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ABSTRACT.- Peixoto P.V,, Mota R.A., Brito M.E, Corbellini L.G., Driemeier D. & Souza M.l
2000. [Spontaneous BRSV infection in cattle of the state of Alagoas, Brazil.] Infeccdo
natural pelo Virus Sincicial Respiratério Bovino (BRSV) em bovinos no Estado de Alagoas.
Pesquisa Veterindria Brasileira 20(4):171-175. Projeto Sanidade Animal Embrapa/UFRR], Km 47,
Seropédica, R 23851-970, Brazil.

Cases of bovine respiratory syncytial virus (BRSV) infection affecting calves in the State of
Alagoas, Brazil, are described. At least 220 calves, which were the progeny of Brown Swiss
and Holstein Friesian cattle imported from Germany, Austria, and Uruguay, have died from
the disease since 1995. Clinical signs included fever, dry cough, serous ocular discharge and,
towards the final stages, marked dyspnea. On auscultation there were loud and harsh breathing
sounds, and a strong wheezing could be heard from a distance. Histopathology of the lung
revealed interstitial pneumonia associated with syncytial cells and infiltration by lymphocytes
and eosinophils. A few plasma cells containing Russel bodies in their cytoplasm were also
observed. There was hyperplasia of type Il pneumocytes and mild squamous metaplasia of
the respiratory epithelium. Bronchiolar epithelial cells and syncytial cells were positively stained
with anti-BRSV antibody. The finding of BRSV infection in calves in Northeast Brazil plus identical
findings already reported from South Brazil, strongly indicate the need for a wide epidemiologic
survey in order to evaluate the losses due to BRSV infection and the incidence of infected
cattle. There is evidence that at least part of the imported animals involved in this outbreak

was already infected on arrival at the port of Belém, in the State of Para, Brazil.

INDEX TERMS: BRSV infection, cattle, Northeast Brazil.

RESUMO.- Descreve-se a ocorréncia de infeccao pelo virus
sincicial respiratorio bovino (BRSV) em bezerros descenden-
tes de animais das ragas pardo-sui¢a e holandesa importados
da Alemanha, Austria, Suica e Uruguai, na qual morreram em
Alagoas, Brasil, pelo menos 220 cabeg¢as, de 1995 até a pre-
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sente data. O quadro clinico caracterizou-se por hipertermia,
tosse seca, mais tarde dispnéia acentuada e por vezes lacrime-
jamento; a auscultagao havia estertores secos, depois imi-
dos, com sibilos, muitas vezes audiveis a distancia. O exame
histolégico revelou pneumonia intersticial com formacao de
células sinciciais, infiltracao predominantemente linfocitaria
com presenga de eosinéfilos e de corptisculos de Russel, pro-
liferagao de pneumocitos tipo Il e leve metaplasia escamosa.
Células epiteliais de bronquiolos e células sinciciais marca-
ram-se positivamente com o anticorpo anti-BRSV. A ocorrén-
cia da enfermidade no Sul e agora no Nordeste do Brasil indi-
ca a necessidade de se promover um amplo levantamento
epidemiol6gico para se avaliar o grau de perdas e a propor-
cao de animais infectados no pais. Lembramos que parte dos
animais importados, ao que tudo indica, ja estavam infectados
nos paises de origem, quando desembarcaram em Belém,
Para.

TERMOS DE INDEXACAO: Virus Sincicial Respiratério Bovino, BRSV,
bovinos, Nordeste do Brasil.
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INTRODUGAO

Através de observacdes soroldgicas, clinicas e de cultivo viral
tem-se verificado que o Virus Sincicial Respiratério Bovino
(BRSV), agente com a propriedade de induzir a formacao de
sincicios nos tecidos infectados ou cultivados, estd muito di-
fundido em todo mundo. A literatura o referencia como um
importante patégeno primario no complexo Doenga Respira-
téria Bovina (Baker 1993, Bryson 1993, van Vuuren 1994) e,
ao que tudo indica, tem um significativo papel como agente
desencadeante de infecgoes secundarias ou associadas (Kahrs
1985). Diversas referéncias a infec¢oes associadas a virus (BVD,
parainfluenza-3 e adenovirus bovino) e a bactérias (Pasteurella
sp, Streptococcus sp, Mycoplasma sp e Pseudomonas sp (Inaba et
al. 1970, Lehmkuhl et al. 1979, Pirie 1981) demonstram a
importancia do BRSV como patdgeno respiratorio. Em be-
zerros, o BRSV foi identificado desde 1967; seu primeiro iso-
lamento foi feito na Suécia por Paccaud & Jacquier (1970). No
Brasil, o primeiro registro da presenca do virus foi feita por
Gongalves et al. (1993), através de imunoflorescéncia e culti-
vo celular de amostras de tecido pulmonar de bezerros,
coletadas em frigorificos na Grande Porto Alegre, RS.
Campalans & Arns (1995) isolaram o BRSV, a partir da secre-
¢do nasotraqueal de bezerros com sintomas respiratérios, pro-
cedentes do Rio Grande do Sul. A primeira descri¢cao da do-
enca natural em bovinos de corte criados extensivamente foi
feita no Rio Grande do Sul por Driemeier et al. 1997.

Este trabalho tem o intuito de registrar a ocorréncia de
surto de doenga respiratéria em bovinos causada pelo BRSV,
em Alagoas, Brasil.

MATERIAL E METODOS

O historico foi colhido pelo veterindrio da fazenda. Nos locais de
ocorréncia dos surtos, em duas fazendas da bacia leitera de Ala-
goas, cerca de 20 bezerros foram examinados clinicamente e quatro
daqueles muito enfermos foram sacrificados e necrospsiados.

Fragmentos de pulmao foram colhidos em formalina a 10%,
processados pelo método usual, cortados a espessura de Sum e
corados pela hematoxilina-eosina. O exame imunohistoldgico foi
efetuado com anticorpo primario policlonal anti- BRSV 3; (dilui¢do
de 1:700) em fragmentos de pulmao de dois bovinos, seguindo-se a
técnica descrita por Mills (1992). Cortes histolégicos de Sum foram
rotineiramente desparafinados em xilol, passados em élcool e dgua
destilada. Em seguida bloqueou-se a peroxidase endégena com
solu¢ao de peréxido de hidrogénio diluida em metanol por 30
minutos em temperatura ambiente. As laminas histolégicas foram
submetidas a uma digestao prévia com tripsina a 0,1% por 10 minutos
a 37°C e posterior irradiagao em forno microondas de uso doméstico
por 2 minutos na poténcia maxima (1300 W). Durante esta etapa as
laminas ficavam imersas em 100ml de tampao citrato (pH 6,0). O
bloqueio foi feito com soro fetal bovino (SFB) a 1%. As amostras foram
incubadas por 45 minutos a 37°C com anticorpo primario policlonal
anti-BRSV a uma dilui¢ao de 1:700. A técnica de streptavidina-biotina
foi empregada utilizando-se um kit comercial® , contendo anticorpo
secundario biotinalado e streptavidina conjugada com peroxidase.
Como cromdgeno foi utilizada a diaminobenzidina (DAB). Os tecidos
foram contra-corados com hematoxilina. No controle-negativo
substituiu-se o anticorpo primario por SFB. As lavagens foram
realizadas com solu¢ao de tampao fosfato PBS-pH 7,0).
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“Swabs” pulmonares foram cultivados em agar-sangue ovino a
10%, em ambiente de anaerobiose, efetuando-se leituras as 24 e 48
horas.

RESULTADOS

Dados epidemioldgicos e clinicos

Os surtos ocorreram em duas fazendas situadas no muni-
cipio de Vigosa, Alagoas. Na fazenda A havia 220 bovinos da
raca pardo-suica (dos quais 44 eram bezerros lactentes de
até 30 dias), importados da Alemanha e da Austria e na fa-
zenda B, 600 bovinos das racas holandesa preto e branco e
pardo-suica, importados do Uruguai e da Suica, respectiva-
mente, dos quais 300 eram animais jovens.

Na fazenda A, o sistema de cria¢ao era intensivo para ex-
ploracao leiteira (leite tipo A). Os animais eram vermifuga-
dos'% e pré-munidos contra Babesia sp e Anaplasma sp. Utili-
zavam-se vacinas contra as seguintes doen¢as no rebanho:
brucelose, leptospirose, IBR/BVD, manqueira, febre aftosa,
mastite bovina (cepa Staphylococcus sp), parainfluenza-3 e Virus
Sincicial Respiratério Bovino (introduzida no inicio de 1998,
nos bezerros aos 4 meses de idade) porém o problema ja ha-
via se instalado e os efeitos da vacina contra BRSV nao eram
satisfatorios. Os animais eram avaliados a cada 6 meses para
brucelose, leptospirose e tuberculose. Os primeiros animais
foram importados da Alemanha e da Austria em setembro de
1994. Na segunda importacao, em dezembro de 1994, além
do estresse da viagem, os animais sofreram privag¢ao alimen-
tar no final do percurso. Quando os animais desembarcaram
em Belém, Para, alguns se apresentavam em condi¢oes pre-
carias e algumas vacas morreram logo apds o desembarque,
com doenga respiratéria diagnosticada como pasteurelose.
Os animais desse mesmo lote seguiram para o Estado de Ala-
goas, e continuaram evidenciando o mesmo quadro clinico.

Nessa fazenda, as primeiras pari¢oes ocorreram em janei-
ro de 1995 e alguns bezerros apresentaram a doenga respira-
toria logo nas primeiras semanas de vida. Apos a ocorréncia
dos primeiros casos que culminaram em morte, mesmo com
tratamentos convencionais e corregoes no manejo, oS ani-
mais continuaram apresentando problemas respiratdrios. Ao
longo deste periodo morreram em torno de 50 bezerros. Os
casos se sucederam, ano apés ano, com intensificacao da
morbidade e da letalidade (principalmente no final de 1997),
que se agravavam nos perfodos de maior indice pluviométrico
da regiao (maio a agosto); neste periodo observaram-se até
cinco mortes por més, coincidindo também com a maior taxa
de parigoes (cerca de 50 a 70% contra apenas 10% no verao,
em 1997). Em 1998, 30% dos bezerros apresentaram quadro
clinico de doenca respiratéria cronica. A morbidade e a
letalidade eram mais elevadas nos animais jovens; foram ra-
ros os casos de morte em vacas, muito embora tenham sido
observados alguns animais adultos magros e com tosse seca
improdutiva, sem maiores complica¢oes.

Ja na primeira semana de vida os bezerros apresentavam

8 VMRD, Pullman, USA.
9Dako LSAB + kit, Peroxidase, Carpinteria, USA.
10 lvermectina e levamisole.
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Fig. 1. Infeccao natural pelo Virus Sincicial Respiratorio Bovino
(BRSV). Presenca de células sinciciais dentro de alvéolos. HE,
obj. 40.

Fig. 3. Detalhe da figura anterior. HE, obj. 25.
Fig. 5. Infeccao natural pelo BRSV. Epitélio bronquial (seta) e célu-

las sinciciais e mononucleares (cabe¢a de seta) marcadas posi-
tivamente com anticorpo anti-BRSV. Obj. 25.

Fig. 2. Infecgao natural pelo BRSV. Fibrose peribronquiolar. Distor¢ao
da estrutura bronquiolar, lembrando trombos recanalizados,
bronquiolite obliterante. HE, obj. 10.

Fig. 4. Infeccao natural pelo BRSV. Foliculo linfoide peribronquiolar
proeminente. HE, obj. 10.

Fig. 6. Infeccao natural pelo BRSV. Célula sincicial no interior de al-
véolo marcada positivamente com anticorpo anti-BRSV. Obj. 40.
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febre e tosse seca, geralmente sem produc¢ao de exsudato
nasal. A percussdo da area pulmonar notou-se aumento do
limite caudal com presen¢a de som subtimpanico nesta area.
Foram ainda evidenciadas 4reas de macicez na regiao cranio-
ventral. A auscultacio, inicialmente foram verificados
estertores secos, depois imidos com presenca de sibilos,
muitas vezes audiveis a certa distancia. Na fase final da doen-
¢a, os animais apresentavam dispnéia intensa, com extensao
do pescoco e cabega, cotovelos abduzidos, boca aberta e
protrusao da lingua. Alguns bezerros apresentavam corrimen-
to nasal e ocular seroso e/ou purulento. Sialorréia e
lacrimejamento foram observados menos freqiientemente.
O quadro terminal culminava com apatia, graus variados de
desidratacao, dispnéia mista, taquicardia e auséncia de fe-
bre. Com suporte terapéutico, os animais apresentavam qua-
dro clinico evidente, mas nao tao severo, resistiam até o des-
mame e tornavam-se progressivamente magros. Muitos be-
zerros, nessa fase e com estas condi¢oes clinicas, adquiriam
infeccao por Babesia bigemina e Anaplasma marginale. Apos o
tratamento, geralmente havia recidiva do problema respira-
tério, desta vez agravado, culminando com éxito letal.

Durante todos esses anos foram utilizados varios anti-
microbianos (oxitetraciclina, penicilina, enrofloxacina,
florfenicol, sulfas e tilosina, dentre outros), com recuperagao
clinica aparente apenas naqueles animais que apresentavam
melhores condi¢oes organicas.

0 quadro clinico-epidemiol6gico vem sendo observado
em rebanhos de propriedade vizinha, que cria intensivamen-
te as racas holandesa preto e branco e pardo-sui¢a, importa-
dos do Uruguai e da Suica, respectivamente (fazenda B). Nes-
ta, apesar dos bezerros de ambas as ragas permanecerem em
bezerreiros coletivos, os da raca pardo-suica eram acometi-
dos com maior freqiiéncia.

Microbiologia pulmonar

Dos “swabs” pulmonares observou-se crescimento de
col6nias branco-acinzentadas, nao-hemoliticas, com 1mm de
didmetro, que as 24 horas de incubagao, pela coloracao de
Gram, revelaram caracteristicas morfologicas de Staphylococcus
sp; as 48 horas de incubagdo houve aparecimento de col6ni-
as diminutas (0,5mm de didmetro), acinzentadas e hemoli-
ticas, ao Gram caracteristicas de Corynebacterium bovis. Ob-
servou-se, ainda, crescimento de fungo filamentoso com hifas
septadas.

Alteragoes macroscépicas

Os principais achados, a necropsia, restringiram-se ao
sistema respiratério e em ambas as propriedades observa-
ram-se as mesmas alteragoes. Os principais achados consisti-
ram em conteido espumoso na tiaquéia; os lobos apicais,
cardiacos e por¢oes craniais dos lobos diafragmaticos apre-
sentavam-se avermelhados, consolidados e ao corte exibiam
exsudato purulento, tipicos da pneumonia secundaria. As
demais por¢oes apresentavam enfisema alveolar e intersticial
difuso; ao corte observaram-se pequenas areas irregulares e
confluentes de cor branco-acinzentada. Os demais 6rgaos nao
apresentaram alteragoes macroscopicas.
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Achados histopatolégicos

Os cortes histolégicos do pulmao evidenciam, prin-
cipalmente dentro dos alvéolos do entorno de bronquiolos
e bronquios, formac¢ao de numerosas células sinciciais mis-
turadas a infiltracao inflamatdria mononuclear, com presen-
¢a de numerosos polimorfonucleares eosinoéfilos, em algu-
mas dreas. As células sinciciais (Fig. 1) apresentam-se como
massas protoplasmaticas bem delimitadas, moderadamen-
te eosinofilicas, por vezes granulares ou espumosas, con-
tendo entre 3 e 40 niicleos normocromaticos, arredonda-
dos, ovdides ou reniformes, de tamanho variavel, dispostos
no centro ou perifericamente, contendo em geral apenas
um nucléolo pouco proeminente. Por vezes, o mesmo tipo
de exsudato e também as células sinciciais podem ser evi-
denciados dentro de bronquiolos terminais, em outros a
infiltracao inflamatdria é tao marcada que ha total consoli-
dacao do parénquima.

Observaram-se varidveis graus de fibrose peribronquial,
peribronquiolar (Fig. 2) e também abaixo do epitélio dessas
estruturas, que associada a inflamacao, sobretudo linfocitaria
(com alguns corptisculos de Russel), e a alteragoes prolife-
rativas do epitélio, determina distor¢ao e obstru¢io parcial
ou total dessas vias aéreas, lembrando a estrutura de trombos
recanalizados (bronquiolite obliterante) (Fig. 3); foliculos
peribronquiais e peribronquiolares sao bastante proeminen-
tes em algumas areas (Fig. 4). Nos bronquios héa focos de
metaplasia escamosa, sem evidéncias de producao de
queratina. Em alguns locais observa-se espessamento da pa-
rede de alvéolos seja por infiltracao de eosinofilos, seja por
focos de “epitelizagcao” alveolar. ’

Na avaliacao imunohistoquimica, células epiteliais de
bronquiolos (Fig. 5), células sinciciais (Fig. 6) e algumas célu-
las livres na luz dos alvéolos (provavelmente células epiteliais
— pneumdcitos) marcaram-se positivamente com o anticorpo
anti-BRSV nos dois casos testados.

DISCUSSAO E CONCLUSOES

O aspecto histologico, com presenca de células sinciciais no
interior de alvéolos pulmonares, é caracteristico para infec-
¢oes pelo BRSV. As particularidades epidemioldgicas e clini-
cas do surto aqui descrito também se encontram de acordo
com o referido na literatura (Kahrs 1972, Pirie 1981, Van den
Ingh 1982, Driemeier 1997, Dyer 1982). A replicacao viral,
demonstrada em células epiteliais na traquéia, brénquios,
bronquiolos e células alveolares, confirma o BRSV como agen-
te etiol6gico da enfermidade em questdao. No presente estu-
do nao foram encontradas evidéncias epidemioldgicas ou
histoldgicas da presenca de agentes virais da IBR, da BVD e
da parainfluenza, apenas focos supurativos determinados pela
infeccao bacteriana secundaria.

A ocorréncia de surto no Sul e agora no Nordeste do Brasil
revela a extrema urgéncia de promover-se um levantamento
clinico-epidemiolégico abrangente com o intuito de avaliar o
grau de perdas induzidas pelo agente no pais. Lembramos que
parte dos animais importados, ao que tudo indica ja infectados
nos paises de origem, desembarcaram em Belém, PA.
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