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IMUNOGENICIDADE DO HERPESVIRUS BOVINO TIPO 5 (BHV-5) EM VACINAS
INATIVADAS DE DIFERENTES FORMULACOES *

IMMUNOGENICITY OF BOVINE HERPESVIRUS TYPE-5 VACCINES
FORMULATED IN DIFFERENT WAYS

Daniza Coelho Halfed Telmo Vidor® Fatima Machado Bragd Carlos Willi Van Der Laan®

RESUMO

Quatro vacinas inativadas, produzidas com uma
amostra do herpesvirus bovino tipo 5 ( BHV-5) isolada de um
surto de meningoencefalite no Rioa@de do Sul, foram admi-
nistradas em quarenta bovinos visando a avaliar a sua capacida-
de imunogénica. As vacinas A e B foram formuladas com adju-
vante oleoso e as vacinas C e D com hidréxido de alurfiiftip
(OH),J. O titulo da suspensao viral utdida nas vacinas foi de
10"° DICT s / 25uL. Immunostif, um imunoestimulante deriva-
do de Mycobacterium, foi adicionado as vacinas B e D. Apés
receberem trés doses de vacina com intervalos de 30 dias, so-
mente os animais dos grupos A (90%) e B (100%) desenvolveram
uma resposta sorolégica significativa. As respostas sorolégicas
as vacinas A e B foram ajustadas por regresséo linear, demons-
trando que ostitulos de anticorpos aumentaram significativa-
mente a medida que foram repetindo-se as aplica¢des das vaci-
nas. O Immunostihpotencializou a capacidade imunogénica da
vacina D mas, aparentemente, ndo foi eficiente na vacina B.
Concluiu-se que as vacinas inativadas, produzidas a partir de
suspensoes virais de BHV-5 com titulos altos e com adjuvante
oleoso induzem a producéo de niveis consideraveis de anticorpos
neutralizantes em mais de 80% dos animais vacinados apés a
terceira dose.

Palavras-chave herpesvirus bovino tipo 5 e 1, (BHV- 5 e BHV-
1), adjuvantes, vacinas.

SUMMARY

Four inactivated vaccines formulated with a bovine
herpesvirus tipe 5 (BHV-5) strain isolated from an outbreak of
bovine meningoencephalitis in Rio @&de do Sul, Brazil, were
administred in forty cattle as to evaluate its iomogenicity. The
vaccines A and B used mineral oil and vaccines C and D used

aluminum hydroxide (AIOH)s) as adjuvant. The titer of the viral
suspension used in all vaccines was*20TCIDs, / 25 pl.
Immunostif, a Mycobacterium derived immunostimulant, was
added to vaccines B and DAfter receiving three doses of
vaccines, at 30 days intervals, only the animals of the groups A
(90%) and B (100%) developed siigant antibody titers. The
responses to these vaccines were adjusted to linear regression,
showing that the antibobjters increased progressively with the
number of immunizations. The use of ImmunGstimhanced the
immunogenicity of the vaccine with aluminum hidroxide but was
ineffective when associated with oil adjuvants. It was concluded
that inactivated BHV-5 vaccines prepared with high titer viral
suspensions and oil adjuvants induce adequate levels of
antibodies in a high proportion of the vaccinees after the third
dose.

Key words: bovine herpesvirus 1 and 5, BHV- 5, BHV-1, vacci-
nes.

INTRODUCAO

Os herpesvirus bovinos tipo 1 e tipo 5
(BHV-1 e BHV-5) sdo importantes patdgenos de
bovinos, sendo o BHV-1 associado principalmente a
enfermidade respiratéria e reprodutiva e o BHV-5
responsavel por casos de meningoencefalite de curso
geralmente fatal (RIET-CORREAet al, 1996).
BHV-5, anteriormente classificado como BHV -1.3
(ROIZMAN et al, 1995), é estreitamente relaciona-
do com as cepas respiratorias e genitais do BHV-1.
Ha extensa similaridade em aspectos biolégicos e
moleculares entre os dois virus e homologia de nu-
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cleotideos e aminoacidos superior a 85% (FLORES
et al, 1998). Significativas reagdes soroldgicas

cruzadas ocorrem entre o BHV-1 e BHV-5. Somente
com a utilizagdo de anticorpos monoclonais e técni-

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido numa propri-
edade do municipio de Pelotas, RS, utilizando-se 40

cas moleculares é possivel fazer a distingdo entre osbovinos, de ambos sexos, com idade entre 8 e 24

dois virus (ROEHEet al, 1998). As principais dife-
rencas entre o BHV-1 e o BHV-5 referem-se as
caracteristicas clinico-epidemioldgicas e ao potenci-
al neurotrépico do BHV-5 (FLORESet al, 1998).
O BHV-1 tem sido isolado no Brasil desde 1978
(ALICE), com surtos subsequientes de rinotraqueite,
balanopostite e vulvovaginite, descritos em diversas
regibes do Brasil (MULLER et al, 1979;
NOGUEIRA et al, 1986, WEIBLENet al, 1991;
HALFEN et al, 1995 ). Surtos de meningoencefalite
pelo BHV-5 foram diagnosticados inicialmente no
Rio Grande do Sul em 1989 (RIET-CORREAal,
1989; WEIBLENet al, 1989), e desde entéo a en-
fermidade tem sido detectada no Mato Grosso do
Sul, Sao Paulo, Parana e Rio de Janeiro (RO&HE
al., 1998).

Evidéncias sorologicas indicam que o
BHV-1 esta distribuido por todo o Pais, com per-
centuais de animais soropositivos variando de 20% a
80% nas propriedades examinadas (ANUNCIACAO
et al, 1989; LOVATOet al, 1995; VIDORet al,
1995; KUNGet al, 1996). A prevaléncia de infec-
¢Oes pelo BHV-5 ainda é desconhecida, mas devido
a extensa reatividade cruzada entre os dois virus,

meses, sem raga definida, soronegativos para BHV-1
e BHV-5. Os animais foram divididos em quatro
grupos de dez, mantidos junto com o restante do
rebanho, em regime de criagdo extensiva em campo
nativo. Cada grupo recebeu trés doses de 3ml de
vacina, com intervalo de trinta dias entre cada dose,
sendo denominados A, B, C, e D, de acordo com a
vacina recebida. As coletas de sangue para sorologia
foram realizadas nos dias 1, 30, 37, 44, 51 e 90 do
experimento. O grupo controle foi representado por
animais do rebanho que ndo receberam a vacina,
testados sorologicamente para o BHV-1 em todas as
etapas do experimento. As vacinas com adjuvante
oleoso foram inoculadas por via intramuscular pro-
funda e as vacinas com adjuvante hidréxido de alu-
minio por via subcutanea.

Quatro vacinas inativadas foram utilizadas,
duas com adjuvante oleoso (vacinas A e B) e duas
com hidréxido de aluminio (vacinas C e D), elabo-
radas a partir de suspensédo de BHV-5, com titulo de
10"° DICT 5, /25, calculado pelo método Behrens
& Karber (MAYR et al, 1982), produzida em célu-
las Madin Darby Bovine Kidney (MDBK - ATCC).

A amostra de BHV-5 foi isolada em cultivo primério

estima-se que uma consideravel parcela dos bovinos ge testiculo de terneiro, preparado segundo MAYR

supostamente infectados pelo BHV-1 pode ser soro-
positivo para BHV-5 (ROEHEet al, 1998). O dia-
gnostico de meningoencefalite pelo BHV-5 tem
aumentado consideravelmente nos Ultimos anos,
com indices de mortalidade proximos a 100%. Esses

fatos demonstram a necessidade de um programa ded
controle para essa virose, sendo a vacinagédo, um dos

métodos propostos.
Considerando-se a similaridade entre os

dois virus, a producéo de vacinas inativadas contra o

BHV-5, com a mesma tecnologia utilizada para o
BHV-1, é apontada como uma alternativa para o
controle dos surtos de meningoencefalite por BHV-

5. Embora ndo impec¢a a infec¢do, a vacinacéo reduz
a incidéncia da doenga e a excregdo de particulas

virais infecciosas (ZUFFA & FERTEOVA, 1980;
FENNER et al, 1993; ROMERAet al, 1998). O

& GUERREIRO (1981), a partir descdes de cére-
bro bovino proveniente de um rebanho que apre-
sentou surto de meningoencefalite no municipio de
Pelotas, RS. A suspenséo viral vacinal foi inativada
com binari etilenemine (BEI), obtida pela ciclizacao
0 2- Bromoetilamine (BEA), sob condicdes alcali-
nas por uma hora a 4Z. O controle de virus resi-
dual foi feito através da inoculagdo e observagdo da
presenca/auséncia de efeito citopatico em cultivos de
células MDBK.

O adjuvante oleoso foi preparado com 6leo
mineral (nove partes de Marcol 52 - Esso Standard
Oil Co.) e uma parte de Montanide 888 ( Sepic Co.
Paris, Franca) como emulsificante. O adjuvante
hidréxido de aluminio (Laboratério Leivas Leite -
Pelotas, RS) foi preparado na diluicdo 1:5, utilizan-

uso de adjuvantes, assim como a adi¢iio de imuno- do-se Meio Minimo Essencial de Eagle — (Cultilab)
estimulantes sdo indicados para aumentar a imuno- cOmo diluente. Nas vacinas B e D foi adicionado
genicidade das vacinas inativadas, buscando uma Immunostin (Vetrepharm Inc.), um imunoestimu-

resposta imunolégica mais potente e duradoura
(ZUFFA et al, 1985; FERNANDEZ, 1993;
FENNERet al, 1993; ROMERAet al, 1998).

O presente trabalho foi realizado visando

a avaliar a capacidade imunogénica de uma amostra

de BHV-5, em quatro vacinas inativadas com dife-
rentes formulagdes.

lante derivado d&lycobacterium As vacinas foram
produzidas segundo técnica recomendada por
VIDOR (1995). A composicédo final das vacinas esta
apresentada na tabela 1.

As vacinas com adjuvante DH); foram
mantidas em agitacdo por 4h, para proporcionar uma
eficiente adsor¢cdo do antigeno. As vacinas oleosas

Ciéncia Rural, v. 30, n. 5, 2000.
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Tabela 1 - Composicdo de cada dose de quatro vacinas inativadas produzidas contra o herpgé%)uss pelos bovinos apos a

bovino —5. terceira dose vacinal foram
de 4,6 para a vacina A, 4,5

Vacire Antigero Tifl%?a\lliral Diluente Adjuvante Immunostify \_1_(())Ituarine para a vacina B, 0,7 para a
1.5ml vacina C e 2,9 para a vacina

A 15ml 10%%ml ndo marcol —montanide (9 :1) nao 3ml  D. Os titulos de anticorpos
B 1,5m 160%ml ndo  marcol —ln’1405nTa|nide (9:1)0,05ml (1ug) 3ml pI’O(_jUZIdOS pelos animais

' ' vacinados foram baixos nas

c  15m  16%ml  12ml 0,3ml - Ab(OH)s néo 3ml primeiras coletas e aumen-
taram sensivelmente apds a

D 15m  10%ml  1,15ml 0,3ml - A} (OH), 0,05ml (ug)  3ml terceira dose vacinal (Ta-

bela 2). A adicdo de Im-
munosti’  aumentou res-
foram emulsionadas com emulsificador de mesa, posta vacinal em aproximadamente 10% dos animais
desenvolvido por VIDOR (1995), e submetidas a que receberam a vacina oleosa B, e em 50% dos
testes de esterilidade para avaliar possivel contami- animais que receberam a vacina com adjuvange Al
nagdo por bactérias e fungos. A inocuidade foi testa- (OH), D.
da nos animais vacinados, através de exames clini- Nenhuma alteracdo clinica foi observada
cos nos dias subseqtientes as vacinagdes. nos animais vacinados, confirmando a inocuidade
As amostras de soro foram testadas por das vacinas. N&o foi detectada infectividade residual
soroneutralizagdo (SN) para quantificacdo de anti- nas suspensdes vacinais e os testes de bacteriologia e
corpos, segundo técnica de HOUSE & BACKER micologia foram negativos. Os titulos médios de
(1971), utilizando-se microplacas de fundo chato. Os anticorpos e a porcentagem de animais que desen-
testes foram realizados frente a cepa padrdo Los volveram titulos de anticorpos, iguais ou maiores a 3
Angeles de BHV-1. Log2, podem ser observados nas tabelas 2 e 3 res-
O delineamento experimental foi em classi- pectivamente. A figura 1 apresenta a evolugdo da
ficag8o dupla, comparando os fatores vacina e cole- resposta a cada vacina durante o experimento.
ta. A varidvel analisada foi a média dos titulos de
anticorpos em logaritmo na base 2. Foi realizado DISCUSSAO
teste de diferengas minimas significativas (Teste de

Duncan), para comparar as médias de todas as vaci- O controle de infecgBes por herpesvirus
nas. As analises foram feitas através do Sistema decomo o BHV-1 é baseado principalmente na imuni-
Andlise Estatistica — SANEST ( ZONTAt al, zacado com vacinas inativadas ou vacinas vivas mo-
1984). dificadas. As vacinas inativadas sdo extensivamente
utilizadas nos paises onde o BHV-1 & enzodtico,
RESULTADOS como um instrumento para o controle dessa virose

(FENNERetal., 1993; FERNANDEZ, 1993). Essas
Os resultados dos testes soroldgicos reali- vacinas séo inocuas, néo oferecendo risco de indu-
zados apés as vacinacbes demonstraram que 90%¢&ao de abortos e infertilidade ou reverséo a virulén-

dos animais que receberam . . i ) ) ) )
a vacina A, e 100% dOSTabeIa 2: Titulos médios de anticorpos neutralizantes contra o herpesvirus bovino-5 produzidos

. . pelos animais vacinados.
animais que receberam ¢

vacina B, desenvolveram Vacina Coleta
titulos de anticorpos iguais

1# 2z 3 4 5
ou superiores a 3 Log 2 30 dias ap6s 07 dias ap6s 14 dias ap6s 21 dias ap6s 30 dias apos a
apos a terceira dose vacina aPdose aZdose a 2dose a Zdose 3 dose
(Tabela 3). As vacinas C e A 0,8 23 26 26 46
D induziram titulos de anti- Adjuvante oleoso
corpos neutralizantes dessi . B 13 2,7 3.1 2,9 4,5

itud 5s trés d ~ Adj. oleoso com

magnitude apds trés dose jmmunostin
vacinais em apenas 10% ¢ C 0 0,5 0,5 0,4 0,7
60% dos animais vacinados Adjuvantg Ab(OH)s o - ”e a5 vo
respectivamente. Adi. Al, (OH); com : ‘ ‘ '

Os titulos médios
de anticorpos neutralizantes
(expressos em log 2) produ-<Titulo em La2

immunostin

Ciéncia Rural, v. 30, n. 5, 2000.
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Tabela 3 Porcentagem de animais com titulos de anticorpos neutralizantes, maioresgpm STRAUB & MAWHI-NNEY

iguais a 3 Log2, induzidos pelas vacinacdes.

(1988), os quais relatam que apods a

vacinacao para IBR/IPV com esque-

Vacina Coleta ~ . "
ma de trés doses, 0s anticorpos sao
1° 2 3 4 5° mais persistentes. Pela anadlise de

regressa linomial par vaci-

30 dias 07 dias 14 dias 21dias 30 dias €9 esstao po 0_ at pa}_a cada vac
apésa 1 apoésa? apésa2 apbésa2 apoésal na, obteve-se qus € linear gp_enas

dose dose dose dose dose para A e B, pois foram as Unicas

vacinas que induziram a producao

A 20 40 =0 =0 90 crescente de anticorpos proporcionais

Adjuvante Oleoso N - : ~
B 222 555 555 444 100 as repeticdes das vacinagdes. o

Adj. Oleoso + A porcentagem de animais
Immunostin com altos titulos de anticorpos resul-
A djuvanfe A 0 0 10 0 10 tantes das vacinas A e B, permite
(OH)s apenas infgrir sobre a provavel prote-
D 0 30 55,5 30 60 ¢do conferida por elas, uma vez que

Adj. Al, (OH); + nédo foi realizado teste de desafio nos
Immunostin animais vacinados. Essas vacinas,
possivelmente, seriam capazes de

) ) . o impedir surtos ou de reduzir a severi-

cia e outros efeitos colaterais sistémicos

(FRERICHS et al, 1982; FENNERet al, 1993;
FERNANDEZet al, 1993).

Pela estreita relagcao existente entre o BHV-
1 e BHV-5, a discussao dos resultados obtidos com
as vacinas produzidas com o BHV-5, neste experi-

mento, sera baseada em resultados de estudos com

vacinas para o BHV-1. As quatro vacinas testadas
foram consideradas seguras, pois nenhum animal
vacinado demonstrou reacgOes localizadas ou sisté-
micas indesejaveis.

ApoOs a terceira dose, as vacinas A e B, indu-
ziram titulos de anticorpos neutralizantes iguais ou
superioes a 3 log 2 em 90% e 100% dos animais
vacinados, respectivamente. O desempenho das
vacinas A e B assemelha-se aos relatos de ZUFFA &
FEKETEOVA (1980) e ZUFF/et al (1985), avali-
ando vacinas inativadas para BHV-1 com adjuvante
oleoso, que resultaram numa imunidade caracteriza-
da por altos titulos de anticorpos neutralizantes ¢

dade das manifestag¢Bes clinicas. Além disso, consi-
derando os aspectos epidemiolégicos, o fato de mais
de 80% do rebanho apresentar um bom nivel de
imunidade humoral, reduz a possibilidade do virus
disseminar-se e produzir surtos da doenca ou doenca
de curso fatal.

Também pode-se inferir que os anticorpos
induzidos pelas vacinas A e B, possivelmente tam-
bém se encontram nas secre¢des nasais. Os anticor-
pos da classe IgG resultam de exudacgéo do soro e 0s
da classe IgA resultam de linfdcitos B sensibilizados
pelo antigeno vacinal, que migram para a mucosa
nasal onde se fixam, diferenciando-se em plasmaci-
tos produtores de IgA secretora. Experimentos com-
plementares devem ser realizados com o objetivo de
pesquisar a presenca de anticorpos nas secrecdes
nasais de animais vacinados com a vacina oleosa.

também por uma produgdo regular de anticorpos
secretores. As vacinas A e B, ap0s a terceira dosg
induziram altos titulos de anticorpos neutralizantes,
As médias foram de 4,6 Log 2 para A e 4,5 para B
Segundo experimentos de LAZAROWIC& al
(1983), titulos iguais ou superiores a 3 Log2, confe-
rem protecdo em testes de desafio com amostrg
virulentas de BHV-1, podendo, entretanto, ocorrer &
manifestacdo de sinais respiratérios leves e transitg
rios em alguns animais.

Os resultados obtidos com as vacinas A e B
demonstram que o crescimento linear dos titulos dg
anticorpos é dependente da dose e estdo de acor
com os trabalhos de MOR-ZARI&t al, (1979), nos

Titulo de anticorpos neutralizantes (a)

TS
]
Y
7

O 1a.coleta30diasia.dose E2a.coleta07diasi2a.dose N3a.coleta-14diasi2a dose
M4a.coleta-21diasi2a.dose BSa.coleta-30diasRBadose

Vacina B

Vacina A

2\

Vacina C Vacina D

(=) Titulos medios dos anticorpos em Log2.

quais os bovinos vacinados apresentaram tituloSrigura 1. Resposta humoral pés vacinal em bovinos vacinados

significativos somente apés duas doses de vacina, ¢

com as quatro vacinas inativadas.

Ciéncia Rural, v. 30, n. 5, 2000.
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A relagdo entre a resposta imune humoral e ¢éo da doenca clinica (ZUFF al, 1985; ZUFFA
celular e protecdo ao BHV-1 e BHV-5 ainda é um & FEKETEOVA, 1980; STRAUB &
assunto a ser elucidado. Tem sido relatado que a MAWHINNEY, 1988), ou minimizar significativa-
imunidade celular € de maior importancia no com- mente o seu curso (MORZARIAt al, 1979;
bate as infeccdes por herpesvirus, enquanto os anti-FERNANDEZ, 1993), uma vez que nenhum tipo de
corpos neutralizantes teriam um importante papel na vacina impede a infec¢do pelo BHV-1 e BHV-5.
prevencdo da recrudescéncia da infeccdo. Sabe-se Deve-se considerar ainda que a imunizacio
que a imunidade celular & mais precoce que a humo- continua de rebanhos infectados pelo BHV-1 ou
_raI, athglndo 0 pICO Maximo em uma semana pos- BHV-5, aliada a um manejo de gradual substituicéo
infeccdo, enquanto os anticorpos  neutralizantes dos animais vacinados e controle soroldgico dos
tornam-se detectaveis a partir do oitavo ou nono dia n3p vacinados pode, a médio prazo, resultar em um
pos-infeccdo (FENNER al, 1993). Nesse experi-  rebanho sorologicamente negativo para o herpesvi-
mento, foi constatado que o aparecimento de imuni- rys bovino (ZUFFAet al, 1985).
dade humoral para o BHV-1 e BHV-5, ap6s imuni-
zagéo com vacinas inativadas, € lento e dependente \GRADECIMENTOS
de uma forte e repetida estimulacéo antigénica.

No presente trabalho, foi adicionado Im- Agradecemos a FAPERGS pelo apoio financeiro e ao
munostit as vacinas B e D, com 0 objetivo de au- técnico do Laboratorio de Imunologia e Virologia, José Carlos
mentar a imunogenicidade das vacinas inativadas. A Sandrini, pela colaboracéo na realizagdo deste trabalho.
utilizagdo de substancias a base de fragbes da pared ~ <
celular deMycobacterium estimula principalmente ?QEFERENCIAS BIBLIOGAFICAS
a~|ndu930_ de |Inf0CI'EO_S T CD4_B, por esse mO“VO'_ ALICE, F.J. Isolamento do virus da rinotraqueite infecciosa
sdo considerados 6timos adjuvantes para vacinas  bovina (IBR) no Brasil.Vet Bras Biol, v.38, n.4, p.919-920,
inativadas que dependem de imunidade celular 1978.

(FREEJN% 1.956’ AL'?.EM'IADF’ 1‘990) N? e?.tanto’ ALKEMADE, S.J. The clinical use of immune stimulants in

a acao do 'munoes 'mu,an,e, o signi ICa' I\,/a 59' large animals. Ontério, Canada : Vetrepharm Research,
mente na vacina com hidroxido de aluminio, néo 1990. 08p. Boletim Técnico.

ocorrendo o mesmo com a vacina oleosa. Ao utilizar .

Immunostin’ na vacina oleosa, esperava-se que 0 ANUSNenC;:%/:%m’?C;%Q ;aEr';E hE;g;g\%gSEL%{:‘E}%O f’(%‘HV_
desempenho SOI’OlOgICO fosse potenmahzado. X Nos 1) em bovinos nos Estados de Minas Gerais, Goias e Rio de
eXpe_r|m?ntOS de ROMERALt al, 1998, com vacl- Janeiro, através da prova de hemaglutinagio passiva.

nas inativadas para BHV-1 contendo o coadjuvante Bras Med Vet Zoot, v.41, n.5, p.433-441, 1989.
sulfolipopolissacarideo (SLP), 90% dos animais

vacinados desenvolveram teste linfoproliferativo FENNER, F.J., GIBBS, E.P., MURPHY, F.A.Veterinary

virology. 2 ed. San Diego : Academic, 1993. Cap. 8.

(LPT) positivo, e a performance das vacinas foi p.137-158; cap.9, p.159-178; cap.13, p.241-264; cap.19,
significativamente melhor com esse imunoestimu- p.337-368.
lante.

No presente experimento foi demonstrada a FERNANDEZ, F. Enfermedades virales del bovino: complejo
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