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Imunogenicidade de vacinas comerciais inativadas contra o herpesvirus bovino tipo 1

Immunogenicity of commercial inactivated bovine herpesvirus type 1 vaccines

Leticia Frizzo da Silva' Rudi Weiblen" Eduardo Furtado Flores'"”

-NOTA-

RESUMO

O presente trabalho avaliou a imunogenicidade
de seis vacinas comerciais contendo antigenos inativados do
herpesvirus bovino tipo 1 (BoHV-1): uma brasileira (BR), uma
norte-americana (US), duas uruguaias (UR1 e UR2) e duas
argentinas (ARG1 e ARG?2). Para isso, grupos de bovinos foram
vacinados com duas doses (dias 0 e 21) de cada uma das
vacinas. Anticorpos neutralizantes contra o BoHV-1 e 0o BoHV-
5 foram pesquisados no soro colhido 21 dias ap6s a segunda
dose. Com excec¢do das vacinas US e UR1, as demais vacinas
induziram titulos baixos de anticorpos na maioria dos animais.
Os titulos induzidos pela vacina US (média geométrica,
GMT=38) foram superiores aos demais (P<0,05). A vacina
URL1 induziu titulos (GMT=20,2) superiores aos induzidos pelas
vacinas BR (GMT=8,7), UR2 (GMT=7,3), ARG1 (GMT=10) e
ARG2 (GMT=6,3) (P<0,05), que ndo diferiram entre si
(P>0,05). A vacina US induziu titulos superiores a 16, referéncia
minima para se relacionar com protecdo, em 7 animais
(87,5%). As demais vacinas induziram titulos inferiores a 16
em 62,5% (5 de 8, BR), 33,3% (4 de 9, UR1), 75% (6 de 8,
UR2) e 83,3% dos bezerros (5 de 6, ARG2). A vacina ARG1
apresentou performance ainda inferior, apenas trés animais
(37,5%) soroconverteram, ainda assim em titulos baixos. Os
titulos neutralizantes contra o BoHV-5, um virus
antigenicamente relacionado ao BoHV-1, foram inferiores aos
anti-BoHV-1 em todos os grupos vacinais; porém, para 0s
grupos BR, ARG1 e ARG2, as diferencas ndo foram significativas
(P>0,05). Os titulos baixos de anticorpos induzidos pela
maioria das vacinas, mesmo quando testadas a um intervalo
ideal para a producdo de resposta soroldgica, indicam a
necessidade de se reavaliarem os critérios para o licenciamento
e/ou importagdo de vacinas contra o BoHV-1 no pais.
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ABSTRACT

The present study evaluated the immunogenicity
of six commercial vaccines containing inactivated antigens of
bovine herpesvirus-1 (BoHV-1): one Brazilian (BR), a North
American (US), two Uruguaians (UR1 e UR2) and two
Argentinians (ARG1 e ARG2).Groups of 6 to 9 naive calves
were vaccinated twice in a 21-days interval with each one of
the vaccines. The sera collected 21 days after the second dose
were tested for BoHV-1 and BoHV-5-specific neutralizing (VN)
antibodies. With the exception of US and UR1 vaccines, the
other vaccines induced low VN titers in most animals. The titers
induced by the US vaccine (geometric mean, GMT=38) were
higher than the others (P<0.05). The UR1 vaccine induced
titers (GMT=20.2) higher than those induced by BR (GMT=8.7),
UR2 (GMT=7.3), ARG1 (GMT=10) and ARG2 (GMT=6.3)
vaccines (P<0.05), which did not differ among them (P>0.05).
The US vaccine induced titers compatible with protection (>
16) in 7 animals (87.5%). The other vaccines induced titers
below 16 in 62.5% (5 out of 8, BR), 33.3% (4 out of 9, UR1),
75% (6 out of 8, UR2) and 83.3% of the calves (5 out of 6,
ARG2). The ARG1 vaccine showed the poorest performance,
only three animals (37.5%) seroconverted, yet in low titers.
The neutralizing activity against BoHV-5, an antigenicaly related
virus, was lower than to BoHV-1 in all groups, however, for BR,
ARG1 and ARG?2 the differences were not significant (P>0.05).
The low VN titers induced by most vaccines, even being tested
at an ideal time interval, indicate the need for reviewing the
criteria for vaccine production, licensing and import as well.
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Os herpesvirus sdo importantes patégenos
para a espécie bovina, em especial os herpesvirus
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bovino tipo 1 (BoHV-1) e tipo 5 (BoHV-5). Ambos séo
membros da familia Herpesviridae, subfamilia
Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus
(ROIZMAN etal., 1992). Com excecdo de alguns paises
que o erradicaram, 0 BoHV-1 possui importante
repercussdo econdmico-sanitaria para a bovinocultura
comercial de leite e corte em todo 0 mundo (TIKOO et
al., 1995). O BoHV-1 é um dos agentes do complexo
doenga respiratéria dos bovinos (BRD), uma sindrome
respiratéria de etiologia multipla, que acomete
principalmente novilhos submetidos ao estresse do
desmame, transporte (febre dos transportes) e
confinamento (YATES, 1982). Ainfec¢&o pelo BoHV-1
tem sido também associada com aborto e doenca
genital em machos (balanopostite pustular infecciosa,
IPB) e fémeas (vulvovaginite pustular infecciosa, IPV).
O BoHV-5 é geneticamente e antigenicamente muito
semelhante ao BoHV-1 e é o agente etioldgico da
meningo-encefalite herpética, uma doenga neurolégica
identificada em varios paises e de alta ocorréncia no
Brasil e na Argentina (SALVADOR et al., 1998). Uma
caracteristica comum aos herpesvirus é a capacidade
de estabelecerem e reativarem infeccdes latentes, o que
se constitui em uma importante estratégia de
perpetuacdo e disseminagao do virus (JONES, 1998).

A vacinagdo contra 0 BoHV-1 tem sido
amplamente utilizada para reduzir as perdas diretas e
minimizar a circulagdo do mesmo em areas endémicas
(VAN DRUNEN LITTEL-VAN DEN HURK, 2006). A
extensiva reatividade soroldgica cruzada entre esses
virus sugere que animais adequadamente imunizados
contra 0 BoHV-1 poderiam também estar protegidos
contrao BoHV-5 (FLORES, E.F. comunicagao pessoal).
Portanto, embora ainda ndo existam vacinas comerciais
para 0 BoHV-5, 0 uso de vacinas contra 0 BoHV-1 é
sugerido como tentativa de reduzir a circulacdo do
virus, bem como as perdas associadas com a infeccdo
pelo mesmo (PETZHOLD etal., 2001).

Com excecéo da febre aftosa e da raiva, a
vacinagao contra viroses de bovinos ainda ndo é uma
pratica amplamente difundida no Brasil, constituindo-
se mais em excecdo do que em regra (FLORES et al.,
2005). Esse conceito, no entanto, vem se alterando
gradativamente nos ultimos anos. A iminente
erradicacdo da febre aftosa e a pressdo do mercado
exportador, que vem impondo barreiras sanitarias, tém
levado os outros patdgenos virais a representarem um
segmento atrativo para a indUstria de vacinas. No final
dos anos 90, vérias vacinas contendo antigenos do
BoHV-1 e dos outros virus envolvidos na BRD foram
introduzidas no mercado brasileiro, principalmente
importadas dos Estados Unidos. A restricdo a
importacéo de bioldgicos daquele pais a partir de 2004,

aliada com a introducdo de imundgenos importados
do Uruguai e da Argentina, alteraram o perfil das
vacinas disponiveis no mercado brasileiro (FLORES,
E.F. comunicacdo pessoal). Devido a falta de
uniformidade nos processos de produgdo e avaliagdo
das vacinas, bem como as diferengas de cepas vacinais
e adjuvantes, testes periodicos sdo recomendaveis para
avaliacdo da eficacia desses imundgenos. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar o potencial imunogénico
de seis vacinas comerciais multivalentes inativadas
frente ao BoHV-1 e BoHV-5, tendo como indicador o
titulo de anticorpos neutralizantes induzido nos animais
vacinados.

Grupos de seis a nove bovinos, com idades
entre 10 e 14 meses, soronegativos parao BoHV-1e 0
BoHV-5, foram inoculados duas vezes, em um intervalo
de 21 dias, com cada uma das seis vacinas comerciais
de acordo com as instruc@es dos fabricantes. Um grupo
de dez animais ndo vacinados permaneceu como
controle. A resposta soroldgica a vacinagao foi avaliada
por testes de soroneutralizagéo (SN) com o soro colhido
21 dias apo6s a revacinagdo. Os testes de SN foram
realizados e interpretados de acordo com BRATANICH
etal. (1991). As médias dos titulos foram transformadas
em titulos médios geométricos (GMT) pela relagéo:
GMT = 22 onde “a” é a média do Ioga do titulo de
anticorpos em cada vacina e em cada genétipo viral
(THRUSFIELD, 1986). A comparacao entre 0s GMTs
foi realizada através da analise de variancia pelo teste
de Tukey, com nivel de significancia de 5%.

Os resultados dos testes soroldgicos
realizados com o soro coletado 21 dias ap6s a segunda
dose vacinal estdo apresentados na tabela 1. Com
excecdo da vacina ARG1, que induziu soroconversao
em apenas trés de oito animais, 0s outros imunégenos
induziram uma resposta neutralizante anti BoHV-1 de
magnitude varidvel em todos os grupos vacinais.
Considerando-se o titulo médio geométrico, a vacina
US induziu titulos superiores (GMT=38) as demais
vacinas testadas (P<0,05). A vacina UR1 induziu titulos
superiores (GMT=20,2) aos induzidos pelas vacinas
BR (GMT=8,7), UR2 (GMT=7,3), ARG1 (GMT=10) e
ARG2 (GMT=6,3) (P<0,05), que ndo diferiram entre si
(P>0,05).

A vacina US induziu titulos >32 em 87,5%
(7/8) dos animais, sendo que apenas um deles reagiu
fracamente & vacinacao (titulo de 2). Considerando-se
que titulos neutralizantes de >16 ou 32 tém sido
apontados como 0s minimos necessarios para proteger
os animais frente a uma exposicéao ao agente (POSPISIL
etal., 1996), sugere-se que essa vacina esta dentro dos
padrfes de imunogenicidade aceitaveis para a indugdo
de imunidade compativel com protecdo. Analisando-
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Tabela 1 — Resposta soroldgica neutralizante frente aos herpesvirus bovinos tipos 1 (BoHV-1) e 5 (BoHV-5) em bovinos imunizados com

seis vacinas comerciais inativadas.

BoHV-1 BoHV-5

Vacina®

Reagentes® Titulos individuais® GMT? Reagentes Titulos individuais GMT
BR 8/8 2,4(2), 8(2), 16, 32(2) 87" 8/8 2,4(3), 8(2), 16(2) 62"
us 8/8 2,32(4), 64, 128, 256 389 8/8 8(3), 16(2), 32(2), 64 17,59
UR1 9/9 2(3), 16, 32(2), 128(2), 256 20,2" 719 <2(2), 2, 8(3), 16, 32(2) 10,8f
UR2 8/8 4(5), 8, 32(2) 73" 6/8 <2(2), 2(4), 4(2) 25"
ARG1 3/8 <2°(5), 4, 16(2) 10" 2/8 <2(6), 8(2) 8"
ARG2 6/6 2,4,8(3), 16 63" 5/6 <2,2,4(3), 8 4™
Controle 0/10 <2 <2 0/10 na na

*Vacinas testadas: brasileira [BR] (BoHV-1, BVDV-1, adj. oleoso); importada dos Estados Unidos [US] (BoHV-1, BVDV-1, BRSV, Pl3V,
Leptospira spp., Al(OH)s); importadas do Uruguai [UR1] (BoHV-1, BVDV-1, Leptospira spp., C. jejuni, Al(OH);) e [UR2] (BoHV-1,
BVDV-1, BRSV, PI,V, adj. oleoso) e importadas da Argentina [ARG1] (BoHV-1, BVDV-1, Leptospira spp., C. jejuni, Al(OH)3) e [ARG2]

(BoHV-1, BVDV-1, Leptospira spp., C. jejuni, H. somnus, Al(OH)s).

®NGimero de bovinos que reagiu sorologicamente a vacinagao/total de vacinados.
¢ Titulos desenvolvidos pelos bovinos do grupo (nimero de reagentes com o mesmo titulo).

4 Titulo Médio Geométrico (GMT).

¢ Anticorpos neutralizantes ndo detectados na menor dilui¢do de soro testada (1:2).
foh \/alores de GMT com letras iguais ndo diferiram entre si frente a0 BoHV-1 ou ao BoHV-5.

"Valores de GMT néo diferiram entre 0 BoHV-1 e 0 BoHV-5.

se 0s resultados sob esse aspecto, a recente suspensdo
da importacéo de vacinas dos EUA, inclusive desta,
priva os produtores do produto que apresentou a
melhor imunogenicidade entre os disponiveis no
mercado para 0 BoHV-1.

Tomando-se o titulo neutralizante de 16
como referéncia, as demais vacinas falnaram em induzir
uma resposta imunoldgica adequada em uma parcela
importante dos animais. Titulos abaixo de 16 foram
induzidos pela vacina BR em 62,5% (5/8) dos animais,
pelaUR1 em 33,3% (3/9), pela UR2 em 75% (6/8) e pela
vacina ARG2 em 83,3% (5/6) dos bezerros. A vacina
ARG1 apresentou performance ainda inferior, pois
62,5% (5/8) dos animais nao responderam a vacinagéo,
€ 0s Unicos trés que responderam fizeram-no em titulos
baixos ou moderados. Titulos de anticorpos de 2,4 e 8,
conferidos por vacinas inativadas, que sabidamente
ndo induzem resposta imunolégica celular por linfécitos
T CD8+, provavelmente seriam insuficientes para
proteger os animais frente & infec¢do natural (POSPISIL
etal., 1996). Ou seja, seis entre as sete vacinas testadas
ndo apresentaram um potencial imunogénico
compativel com a inducéo de uma resposta soroldgica
adequada em grande parte dos animais. Deve-se
ressaltar que os testes sorologicos foram realizados
com um intervalo considerado ideal para avaliar a
resposta soroldgica, coincidente com o pico de
anticorpos produzidos frente a uma estimulagéo
antigénica (POSPISIL etal. ,1996) .

Refor¢os anuais ou semestrais sao
recomendados pela literatura (POSPISIL et al. ,1996) e

pelos fabricantes para as vacinas inativadas contra o
BoHV-1. No presente trabalho, ndo foi possivel
acompanhar os titulos vacinais por um longo periodo,
como tem sido realizado em outros estudos. No entanto,
€ possivel supor que, devido a reducdo gradativa
natural dos niveis de anticorpos, grande parte dos
animais com titulos moderados ou baixos aos 21 dias
apos a vacinagao se tornasse soronegativa apos alguns
meses. E questionavel também se, devido ao baixo
poder imunogénico observado nessas vacinas, 0
reforgo seria capaz de induzir aumento significativo
nos titulos.

Apesar da extensiva reatividade soroldgica
cruzada verificada entre 0 BoHV-1 e BoHV-5 in vitro
(VOGELetal., 2002) e in vivo (BELTRAQ et al., 2000),
os titulos neutralizantes anti-BoHV-5 foram
notadamente inferiores aos observados para o0 BoHV-
1. Além disso, uma parcela maior dos animais néo reagiu
ou reagiu fracamente ao BoHV-5 (Tabela 1). Esses
animais certamente estariam desprotegidos contra a
exposicdo natural ao agente. Esses resultados indicam
anecessidade de estudos adicionais para se verificar o
significado da reatividade sorolégica cruzada entre o
BoHV-1 e 0 BoHV-5 no que se refere a protegao. Estudos
com esse objetivo poderdo concluir sobre a
necessidade de se incluirem cepas de BoHV-5 nas
vacinas atualmente existentes.

A razdo da baixa imunogenicidade em
vacinas pode ser multifatorial. Aspectos como a
concentracdo antigénica, os métodos de inativacéo, a
formulacéo e a concentragdo de adjuvantes e 0s
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métodos e/ou a eficiéncia de emulsificacdo dos
antigenos devem ser considerados na tentativa de
melhorar a sua capacidade imunogénica. Embora fatores
individuais dos animais possam ter contribuido para
as variagdes de titulos observadas dentro de um mesmo
grupo vacinal, essas variagfes provavelmente ndo
seriam suficientes para explicar a falha generalizada em
induzir uma resposta de magnitude adequada, fato
observado em Varios grupos.

O presente estudo permite concluir que: i.
com excec¢do das vacinas US e UR1, as vacinas para o
BoHV-1 disponiveis no mercado brasileiro induziram
titulos contra 0 BoHV-1 e 0 BoHV-5 abaixo daqueles
sugeridos como compativeis com protecéo; ii. estes
resultados indicam a necessidade de se melhorar a
imunogenicidade das vacinas atuais e,
simultaneamente, de serem revistos os critérios de
avaliacdo, licenciamento e importagao de vacinas.
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