndio s6, atraves das
caracterfsticas clinico-cpidemiolégicas das enfermida-
des por eles provocadas, como também nas resposias
sorolégicas induzidas. Foi aqui demonstrado que a SN,
o teste mais freqiientemente utilizado para diagndstico
sorolégico de infecgBes por herpesvirus bovinos em
nosso meio, € ainda considcrada como prova soroldgica
padrfio, detecta a maioria das rcagfes sorolégicas cru-
zadas. Porém, 7,7% dos soros contendo anticorpos tipo-
cspecificos anti-BHV-5 nfio foram detectados pela SN
frente ao BHV-1. Por outro lado, a SN frente ao BHV-
5 n3o foi capaz de detectar 8% dos soros contendo
anticorpos tipo-especificos anti-BHV-1, Estes niveis de
“falsos-ncgativos™ reflctem uma populacgfio de animais
quec n3o seria identificada em levantamentos soro-
cpidemiol6gicos, caso as provas de SN houvessem sido
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rcalizadas com apenas um dos tipos de virus. Estes per-
centuais seriam mais do que suficientes para manter a
infecegdo nos rebanhos, a despeito de Qualquer outra
medida que viesse a scr tomada buscando sua elimina-
¢do. Portanto, em siluagBes onde o objetivo for o con-
trole ou erradicagfo de herpesvirus bovinos, a SN reali-
zada frente, somente a um desses dois tipos de vires
nfio deve ser tomada como parGmetro Gnico, uma vez
quc o rebanho podc apresentar animais contaminados
com o outro agente, os quais poderiam ndo ser detecta-
dos. Assim, o controle do BHV-1 podcria levar a ma-
nutengio do BHV-5 em determinada populagio, € vice-
versa, com conseqiincias imprevisfveis.

A maioria dos soros “falsos-ncgativos” frente a um
dos tipos dc virus apresentou ttulos de anticorpos tipo-
especificos relativamente baixos, raramente ultrapassan-
do 1:8. £ provével, pois, que ensaios imunocnzimaticos
quc apresentem maior scnsibilidade possam dar origem
a um menor nimero de falsos-negativos. No entanto,
que scja do conhecimento dos autores, até o presente,
ncnhum estudo foi feito com ensaios imunoenziméticos
levando ¢m consideragdo a possibilidade de reagbes cru-
zadas cntre estes dois agentes. O ideal, para determinar
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a verdadeira prevaléncia de infecgdes por BHV-1 e
BHV-5, deveria ser utilizar testes capazes de dife-
renciar as respostas soroldgicas induzidas por estes
dois vfrus. Caso estes ndo se encontrem disponfveis,
os testes a serem utilizados devem ser capazes de
detectar todos os animais soropositivos, tanto para
BHV-1 como BHV-5. Nos casos em que for utiliza-
da a SN como prova sorclégica, a mesma deve ser
realizada frente a amostras de BHV-1 ¢ BHV-§, a
fim de diminuir a chance de ocorréncia de falsos-ne-
gativos, _

A prevaléncia de infecgbes pelo BHV-5 é des-
conhecida, em todo o mundo. A maioria dos relatos
de infecgbes por este virus referem-se a casos na Ar-
gentina (CARRILLO et al., 1983) e Austrdlia
(FRENCH, 1962; STUDDERT, 1990). Nos Estados
Unidos da América, poucas amostras do BHV-5 fo-
ram isoladas (BELKNAP et al. 1994). No entanto,
estudos retrospectivos buscando reavaliar casos an-
tigos tém revelado que, em muitas ocasides, o virus
isolado no passado tratava-se de BHV-35, e nio BHV-
1 (¢’OFFAY et al., 1993, ELY et al., 1996). No Bra-
sil, casos clfnicos de encefalite em bovinos dos quais
s#o isoladas amostras de BHV-5 vem aumentando
consideravelmente. A infecgdo tem sido detectada nos
estados do Rio Grande do Sul (RIET-CORREA et
al., 1989; WEIBLEN et al., 1989), Mato Grosso do
Sul (ROEHE et al. 1997), Parand (ALFIERI, 1997)
€, mais recentemente, no Rio de Janeiro (PITUCQ,
1997). A ocorréncia nos demais estados do Pafs ndo
¢ do conhecimento dos autores. Além disso, a
encefalite pelo BHV-5 se apresenta com uma
morbidade baixa, porém com mortalidade elevada,
podendo freqiientemente ser confundida com outras
causas de encefalite, particularmente a raiva. Em con-
sonéncia com a patogenia das infecgdes pelo BHV-
1, a maioria das infecgdes com o BHV-5 provavel-
mente ocorre de forma subclinica ou assintomdtica.
Portanto, apesar da auséncia de informagdes sobre a
ocorréncia da infecgdo em outros estados, o conjunto
de fatores citados sugere que 0 BHV-5 seja enzoético
em nosso Pafs. Estas observagdes reforgam a neces-
sidade de que os testes de SN, quando utilizados em
apoio a planos de controle ou erradicagdo, sejam re-
alizados frente a ambos os tipos de virus.

CONCLUSOES

Quando testes de soroneutralizagio forem utili-
zados com a finalidade de avaliar o status sorolégico
de infecgdes por BHV-1 e BHV-5, 0s mesmos de-
vem ser realizados frente aos dois tipos de v{rus, uma
vez que eles ndo induzem reatividade cruzada em to-
dos os animais,
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