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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-graduacao em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

CARACTERIZACAO GENETICA E ANTIGENICA DE ISOLADOS

BRASILEIROS DO VIRUS DA DIARREIA VIRAL BOVINA
AUTOR: ELOISA BIANCHI
ORIENTADOR: RUDI WEIBLEN
Santa Maria, 16 de fevereiro de 2011

Amostras de campo do virus da diarréia viral bovina (BVDV) apresentam diferencas
genéticas e antigénicas que podem influenciar no diagnéstico e na producdo de vacinas. Os
objetivos do presente trabalho foram selecionar e caracterizar isolados de BVDV para
potencial uso em testes de diagndstico e vacinas, e caracterizar genética e antigenicamente
amostras de BVDV isoladas no Rio Grande do Sul (RS) entre 2000 e 2010. O capitulo 1
relata a caracterizacdo em nivel molecular e antigénico de sete isolados citopaticos brasileiros
do BVDV. O sequenciamento e analise filogenética identificaram quatro isolados do genotipo
BVDV-1 (57,1%) e trés isolados do genotipo BVDV-2 (42,8%). A caracterizacdo antigénica
dessas amostras por virus neutralizacdo (VN) com soro homdlogo e heter6logo revelou
diferencas importantes nos titulos neutralizantes entre os virus do mesmo gendtipo, mas
principalmente entre virus de diferentes genotipos. Apesar dessas diferencas antigénicas, a
atividade neutralizante do anti-soro das amostras IBSP-4 e VS26/2 foi aceitavel contra
amostras do mesmo gendtipo e também contra amostras de gendtipo diferente. Esses
resultados qualificam esses isolados para potencial uso em formulagdes vacinais. Em paralelo,
446 amostras de soro campo foram testadas por VN frente aos sete isolados e contra cepas
padréo de BVDV-1 e 2. Destas, 221 amostras (50,3%) apresentaram anticorpos neutralizantes
anti-BVDV, sendo que 198 (89,6%) apresentaram atividade frente as cepas padrbes dos dois
gendtipos (Singer, BVDV-1 e VS-253, BVDV-2). Por outro lado, 18 amostras de soro (8,1%)
neutralizaram apenas a cepa de BVDV-1 e 5 (2,2%) a cepa BVDV-2. Apesar das diferencas
antigénicas entre 0s gendtipos, esses resultados ndo indicam a necessidade de testar as
amostras de soro para ambos 0s genotipos, uma vez que o nimero de amostras de soro que
ndo é detectada por um ou outro gendtipo foi pequena. O capitulo 2 apresenta um perfil
genotipico e antigénico de 20 amostras do BVDV isoladas no RS, entre 2000 e 2010. As
amostras foram isoladas de uma variedade de condi¢es clinicas. A maioria das amostras (19
ou 95%) pertence ao bidtipo nédo-citopatico (NCP); e um isolado (5%) apresentou uma
mistura de virus NCP e citopaticos (CP). O sequenciamento e a analise filogenética
permitiram identificar nove isolados de BVDV-2 (45%), oito isolados de BVDV-1 (40%) e
trés isolados BVDV atipicos. Analise de reatividade com um painel de 20 anticorpos
monoclonais (AcMs) contra a glicoproteina principal do envelope gp53/E2 revelou uma
variabilidade marcante nesta glicoproteina, entre virus do mesmo genétipo, e sobretudo, entre
virus de genotipos diferentes. Testes de VN com anti-soro de cepas de referéncia de BVDV-1
e BVDV-2 frente as amostras isoladas revelaram niveis variaveis de reatividade cruzada entre
virus do mesmo genotipo, e reatividade ausente ou muito baixa entre virus de genoétipos
diferentes. Esses resultados indicam a presenca de ambos os gendétipos do BVDV na
populacéo do RS, e confirmam a marcante variabilidade antigénica desses isolados.
Palavras-chave: BVDV-1, BVDV-2, Pestivirus, anélise filogenética, analise antigénica.
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Bovine viral diarrhea virus (BVDV) isolates display a high genetic and antigenic variability
that can compromise diagnosis and vaccine formulation. This study aimed to characterize at
genetic and antigenic levels Brazilian BVDV isolates for potential use in diagnosis and
vaccine production, and to characterize field BVDV isolates from Rio Grande do Sul (RS)
(2000-2010). Chapter 1 describes the genetic and antigenic characterization of seven
cytopathic Brazilian BVDV isolates, to select the most appropriate for use in diagnostic and
vaccines. Sequencing and phylogeny identified four isolates of BVDV-1 (57.1%) and three
isolates of BVDV-2 genotype (42.8%). The antigenic characterization of these isolates by
virus neutralization assay (VN) with homologous and heterologous antisera revealed
differences among the viruses of the same genotype, but especially among viruses of different
genotypes. Despite the antigenic differences, the neutralizing activity of antisera IBSP-4 and
VS26/2 was acceptable against isolates of the same genotype and also against viruses of
different genotype. These results qualify these isolates for potential use in vaccine
formulations. In parallel, 446 field serum samples were tested against the seven isolates and
reference strains. Neutralizing antibodies anti-BVDV were found in 221 (50.3%) samples,
and 198 (89.6%) had neutralizing activity against the both genotypes (Singer, BVDV-1 and
VS- 253, BVDV-2), 18 (8.1%) serum samples and five (2.2%) neutralized only the standard
BVDV-1 and BVDV-2. These results confirm that the antigenic differences between isolates
may result in false-negative results, yet might not justify the performance of VN using both
BVDV genotypes. Chapter 2 presents a genotypic and antigenic profile of 20 BVDV isolates
obtained in RS state, between 2000 and 2010. The isolates were isolated from a variety of
clinico-pathological syndromes. Most samples (19 or 95%) belong to biotype non-cytopathic
(NCP) and one isolate (5%) had a mixture of viruses NCP and cytopathic (CP). Sequencing
and phylogenetic analyses identified nine isolates of BVDV-2 (45%), eight BVDV-1 (40%)
and three atypical BVDV isolates. Analysis of reactivity with a panel of 20 monoclonal
antibodies (mADbs) revealed a marked variability in the major envelope glycoprotein gp53/E2
among viruses of the same genotype, but especially between different virus genotypes. Virus
neutralization assays (VN) with antisera of BVDV-1 and BVDV-2 reference strains against
the isolates revealed variable levels of cross-reactivity between viruses of the same genotype,
and lack or very low reactivity between viruses of different genotypes. These results indicate
the presence of both genotypes of BVDV in the cattle population of RS and confirm the
remarkable antigenic diversity of these isolates.

Key words: BVDV-1, BVDV-2, Pestivirus, phylogenetic analysis, antigenic analysis.
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1. INTRODUCAO

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) é responsavel por importantes perdas a atividade
pecuéria de corte e leite em todo o mundo, devido a sua grande distribuicdo e pela capacidade
de produzir diversas manifestacBes clinicas (HOUE, 1999). O BVDV pertence a familia
Flaviviridae, género Pestivirus, juntamente com outros dois importantes virus de animais
domeésticos — o virus da peste suina classica (CFSV) e o virus da doenca da fronteira (BDV)
(HORZINEK, 1991).

Os virions do BVDV possuem 40 — 60 nm de diametro, um nucleocapsideo icosaédrico
contendo o genoma viral que é formado por uma fita simples de RNA linear de sentido
positivo com aproximadamente 12.300 — 12.500 nucleotideos. O nucleocapsideo é envolto
por um envelope lipoprotéico, que contém trés glicoproteinas: gp48/E™, gp25/E1 e gp53/E2,
a qual é a mais antigénica (DONIS, 1995). O genoma RNA possui duas regides nédo
traduzidas (“untranslated regions”, UTRs) nas extremidades 5’ (aproximadamente com 386
nucleotideos) e 3’ (aproximadamente com 223 nucleotideos) e uma fase de leitura aberta
(“open reading frame”, ORF) que codifica uma Unica poliproteina com 3988 aminoacidos. A
poliproteina é processada por proteases virais e celulares em 11 ou 12 proteinas maduras,
durante e ap6s a traducédo. Os produtos destas clivagens sdo: autoprotease N-terminal (NP),
proteina do capsideo (C), proteinas do envelope (E™, Ele E2) e proteinas ndo-estruturais (p7,
NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A e NS5B) (COLLETT et al., 1988; THIEL et al., 1996).

Com base na comparacédo das sequéncias de nucleotideos da regido altamente conservada,
5’UTR, é possivel classificar os isolados de BVDV em dois gendtipos geneticamente
diferentes: BVDV-1 e BVDV-2. Os isolados de BVDV-1 podem ainda ser classificados em
11 subgenotipos, e 0 BVDV-2, em dois subgenotipos (RIDPATH, et al., 1994; VILCEK et
al., 2001; FLORES et al., 2002). Outras regides do genoma como a N, gp53/E2, gp48/E™,
C também tém sido utilizadas para estudar a diversidade genética entre os isolados e, assim,
agrupa-los dentro de seus respectivos genotipos e subgenotipos (BECHER et al., 2003;
MINAMI, et al., 2009; LIU, et al., 2010). Além disso, essas novas analises filogenéticas
permitiram que alguns isolados de BVDV fossem denominados como um novo grupo de
pestivirus “atipicos” (SCHIRRMEIER et al., 2004; STALDER, et al., 2005; STAHL, et al.,

2007). Parte dessa diversidade genética entre os isolados de campo de BVDV é acompanhada
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por variabilidade antigénica, que pode ser verificada pela analise com o uso de monoclonais e
por sorologia cruzada (RIDPATH, 2003).

As amostras de BVDV apresentam ainda diferencas na capacidade de produzir
citopatologia em células de cultivo, podendo ser classificadas em dois biotipos: nédo-
citopatogénicos (NCP) ou citopatogénicos (CP). Ambos 0s bidtipos circulam nas espécies
susceptiveis, mas as amostras NCP sdo predominantes. As amostras CP nédo ultrapassam 5%,
sendo encontradas, sobretudo, em animais que desenvolvem uma doenga fatal chamada de
doenga das mucosas (DM) (DUBOVI, 1992). Os virus CP sdo gerados a partir de mutacdes
ou rearranjos genéticos, como duplicacdes ou inser¢des no genoma viral, na regido do gene da
proteina NS2-3. Ambos o0s bi6tipos possuem a proteina NS2-3, mas somente nos virus CP ela
é clivada gerando outra proteina, a NS3 (DONIS, 1995).

No Brasil, o BVDV foi isolado pela primeira vez por VIDOR (1974), e varios estudos
posteriores confirmaram a presenca do agente (OLIVEIRA et al., 1996; BOTTON et al.,
1998b). Os prejuizos econémicos da infeccdo estdo mais atribuidos a infeccdo de fémeas
prenhes, mas outras formas clinicas, como doenca respiratéria ou gastroentérica aguda e
cronica, lesGes cutineas sdo observadas. Em rebanhos onde a infecgdo € endémica, as falhas
reprodutivas sdo 0s sinais mais evidentes e, muitas vezes, o Unico indicativo da infeccéo
(FLORES et al., 2005). A infeccdo de fémeas prenhes pode cursar com reabsorcao
embrionaria, abortamentos, mumificacbes, malformacdes fetais, nascimento de terneiros
fracos, persistentemente infectados (P1) e imunotolerantes ao virus (BAKER, 1995).

O nascimento de animais imunotolerantes é resultado da infecgdo transplacentaria entre
os dias 45 e 125 de gestacdo, com amostras NCP (McCLURKIN et al., 1984). Os animais Pl
excretam grandes quantidades de virus nas secrecbes e excre¢des, durante toda a vida,
constituindo-se no principal reservatério do virus (BAKER, 1995; HOUE, 1995). Os animais
Pl estdo presentes na populacdo em um namero relativamente pequeno (0,4 a 2,7%), mas
ainda constituem o principal meio de perpetuacdo do virus nos rebanhos (HOUE, 1995).

O controle da infeccdo pelo BVDV baseia-se na identificagéo e eliminagdo dos animais
PI, associado ou ndo ao uso de vacinas para proteger os animais susceptiveis (DUBOVI,
1992; BOLIN, 1995; VAN OIRSCHOT et al., 1999). O uso da vacinagdo no controle da
infeccdo geralmente se baseia em uma andlise de riscos e custos (VAN OIRSCHOT et al.,
1999; HOUE et al., 2006).

No Brasil, alguns anos atrds eram somente comercializadas vacinas inativadas contendo
cepas norte-americanas e europeias do BVDV-1. Nos altimos anos, vacinas contendo ambos

0s genotipos virais (BVDV-1 e BVDV-2) estdo presentes no mercado, trazendo uma
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contribuicdo, garantindo uma melhor resposta sorolégica, uma vez que vacinas contendo
apenas 0 genotipo BVDV-1 ndo induzem boa resposta sorologica frente ao BVDV-2
(FULTON & BURGE, 2001; VOGEL et al., 2001; 2002). Outra forma de minimizar o
problema das diferencgas antigénicas seria a formulagdo de vacinas com virus representativo
das amostras circulantes na populagdo, pois teoricamente essas apresentam maiores
semelhancas genéticas e antigénicas (FLORES et al., 2005).

A diversidade antigénica do BVDV também pode possuir implicacbes no diagnostico
(FLORES et al., 2005). A baixa reatividade soroldgica cruzada entre 0s dois genotipos
observada nos testes de virus neutralizacdo (VN) pode interferir no resultado dos testes
soroldgicos, podendo resultar em falhas na deteccdo de animais com baixos titulos de
anticorpos. Uma possivel solucdo seria a utilizagdo de amostras virais isoladas na regido
nesses testes (FLORES et al., 2005).

Considerando-se as diferencas genéticas e antigénicas existentes entre as amostras
vacinais e isolados de campo de BVDV, e o0 seu possivel impacto no diagnostico e producédo
de vacinas, o presente trabalho teve como objetivos: a. Selecionar e caracterizar isolados
citopaticos de BVDV para potencial uso em testes de diagndstico e vacinas, e b. Caracterizar
geneticamente e antigenicamente isolados de BVDV do Rio Grande do Sul, obtidos durante o
periodo de 2000 a 2010.
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RESUMO

A grande diversidade genética e antigénica do virus da diarréia viral bovina (BVDV)
pode possuir implicacdes para o diagndstico e producdo de vacinas. O presente estudo teve
por objetivo caracterizar em nivel molecular e antigénico sete isolados citopéticos brasileiros
do BVDV, para potencial uso em testes de neutralizacdo viral (VN) e vacinas. O
sequenciamento e a analise filogenética com base nas sequéncias de nucleotideos da regido
ndo traduzida (5’UTR) do genoma viral identificaram quatro isolados do genétipo BVDV-1
(57,1%) e trés isolados do genétipo BVDV-2 (42,8%). A caracterizacdo antigénica dos
isolados por testes de VN revelou diferencas de até 256 vezes nos titulos de anticorpos
neutralizantes quando se comparou a neutralizacdo homoldéga com a heteroléga de alguns
isolados de BVDV-1. Entre os virus do genotipo tipo 2, as diferencgas do titulos homélogos
com os titulos heteroldgos atingiram até 248 vezes. Apesar das diferencas antigénicas entre 0s
isolados, a atividade neutralizante dos anti-soro dos isolados brasileiros IBSP-4 (BVDV-1) e
VVS26/2 (BVDV-2) foi aceitdvel contra amostras do mesmo genétipo e também contra
amostras de gendtipo diferente. Esses resultados qualificam esses isolados para uso em
formulac@es vacinais. Com o objetivo de escolher a amostra mais indicada para uso em testes
de VN, 446 amostras de soro de campo foram testadas frente aos sete isolados e contra cepas
padréo de BVDV-1 e 2. Destas, 221 amostras (50,3%) apresentaram anticorpos neutralizantes
anti - BVDV, sendo que 198 (89,6%) apresentaram atividade frente as cepas padrdes dos dois
genotipos (Singer, BVDV-1 e VVS-253, BVDV-2). Por outro lado, 18 amostras de soro (8,1%)
neutralizaram apenas a cepa de BVDV-1 e 5 (2,2%) a cepa BVDV-2. Esses resultados
confirmam que as diferengas antigénicas entre os isolados podem gerar falhas na deteccdo de
animais soropositivos para um ou outro genoétipo. Porém, considerando-se a amostragem de

soro testada e os isolados testados, ndo haveria a necessidade da inclusdo dos isolados
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brasileiros ou de ambos 0s geno6tipos nos testes de VN, uma vez que se verificaram resultados
semelhantes entre eles.

Palavras-chave: BVDV, diversidade antigénica, analise filogenética, virus neutralizacéo.

ABSTRACT

The genetic and antigenic diversity among field isolates of bovine viral diarrhea virus
(BVDV) are important issues for diagnosis and vaccine production. The objective of the
present study was to characterize antigenically and in molecular level seven Brazilian
cytopathic BVDV, to select the most adequate isolate for use in diagnostic and vaccines.
Sequencing and phylogenetic analysis of the 5'UTR region of the viral genome identified four
isolates within the BVDV-1 genotype (57.1%) and three BVDV-2 (42.8%). The antigenic
characterization of these isolates by virus neutralization assays (VN) revealed significant
differences the titers of 256 were observed when comparing the homologous with
heterologous neutralization of some isolates of BVDV-1. Among the type 2 virus genotype,
differences of titers the 248 were observed among titers homologous with heterologous titers.
Despite the antigenic differences among the viruses, mainly between the genotypes, the
neutralizing activity of two isolates: IBSP-4 (BVDV-1) and VS26/2 (BVDV-2), suggest their
use in vaccine formulations, due the ability to induce moderate to high antibody titers to both
genotypes. In order to choose the most suitable isolate for use in VN assays, 446 field serum
samples were tested against the seven isolates and standard strains. Neutralizing antibodies
anti-BVDV were found in 221 (50.3%) samples, and 198 (89.6%) had neutralizing activity
against the both genotypes (Singer, BVDV-1 and VS- 253, BVDV-2), 18 (8.1%) serum
samples and five (2.2%) neutralized only the standard BVDV-1 and BVDV-2, respectively.

Although these antigenic differences may eventually result in diagnostic failures, our results
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indicate that the use of Brazilian isolates or strains of both genotypes in VN tests is not
necessary.

Key words: BVDV, antigenic difference, phylogenetic analysis, virus neutralization.

INTRODUCAO

O virus da diarréia viral bovina (BVDV) é um membro da familia Flaviviridae, género
Pestivirus, juntamente com o virus da doenca da fronteira (BDV) de ovinos e o virus da peste
suina classica (CSFV) (HORZINEK, 1991). O BVDV é um virus envelopado, com genoma
RNA de fita simples, com aproximadamente 12,3 kb, o qual contém uma Unica fase aberta de
leitura (ORF) que codifica uma poliproteina com 3988 aminoécidos (COLLETT et al., 1988).
A ORF é precedida por uma regidao nao traduzida (5’UTR) com 360 a 390 nucleotideos,
altamente conservada entre os Pestivirus e frequentemente utilizada para caracterizacdo
genética (COLLETT et al., 1988; RIDPATH et al., 1994). Com base na comparacdo das
sequéncias da regido 5’UTR, os isolados do BVDV tém sido agrupados em dois genotipos,
que sdo também antigenicamente distintos entre si: BVDV-1 e BVDV-2 (PELLERIN et al.,
1994; RIDPATH et al., 1994). Os isolados de BVDV-1 podem ser ainda sub-divididos em 11
subgenotipos (VILCEK et al., 2001), e o0 BVDV-2, em dois subgenotipos (FLORES et al.,
2002). As amostras de campo do BVDV isoladas no Brasil apresentam diferencas genéticas e
antigénicas marcantes entre si, 0 que pode gerar implicaces para o diagnostico, producdo de
vacinas e programas de controle da doenca (BOTTON et al., 1998a; FLORES et al., 2002).

Os Pestivirus caracterizam-se também pela existéncia de dois biotipos: citopatico (CP) e

ndo citopatico (NCP), de acordo com o efeito da replicacdo viral em cultivo celular
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(LINDENBACH & RICE, 2001). Cepas CP sao utilizadas tanto para a formulacdo de vacinas
quanto para os testes de diagnostico, por virus neutralizacdo (VN).

O diagnostico soroldgico da infecgdo pelo BVDV é realizado principalmente por testes de
neutralizacdo viral (VN) e testes de ELISA. No entanto, os testes de VN podem falhar em
detectar animais com baixos titulos de anticorpos previamente infectados com amostras virais
diferentes das cepas utilizadas nos testes (FLORES et al., 2005). Uma possivel solucdo para a
reducdo de diagnosticos falso-negativos seria a utilizacdo de amostras virais regionais nesses
testes (FLORES et al., 2000). A grande diversidade antigénica verificada entre isolados de
campo também representa uma dificuldade para o controle baseado em protecdo vacinal
(FLORES et al., 2005). Assim, o0s objetivos deste trabalho foram selecionar e caracterizar
isolados CP do BVDV para uso potencial em diagndstico (testes de VN) e possivel inclusdo

em formulagGes vacinais.

MATERIAL E METODOS

Delineamento experimental — Sete isolados brasileiros CP do BVDV foram selecionados e
caracterizados geneticamente, por meio de sequenciamento e andlise filogenética da regido
5’UTR do genoma viral, e antigenicamente, por meio de testes de virus neutralizacdo (VN)
frente a anti - soros homologos e heter6logos. Os isolados também foram utilizados em testes
de VN frente a amostras de soro de bovinos enviados ao Setor de Virologia da Universidade
Federal de Santa Maria (SV/UFSM) para diagndstico soroldgico.

Células e virus — Os procedimentos de cultivo celular, amplificacdo, clonagem bioldgica,
quantificacdo viral e VN foram realizados em células de linhagem de rim bovino (MDBK)

livres de Pestivirus. As células foram cultivadas em meio essencial minimo (MEM),
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suplementado com 10% de soro equino, estreptomicina® (0,4mg por mL), penicilina® (1,6mg
por mL) e anfotericina B* (0,0025mg por mL). A origem dos sete isolados virais CP
brasileiros selecionados (SV357/04, SV323/04, VS26/2, IBSP-2, IBSP-4, M-35, VS-28), e
cepas padrdo, foi relatada anteriormente por FLORES et al. (2005). Os virus CP utilizados
nos procedimentos foram purificados por clonagem bioldgica de acordo com BOTTON et
al. (1998b).

Extracdo de RNA, RT-PCR, sequenciamento e analise filogenética — Para a caracterizacéo
molecular, células MDBK foram infectadas com cada amostra individualmente em frascos de
25cm?. O RNA foi extraido dessas células, utilizando-se o reagente Trizol® de acordo com o
fabricante. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do RNA total utilizando um
Kit comercial SuperScript™ 11l RT® o qual serviu de molde para a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), para amplificacdo da sequéncia alvo do BVDV. O par de primers (P1 e P2)
(RIDPATH & BOLIN, 1998) serviu para amplificar um fragmento de 270 pb localizado na
regido 5’UTR do genoma viral. Os produtos da amplificacdo da PCR foram purificados com o
uso do Kit comercial PCR PureLink” e submetidos ao sequenciamento em duplicata e
processados em sequenciador automatico MEGABACE 500. A pureza das sequéncias foi
avaliada pelo pacote do programas Staden Package (STADEN, 1996), sendo entdo alinhadas
para a obtengdo de uma sequéncia consenso e posteriormente submetidas ao BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) para comparagdo com sequéncias depositadas no GenBank,
classificando os isolados em dois gendtipos. O alinhamento das sequéncias e a edi¢do das
sequéncias pelo programa BioEdit, versdo 7.0.9 (HALL, 1999). A construcdo da arvore
filogenética dos isolados, cepas padrdo do BVDV e cepas de referéncia de outros pestivirus
foi realizada utilizando o programa MEGA verséo 5.0, pelo método Neighbor - Joinning com

1000 réplicas de bootstrap, modelo P- distance.



19

Reatividade sorologica cruzada — Para investigar a reatividade soroldgica cruzada, anti - soro
especifico para cada uma das amostras CP e para as duas cepas padrdo foram produzidos em
bezerros soronegativos. Cada animal recebeu uma injecdo via intramuscular com o
sobrenadante do cultivo de células infectadas, contendo aproximadamente 10"° DICCs
(doses infectantes para 50% dos cultivos celulares por mL) do respectivo virus. Aos 30 dias
pos-inoculacdo, o sangue foi coletado para obtencdo do soro para a realizagdo dos testes de
VN. A deteccdo e quantificacdo dos anticorpos contra 0 BVDV foi realizada pela técnica de
VN, conforme descrito por BOTTON et al. (1998a). A atividade neutralizante de cada soro foi
testada frente as cepas padrdo, ao virus homologo, e frente aos demais isolados. Os titulos de
anticorpos neutralizantes obtidos foram combinados entre os virus para determinar o
coeficiente de similaridade antigénica (R), de acordo com o célculo utilizado por HOWARD
et al. (1987).

Testes de virus neutralizacdo com amostras de soro de campo — Finalmente, 446 amostras de
soro bovino submetidas ao SV/UFSM para diagndéstico soroldgico foram testadas frente aos
sete isolados CP e a duas cepas de referéncia do BVDV pela técnica de VN em microplacas,

de acordo com BOTTON et al. (1998a).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise genética — Das sete amostras CP analisadas, quatro pertencem ao genétipo BVDV-1
(57,1%) (IBSP-2, IBSP-4, V/S-28, M-35) e trés ao genétipo BVDV-2 (42,8%) (SV 323/04,
SV 357/04 e VS26/2). Esses resultados confirmam a circulagdo de ambos os gendtipos no
rebanho bovino brasileiro (GIL, 1998; FLORES et al., 2002; 2005). O gendtipo tipo 1 foi

predominante entre os isolados analisados, concordando com resultados de GIL (1998) e
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FLORES et al. (2000), mas o percentual de BVDV-2 foi superior ao verificado nos estudos
anteriores. A propor¢do de BVDV-1 e BVDV-2 pode variar de acordo com a regido
investigada (BACHOFEN et al., 2008; KABONGO et al., 2003). Destaca-se que este estudo
envolveu uma amostragem pequena de isolados, podendo néo refletir a proporcdo real de
BVDV-1 e BVDV-2 circulantes na populagéo bovina.

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos da regido 5’UTR permitiu a construcao
de uma arvore filogenética dos isolados (Figura 1). Cada isolado de BVDV foi agrupado no
ramo do seu respectivo genotipo, distantes dos ramos das cepas de outros pestivirus. Estudo
anterior confirmou que amostras genotipicamente classificadas como tipo 2 s&o
antigenicamente diferentes das amostras classificadas como tipo 1 (FLORES et al., 2000).
Essas diferencas moleculares e antigénicas tém indicado a necessidade de uma reavaliacdo
das estratégias de diagndstico e imunizacdo contra o BVDV (GIL, 1998). A necessidade de
incluir amostras do tipo 2 dentro das formulagdes de vacinas, para se obter um espectro mais
amplo de protecdo, devido a baixa reatividade soroldgica cruzada entre os genotipos
(RIDPATH, 2003). No entanto, a necessidade de incluséo de virus de diferentes subgendtipos
nas vacinas ainda é controversa, pois nem sempre as diferencas genéticas estdo relacionadas
diretamente com diferengas antigénicas associadas com protecdo (FLORES et al., 2005;
RIDPATH et al., 2010).

A andlise filogenética é o método de escolha para classificar geneticamente os isolados
do BVDV (RIDPATH, 2005; 2010). Os dois gendtipos do BVDV sdo identificados
historicamente com base na comparagdo da regido 5’UTR (PELLERIN et al., 1994) por ser
uma regido altamente conservada entre os Pestivirus. Devido as diferencas genéticas
existentes entre os isolados de um mesmo grupo, estudos atuais com o BVDV vém
utilizando andlises filogenéticas com base na analise concomitante de outros genes, como a

NP e E2 (LIU et al., 2010). Essas analises mais detalhadas tém permitido classificar os
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isolados em subgrupos (1a-1l e 2a-2b), permitindo de forma mais objetiva conhecer as
diferengas genéticas, bem como estabelecer uma origem comum entre 0s grupos de
Pestivirus.

Reatividade soroldgica entre os isolados — Diferencas antigénicas importantes tém sido
identificadas entre virus dos dois genotipos (BVDV-1 e BVDV-2) utilizando-se o teste de VN
(BECHER et al., 2003). Os titulos de anticorpos neutralizantes de cada anti-soro contra o
virus homélogo e contra os virus heterélogos no presente estudo estdo apresentados na tabela
1. Diferencas de até 256 vezes nos titulos foram observadas quando se comparou a
neutralizacdo homologa com a neutralizacdo heter6loga de alguns isolados de BVDV-1. Ja
entre os virus do genoétipo tipo 2, as diferencas dos titulos homdélogos com os titulos
heterdlogos atingiram até 248 vezes. Considerando-se os objetivos do presente trabalho, cabe
destacar a atividade neutralizante do anti-soro do isolado IBSP-4 (BVDV-1), que apresentou
titulos altos contra os membros do grupo homélogo e titulos moderados a altos contra os virus
do grupo heter6logo. O anti-soro dos virus VS26/2 (BVDV-2) reagiu com titulos
neutralizantes altos contra o0 BVDV-2 e moderados a altos contra 0 BVDV-1.

A atividade neutralizante dos anticorpos contra o BVDV é direcionada
predominantemente contra a glicoproteina E2 do envelope viral (CORAPI et al., 1990). Essa
glicoproteina apresenta alto grau de variabilidade na sua estrutura, entre isolados e genétipos
de BVDV (BECHER et al., 1994). Alteracdes significativas nesses epitopos podem resultar
em falha ou escape de atividade neutralizante, podendo resultar em falha de protegéo vacinal,
por exemplo. BOTTON et al. (1998a) e FLORES et al. (2000) demonstraram a grande
variabilidade antigénica existente entre amostras brasileiras do BVDV utilizando anticorpos
monoclonais (AcMs). BOTTON et al. (1998a) também caracterizaram alguns isolados por
neutralizagdo cruzada, confirmando a baixa reatividade soroldgica entre amostras brasileiras e

cepas vacinais norte-americanas Singer, NADL e Oregon.



22

Vérios estudos demonstram que, isolados de BVDV-1 sdo antigenicamente mais
relacionados entre si do que entre os BVDV-2 (PELLERIN et al., 1994; AVALOS-
RAMIREZ et al., 2001; RIDPATH et al., 2010). No entanto, em alguns casos, as diferencas
antigénicas entre as cepas BVDV-1 de diferentes subgendtipos podem apresentar valores
similares aos encontrados comparando-se BVDV-1 e BVDV-2. No presente estudo, os
isolados IBSP-4, VVS26/2 foram capazes de induzir anticorpos neutralizantes que reagiram
contra virus de ambos os gendétipos. Assim sugere-se que estes isolados sejam utilizados
futuramente em testes “in vivo”, avaliando a capacidade de protecdo desafiando-os com um
numero maior de cepas e, desta forma, estes isolados podem ser candidatos potenciais para
uso em formulagdes vacinais.

Os titulos da VN foram transformados em coeficientes R, que indicam os niveis de
similaridade antigénica entre os virus (tabela 1). Valores de R que se aproximam de 100
indicam maior similaridade antigénica entre os isolados; valores abaixo de 25 indicam
diferencgas antigénicas que sdo frequentemente observadas entre diferentes cepas de virus, e
valores abaixo de cinco sdo indicativos de diferentes tipos sorolégicos (HOWARD et al.,
1987). Os valores encontrados no presente trabalho confirmam os resultados da andlise
filogenética, demonstrando que as amostras pertencentes a cada genotipo sdo antigenicamente
semelhantes entre si, e diferentes das amostras do outro genétipo. Geralmente, o que é
observado sdo diferencas antigénicas entre isolados pertencentes a genotipos diferentes, mas
essa discrepancia também é verificada entre isolados pertencentes ao mesmo genétipo
(MINAMI et al., 2009).

Neutralizagéo frente a amostras de soro de campo — Os resultados dos testes de VN com 446
amostras de soro da rotina de diagndstico do SV/UFSM, testadas contra cada isolado CP e
cepas de referéncia (tabela 2), demonstraram que 221 amostras (50,3%) apresentaram

anticorpos neutralizantes anti-BVDV. Destas, 198 (89,6%) apresentaram atividade
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neutralizante contra o virus dos dois genotipos, 18 (8,1%) neutralizaram apenas a cepa de
BVDV tipo 1 (Singer) e cinco (2,2%), a cepa BVDV tipo 2 (VS-253). Dentre os isolados
testados, 220 amostras (50,1%) apresentaram anticorpos neutralizantes para o IBSP-4, 209
(47,2%) para o IBSP-2, 218 (49,6%) para 0 VS-28, 216 (49,2%) para 0 M-35, 221 (50,3%)
para a cepa Singer, 208 (47,3%) para o SV 357/04, 205 (46,6%) para o SV 323/04, 208
(47,3%) para 0 VS26/2 e 209 (47,6%) para a cepa VS-253. Esses resultados demonstram que
os virus do genotipo tipo 1 foram capazes de neutralizar (ou detectar como positivas no teste)
um ndmero maior de amostras de soro. 1sso se deve possivelmente a circulagdo predominante
de virus do tipo 1 na populacdo estudada, ja que entre os isolados testados, a cepa padrdo
Singer foi a que reagiu com maior nimero de amostras. J& os isolados do gend6tipo 2 reagiram
com um numero menor de amostras, também provavelmente refletindo a menor circulagdo de
virus desse gendtipo na populacdo estudada. Outros estudos jA haviam mostrado maior
circulacdo de virus do gendtipo tipo 1 (FLORES et al., 2005). Em resumo, apesar da
diversidade antigénica do BVDV, para a regido do estudo, o uso de diferentes isolados de
BVDV-1 e 2 em testes VN ndo resultaria em deteccdo de um maior nimero de amostras
positivas, ja que a porcentagem de amostras soropositivas detectadas na VN com a cepa
padrédo Singer foi maior. Alguns pesquisadores enfatizam a necessidade da utilizacdo de cepas
do BVDV-1 e do BVDV-2 nos testes de VN. No entanto, alguns estudos no Brasil
demonstraram que isso parece ndo ser necessario. FLORES et al. (2000) testaram 1.134
amostras de soro de animais ndo vacinados contra cepas padrédo de BVDV (Singer e VS253),
2,5% foram positivas apenas para 0 BVDV-1 e 3,3% reagiram positivamente apenas para o
BVDV-2. Ja DIAS et al. (2010) avaliaram 1.925 amostras de soro também de animais ndo
vacinados e os resultados encontrados foram semelhantes quando testados com as mesmas
cepas padrao, 51 (2,65%) amostras reagiram apenas ao BVDV-1 e 67 (3,5%) reagiram apenas

ao BVDV-2. Considerando-se esses diferentes resultados falso-negativos seriam obtidos se as
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amostras fossem testadas apenas contra um dos genotipos do BVDV, em regides onde

circulam virus dos dois gendtipos.

CONCLUSAO

Os resultados obtidos sugerem o uso dos isolados IBSP-4 e VS26/2 como possiveis
candidatos a cepas vacinais, uma vez que 0s respectivos anti-soros foram capazes de
neutralizar em titulos moderados a altos os virus dos genétipos 1 e 2 nos testes de VN. Assim,
possuem um espectro mais amplo de reatividade soroldgica e, provavelmente, maior
capacidade de protecéo frente as diferentes cepas circulantes na regido. Para os testes de VN,
sugere-se que ndo ha necessidade de se incluir isolados locais, pois os resultados obtidos, e 0

nimero de amostras reagentes, foram semelhantes quando se utilizou as cepas padrao.

FONTES DE AQUISICAO
a- Sigma-Aldrich Chemical Co. St. Louis, USA.

b- Invitrogen, Carlsbad, California, USA
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Tabela 1- Titulos® de anticorpos neutralizantes de cada anti-soro frente aos sete isolados

citopaticos do virus da diarréia viral bovina (BVDV); e coeficiente de similaridade antigénica

(R) ¢ entre os isolados e cepas padréo do BVDV.

Virus

Antisoro NV NV
Singer IBSP-4 IBSP-2 M-35 VS-28  VS253 VS26/2 SV357/04 SV323/04

Singer” 2560 2560 160 5120 1280 40 40 40 80
(100)"

IBSP-4 5120 1280 2560 5120 1280 640 80 320 320
(200)  (100)

IBSP-2 640 640 5120 640 640 40 20 40 40
(8,8) (50)  (100)

M-35 1280 640 1280 2560 640 80 20 40 80
(100) (100)  (25)  (100)

VS-28 320 320 1280 320 320 20 20 40 40
(70,7) (100) (70,7) (50) (100)

VS253° 160 20 80 160 20 10240 2560 1280 5120
5 @G O 22 (LY (100)

VS26/2 160 160 20 160 160 640 1280 320 1280
(44 (88 (07 (1) (89 (35,3)  (100)

SV357/04 20 20 80 10 5 640 320 320 640
31 (125 (44 (22 @44 (50) (50) (100)

SV323/04 20 80 10 80 40 80 80 640 2560
(1,5 (88 (05 (31) (44 (125) (17.6) (70,7 (100)

®Reciproca da maior diluigdo do anti-soro capaz de neutralizar 100-200 DICCs, (doses infectantes para 50% do

cultivo celular por mL) cada um dos isolados virais.

®Cepa padréo de BVDV-1.
“Cepa padrdo de BVDV-2.

YValores de R.
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Tabela 2 - Resultados dos testes de virus neutralizacdo (VN) realizados com cepas de

referéncia e sete isolados citopaticos do virus da diarréia viral bovina (BVDV-1) e (BVDV-2)

frente amostras de soro enviadas para diagnostico sorolégico.

Virus
Soro BVDV-1 BVDV-2
Singer IBSP-2 IBSP-4 VS-28 M-35 VS253 SV357/04 SV323/04 \VS26/2
Positivos (% )a 221 209 220 218 216 209 208 205 208
0 (50,3) (47,6) (50,1) (49,6) (49,2) (47,6) (47,3) (46,6) (47,3)
. 218 230 219 221 223 230 231 234 231
1) a
Negativos O6)° 496y (523) (498) (504) (507)  (523) (526)  (533)  (52.)
Total 439 439 439 439 439 439 439 439 439
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Figura 1- Arvore filogenética construida com base nas sequéncias de nucleotideos da regido
5’UTR de sete isolados do virus da diarréia viral bovina (BVDV). Utilizou-se o método
Neighbor - Joining e analise bootstrap com 1000 réplicas, modelo P — distance pelo programa

MEGA 5.0.
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ABSTRACT.- Bianchi E., Martins M., Weiblen R. & Flores E.F. 2010. [Genotypic and
antigenic profile of bovine viral diarrhea virus isolates from Rio Grande do Sul - Brazil
(2000-2010)]. Perfil genotipico e antigénico de amostras do virus da diarréia viral bovina
isoladas no Rio Grande do Sul - Brasil (2000-2010). Pesquisa Veterinaria Brasileira
00(0):00-00. Setor de Virologia, Departamento de Microbiologia e Parasitologia, Centro de
Ciéncias Rurais. Universidade Federal de Santa Maria, Av. Roraima, 1000, Camobi, Santa

Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail: eduardofurtadoflores@gmail.com

Field isolates of bovine viral diarrhea virus (BVDV) display a high genetic and
antigenic diversity, which can difficult diagnosis and vaccine formulation. The present study
characterized genetically and antigenically 20 isolates of BVDV from Rio Grande do Sul -
Brazil (2000 - 2010). The isolates were associated with a variety of clinical conditions that
included respiratory or gastroenteric disease, skin lesions, abortions, animals with retarded
growth, and persistently infected (PI) animals. Most isolates (19 or 95%) belong to the non-
cytopathic biotype (NCP), and one isolate (5%) had a mixture of viruses NCP and cytopathic
(CP). Nucleotide sequencing of a region of 260 - 360 nucleotides of the untranslated 5'UTR of
the viral genome followed by phylogenetic analysis identified nine isolates of BVDV-2
(45%), eight of BVDV-1 (40%) and three isolates were not classified in any genotype. It was
not possible to associate genotypes or subgenotypes with clinical conditions: both BVDV-1
and BVDV-2 were involved in different clinical - pathological syndromes. Analysis of
reactivity with a panel of 20 monoclonal antibodies (MADs) revealed a marked variability in
the major envelope glycoprotein (gp53/E2) among viruses of the same genotype, but
especially among viruses from different genotypes. Virus neutralization assays (VN) with
antisera of BVDV-1 and BVDV-2 reference strains against the isolates revealed variable
levels of cross-reactivity between viruses of the same genotype, and lack or very low

reactivity between viruses of different genotypes. These results indicate the presence of both
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genotypes of BVDV in the cattle population of Rio Grande do Sul, and confirm the

remarkable antigenic diversity these isolates.

INDEX TERMS: bovine viral diarrhea virus, BVDV, genotypes, cross neutralization.

RESUMO.- Amostras do virus da diarréia viral bovina (BVDV) apresentam uma grande
diversidade genética e antigénica, o que pode dificultar o diagnostico e a formulacdo de
vacinas. O presente trabalho apresenta um perfil genotipico e antigénico de 20 amostras
do BVDV isoladas no Estado do Rio Grande do Sul entre 2000 e 2010. As amostras foram
isoladas de uma variedade de condic¢des clinicas, que incluiam doenca respiratoria ou
gastroentérica aguda e cronica, lesdes cutaneas, abortos, animais com crescimento
retardado, alem de animais persistentemente infectados. A maioria das amostras (19 ou
95%) pertence ao biotipo nao-citopatico (NCP); e um isolado (5%) apresentou uma
mistura de virus NCP e citopaticos (CP). O sequenciamento e analise filogenética de uma
regido ndo-traduzida e conservada (5’UTR) do genoma viral com aproximadamente 260 -
360 nucleotideos permitiu identificar nove isolados de BVDV-2 (45%), oito isolados de
BVDV-1 (40%) e trés isolados BVDV atipicos. Nao foi possivel associar 0s genétipos ou
subgenotipos com as condigdes clinicas e, tanto os BVDV-1 quanto os BVDV-2 estavam
envolvidos em diferentes sindromes clinico-patolégicas. Analise de reatividade com um
painel de 20 anticorpos monoclonais (AcMs) contra a glicoproteina principal do envelope
(gp53/E2) revelou uma variabilidade marcante nesta glicoproteina, entre virus do mesmo
gendtipo, e sobretudo, entre virus de gendtipos diferentes. Testes de virus neutralizacdo
(VN) com anti-soro de cepas de referéncia de BVDV-1 e BVDV-2 frente as amostras
isoladas revelaram niveis variaveis de reatividade cruzada entre virus do mesmo genétipo,

e reatividade ausente ou muito baixa entre virus de geno6tipos diferentes. Esses resultados
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indicam a presenca de ambos 0s genotipos do BVDV na populacdo do RS, e confirmam a

marcante variabilidade antigénica desses isolados.

TERMOS DE INDEXACAO: virus da diarréia viral bovina, BVDV, genotipos,

neutralizagdo cruzada.

INTRODUCAO

O virus da diarreéia viral bovina (bovine viral diarrhea virus, BVDV) é um dos principais
patdgenos de bovinos, pertencente a familia Flaviviridae, género Pestivirus (Horzinek 1991).
Os pestivirus sdo virus pequenos (40 - 60nm), envelopados e contém uma molécula de RNA
linear de fita simples e polaridade positiva como genoma (Horzinek 1991, Collett et al. 1988).
O genoma do BVDV possui aproximadamente 12,3 - 12,5 kb e contém uma Unica fase aberta
de leitura (ORF), que codifica uma poliproteina com 3988 aminoacidos (Collett et al. 1988).
A ORF é precedida por uma regido ndo traduzida (5’UTR) de aproximadamente 360 a 390
nucleotideos. A regido 5 UTR do genoma é altamente conservada entre os Pestivirus e tem
sido frequentemente utilizada para caracterizacdo genetica e filogenia de isolados de campo
(Ridpath et al. 1994). Os isolados de campo do BVDV podem ser ainda classificados em
biodtipos citopatico (CP) e nédo-citopatico (NCP), de acordo com a capacidade de produzir
patologia em células de cultivo (Ridpath 2003).

A infeccdo de bovinos pelo BVDV tem sido associada com uma variedade de
manifestacdes clinicas, que incluem desde infeccbes inaparentes até doenca aguda fatal.
Enfermidade gastroentérica aguda ou cronica, doencga respiratoria em bezerros, sindrome
hemorragica com trombocitopenia, patologias cutdneas e imunossupressao estdo entre as

consequéncias mais frequentes da infeccdo (Baker 1995). O BVDV também é frequentemente
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associado com perdas reprodutivas, como infertilidade temporaria, retorno ao cio, mortalidade
embrionaria ou fetal, abortos ou mumificacdo, malformac@es fetais ou producdo de bezerros
fracos e invidveis (Baker 1995).

A infeccdo pelo BVDV possui distribuicdo mundial e a prevaléncia de anticorpos atinge
70% a 80% dos animais, e até 80% dos rebanhos na América do Norte e paises europeus. No
Brasil, a infeccdo estd amplamente distribuida em rebanhos de leite e corte, e vérios relatos
soroldgicos, clinicos e virolégicos sobre a enfermidade ja foram publicados (Flores et al.
2005).

Os isolados de campo do BVDV apresentam uma grande variabilidade genética. Com
base nas sequéncias de nucleotideos da regido 5’UTR, os isolados podem ser alocados em
dois grupos ou genoétipos principais, que também sdo antigenicamente distintos entre si:
BVDV-1 e BVDV-2 (Pellerin et al. 1994, Ridpath et al. 1994). Os isolados de BVDV-1
podem ser subdivididos em 11 subgendtipos (Vilcek et al. 2001), enquanto que 0s virus do
gendtipo BVDV-2 possuem dois subgenétipos BVDV-2a e BVDV-2b (Flores et al. 2002). Os
virus do gendtipo 1 (BVDV-1) ainda representam a maioria dos isolados de campo na
América do Norte, Europa e Australia (Ridpath et al. 2010). Os virus do genotipo BVDV-2
foram identificados ha pouco mais de uma década em surtos de doenca gastroentérica na
América do Norte (Pellerin et al. 1994), mas encontram-se atualmente disseminados por
varios continentes (Vilcek et al. 2001, Becher et al. 2003, Minami et al. 2009, Ridpath et al.
2010). Em 2004, um isolado atipico de Pestivirus (D32/00_"HoBi’) foi identificado em uma
amostra de soro fetal bovino oriunda do Brasil (Schirrmeier et al. 2004). O risco da introducéo
desses pestivirus atipicos na populacdo bovina pelo uso de bioldgicos contaminados com soro
fetal bovino, como vacinas, ou mesmo a importacdo de sémen, podem vir a prejudicar

programas de controle e erradicacdo do BVDV (Stahl et al. 2007).



36

A marcante variabilidade antigénica dos isolados de BVDV deve-se principalmente a
regido hipervariavel localizada na glicoproteina gp53/E2, que é a mais abundante do envelope
viral e estd envolvida na ligacdo dos virions aos receptores celulares (Donis, 1995). Essa
glicoproteina é muito imunogénica e induz a producdo de anticorpos neutralizantes no
hospedeiro apés a infeccdo natural ou vacinacdo (Donis 1995, Ridpath 2003). Essa
variabilidade talvez faca parte de uma das estratégias do virus de evadir-se dos mecanismos
de defesa desenvolvidos pelo hospedeiro (Donis 1995). Por meio de testes de neutralizacdo
cruzada e, também, por reatividade diferencial com anticorpos monoclonais, a variabilidade
da E2 pode ser evidenciada (Ridpath 2003). Essa variabilidade ocorre entre amostras de um
mesmo genotipo e, sobretudo, entre virus de gendtipos diferentes. Com isso, a reatividade
soroldgica entre virus dos gendtipos BVDV-1 e BVDV-2 é geralmente muito baixa (Ridpath
2003). Dessa forma a diferenca antigénica possui implicacBes potenciais para o diagndstico e
para a formulagéo de vacinas (Flores et al. 2000, Ridpath 2003).

Estudos anteriores caracterizaram geneticamente amostras de campo do BVDV isoladas
no Brasil, demonstrando a presenca de virus dos dois gendtipos (Canal et al. 1998, Gil 1998,
Flores et al. 2002, 2005, Cortez et al. 2006). Nao obstante, a caracterizacdo continua de
isolados é importante para o conhecimento do perfil dos virus presentes, e também para a
eventual identificacdo de outros gendétipos ou subgendtipos circulantes. Assim, o presente
artigo relata a tipificacdo genética de 20 amostras do BVDV isoladas no Rio Grande do Sul
entre 2000 e 2010, por meio de sequenciamento, seguido de analise filogenética de uma
sequéncia da regido 5 UTR. Também foram investigadas a reatividade desses isolados com
um painel de anticorpos monoclonais (AcMs), e a sua reatividade sorolégica com anti-soro

produzido contra virus dos gendtipos BVDV-1 e BVDV-2.
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MATERIAL E METODOS

Desenho experimental

Vinte amostras do virus da diarréia viral bovina (BVDV) isoladas de diversas formas
clinicas da doenca no estado do Rio Grande do Sul durante o periodo de 2000 a 2010 foram
caracterizadas. As amostras foram sequenciadas e a analise filogenética da regido 5’UTR do
genoma serviu para a construcdo de uma arvore filogenética. A seguir realizou-se a
caracterizagdo antigénica pela reatividade com anticorpos monoclonais (AcMs) por
imunofluorescéncia indireta (IFA) e por neutralizacdo cruzada (VN), utilizando-se soro

produzido contra cepas de referéncia e isolados brasileiros dos BVDV-1 e 2.

Células e isolamento viral

O isolamento das amostras foi realizado em células da linhagem de rim bovino
(*Madin — Darby bovine Kidney” — MDBK), livres de Pestivirus cultivadas em meio essencial
minimo (MEM), suplementado com 10% de soro equino, estreptomicina® (0,4mg por mL),
penicilina® (1,6mg por mL) e anfotericina B* (0,0025mg por mL). A identificacdo dos
isolados foi realizada por imunofluorescéncia indireta (IFA) utilizando-se uma mistura de
AcMs produzidos contra os dois genotipos do virus como anticorpo primario, e um anticorpo
secundario (anti-mouse IgG) conjugado com FITC (Sigma, St. Louis, MO, USA). As
amostras positivas foram identificadas e amplificadas em células MDBK para posterior

caracterizagéo.

Extracdo de RNA e RT-PCR
Células MDBK foram infectadas com cada amostra viral clonada, individualmente,

em frascos de 25cm? e ap6s 24 — 48 horas, 0 RNA total foi extraido das células, utilizando-se
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o reagente Trizol®, de acordo com instrucdes do fabricante e eluido em 4gua ultra-pura tratada
com DEPC? (Diethyl-pyrocarbonate) sendo entdo estocado a -80°C. O DNA complementar
(cDNA) foi sintetizado a partir do RNA total utilizando um Kit comercial SuperScript™ III
RT® , o qual serviu de molde para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR foi
realizada de acordo com as condigOes e utilizando os primers descritos por Ridpath & Bolin

(1998). A reacdo resulta na amplificacdo de fragmento de 270 pb localizado na regido 5’UTR

do genoma viral, visualizado em gel de agarose 1,2% em aparelho de transluminescéncia.

Sequenciamento e analise filogenética

Os produtos da amplificagédo por PCR foram purificados com o uso do Kit comercial
PCR PureLink® e sequenciados em duplicata pelo aparelho MEGABACE 500. A pureza das
sequéncias foi avaliada pelo programa Staden Package (Staden 1996), sendo entdo alinhadas
para a obtencdo de uma sequéncia consenso e posteriormente submetidas ao BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) para comparagdo com sequéncias depositadas no GenBank,
classificando os isolados em dois genétipos. O alinhamento e a edicdo das sequéncias
realizados pelo BioEdit (Hall 1999) e a construcdo da arvore filogenética dos isolados, cepas
padrdo do BVDV, e cepas de referéncia para outros pestivirus foi realizada utilizando o
programa MEGA 5.0 pelo método Neighboor - Joinning com 1000 réplicas de bootstrap,

modelo P-distance.

Reatividade com anticorpos monoclonais (AcMs)

Um painel com 20 AcMs especificos contra a glicoproteina do envelope gp53/E2 do
BVDV-1 (Corapi et al. 1990) e BVDV-2 (Ridpath et al. 2000) foram utilizados. Frascos de 25
cm? com células MDBK foram infectados com cada isolado. Apés um periodo de 72 horas 0s

tapetes celulares foram tripsinizados, ressuspendidos e depositados sobre Iaminas multispot.
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Apobs, as células foram fixadas em acetona e submetidas a imunofluorescéncia indireta (IFA),
de acordo com (Botton et al. 1998b). Utilizaram-se os AcMs individuais como anticorpo
primario e um anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com fluoresceina
(Sigma, St. Louis, MO, USA). Células MDBK infectadas com cepas padrdo, e células ndo

infectadas, foram utilizadas como controles.

Producéo do anti-soro

O anti-soro contra cepas de referéncia para os gendétipo 1 e 2 (Singer e VS253) e
também para dois isolados brasileiros (IBSP-2 e VS26/2) foram produzidos em bezerros
soronegativos para o BVDV. Cada animal recebeu uma inje¢do intramuscular com o
sobrenadante de cultivo de células infectadas, contendo aproximadamente 10”° DICCs (doses
infectantes para 50% dos cultivos por mL) do respectivo virus. Aos 30 dias pés-inoculagéo, o
sangue foi coletado para obtencéo do soro e inativado pelo calor a 56°C por 30 minutos para

posterior uso nos testes de neutralizagao.

Virus neutralizacdo cruzada

Para avaliar a reatividade soroldgica cruzada, o anti-soro produzido contra as cepas de
referéncia e isolados brasileiros foram ajustados inicialmente a um titulo neutralizante de
80/160 contra o respectivo virus homélogo. A seguir os anti-soro foram testados frente aos 20
isolados de campo. Os testes de neutralizagéo viral (VN) foram realizados em microplacas de
poliestireno de acordo com protocolos-padrdo (Botton et al. 1998a) com algumas
modificacbes. Foram testadas dilui¢des crescentes partindo de 1:5 até 10.240 de cada anti-
soro, frente a doses constantes 100-200 DICCs, (doses infectantes para 50% dos cultivos
celulares), de cada amostra viral, em duplicata. A leitura foi realizada ap6s 96h de incubacé&o,

submetendo-se os tapetes celulares a técnica de imunoperoxidase (IPX) de acordo com Botton
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et al. (1998b). Considerou-se o titulo de anticorpos neutralizantes a reciproca da maior

diluicdo de soro capaz de prevenir a replicacéo viral.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A origem, o histdrico clinico - patoldgico e o bi6tipo das amostras analizadas no
presente estudo estdo apresentados no Quadro 1. As amostras foram isoladas de uma
variedade de condi¢des clinicas, ja bem documentadas como conseqiiéncias da infec¢do pelo
BVDV (Baker 1995). Dezenove amostras isoladas (95%) pertencem ao biétipo NCP e uma
amostra (5%) continha uma mistura de virus CP e NCP.

N&o foi possivel associar as diferentes formas clinicas da doenca com o gendtipo e
subgenotipo de cada isolado. Ambos BVDV-1 e BVDV-2 estavam envolvidos nas diferentes
sindromes clinicas. Inicialmente os virus do genétipo BVDV-2 foram identificados em surtos
de doenca hemorragica severa (Corapi et al. 1989), e por muitos anos considerados sinénimo
de alta viruléncia. No entanto, virus deste genétipo tém sido subsequentemente associados
com as mesmas manifestacBes clinicas historicamente atribuidas ao BVDV-1, sem relacdo
especial com viruléncia (Ridpath et al. 2010).

A proporgdo de amostras NCP e CP isoladas no presente estudo reflete, em parte, a
abundancia relativa de virus desses bi6tipos na natureza. A maioria das amostras que circulam
a campo e que estdo associadas com uma grande variedade de condi¢es clinicas é de virus do
bidtipo NCP (Ridpath 2003, 2005).

A sequéncia de nucleotideos da regido 5’UTR foi determinada apds a amplificacdo por
RT-PCR, sendo que os produtos da amplificacdo apresentaram um tamanho aproximadamente
de 260-270 pb. Os amplicons das amostras de BVDV foram sequenciados, analisados e entdo
classificados dentro de gendtipos e subgenoétipos. A arvore filogenética apresentada na Fig. 1,

possibilitou a identificacdo trés grupos distintos. Dos isolados analisados, nove ou 45% foram
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classificados no genotipo BVDV-2, sendo as amostras (SV728/02, SV11/03, SV56/03, SV
432/05, SV193/08, SV275/08, SV778/09) pertencentes ao subgendtipo 2b e as amostras
SV154/08 e SV284/08 ao subgenotipo 2a. Outras oito ou (40%) foram classificadas como
gendtipo BVDV-1 (SV663/00, SV216/02, SV132/04, SV278/04, SV108/05, SV66/07 e
SV436/08), pertencentes ao subgenotipo la e o SV163/01 pertencente ao subgenoétipo 1b.
Outros trés isolados (SV713/09, SV241/10 e SV311/10) apresentaram grande similaridade
genética com o grupo de Pestivirus atipicos de origem bovina (Fig. 1). Essa classifica¢do, no
entanto, é provisoria sugere-se 0 estudo de outras sequéncias de regifes do genoma para
confirmar a sua classificagéo.

Alguns estudos anteriores ja haviam realizado a caracterizacdo genética e antigénica
de amostras de BVDV isoladas no Brasil. Canal et al. (1998) foram pioneiros na
caracterizacdo genotipica de isolados brasileiros, identificando a presenca de ambos 0s
genotipos BVDV-1 e BVDV-2 entre os isolados no pais. Analisando 18 isolados provenientes
dos Estados de Séo Paulo, Santa Catarina e RS. Gil (1998) realizou uma analise filogenética
com 21 isolados, identificando 17 isolados de BVDV-1 e quatro de BVDV-2.
Complementando estes estudos, Flores et al. (2002) analisaram as regides 5’UTR e NS2/3 de
amostras de BVDV, e verificaram que alguns isolados brasileiros de BVDV-2 agrupavam-se
filogeneticamente distantes de isolados da Europa, Estados Unidos e Australia, propondo a
classificacdo de BVDV-2 em subgenétipos (BVDV-2a e BVDV-2b), que foi adotada a partir
de entdo. Cortez et al. (2006) analisaram 19 isolados de BVDV provenientes de varias regides
do Brasil, incluindo nove amostras oriundas do Rio Grande do Sul, dentre estas, seis (66,6%)
eram BVDV-1, trés isolados (33,3%) eram BVDV-2. Duas das 19 amostras analisadas foram
identificadas como pestivirus atipico. Estes estudos basearam-se no estudo da regido 5’ UTR
do genoma, e analisaram um nudmero restrito de isolados identificando assim um maior

numero de isolados do gendtipo tipo 1.
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O numero crescente de isolamentos, a grande diversidade dos virus de campo, assim
como 0 surgimento de pestivirus atipicos (Schirrmeier et al. 2004, Stalder et al. 2005),
justificam o monitoramento continuo das caracteristicas genéticas e antigénicas do virus do
BVDV circulantes na populagdo bovina. Além do conhecimento acerca dos genoétipos
presentes e mais prevalentes, as informacfes obtidas com o monitoramento sistematico
permitem reavaliacdes periodicas dos procedimentos de diagnostico (cepas virais a serem
utilizadas nos testes de VN, por exemplo) e da composicdo viral mais adequada das vacinas
(Fulton et al. 2003, Ridpath 2003, 2005, Ridpath et al. 2010). A analise genética continua de
isolados de campo também permite a identificacdo da distribuicdo temporal e espacial dos
genétipos, de sua associacdo com diferentes sindromes clinicas e/ou a deteccdo da introducao
de novos genotipos ou subgendtipos na populacdo (Ridpath et al. 2010). Nesse sentido, a
recente identificagdo de pestivirus atipicos pode tornar a epidemiologia e as estratégias de
diagnostico e controle do BVDV ainda mais complexas (Ridpath et al. 2010).

O presente estudo enfatizou a caracterizacdo genotipica de amostras de BVDV
isoladas de uma populagdo bovina geograficamente bem delimitada, a do Rio Grande do Sul.
Em especial, os resultados obtidos indicam uma maior frequéncia de BVDV-2 comparados
com estudos anteriores. E importante ressaltar que este estudo envolveu uma amostragem
restrita, podendo ndo refletir a proporcdo real de BVDV-1 e BVDV-2 que circulam na
populacdo bovina do RS. Segundo Ridpath (2010), é dificil precisar o nimero de amostras
virais necessarias para se obter uma idéia aproximada da proporcao relativa de genotipos e
subgendtipos circulantes, mas um nimero minimo de 50 isolados pode ser tomado como
referéncia. Assim, os resultados aqui apresentados confirmam a presenca de virus dos dois
genotipos na populagdo bovina do RS, e indicam um crescimento BVDV-2 em relagdo ao
BVDV-1, mas estes resultados devem ser interpretados com cautela, pois podem néo refletir a

real proporcao dos dois genétipos presentes em outras regides.
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Os virus do gendtipo BVDV-2 foram identificados pela primeira vez ha mais de duas
décadas em surtos de doenca gastroentérica severa na América do Norte e, por isso, foram
inicialmente considerados agentes novos (Corapi et al. 1989, Pellerin et al. 1994). Entretanto,
acredita-se atualmente que os BVDV-2 circulem ha muito tempo. Os virus desse genotipo,
que representam aproximadamente 50% dos BVDV isolados nos Estados Unidos, foram
retrospectivamente identificados ha mais de 40 anos, e o0 nimero de isolados de BVDV-2 tem
aumentado nos altimos anos em VArios paises, mas a maioria apresenta baixa viruléncia
(Ridpath et al. 2010). Em alguns estudos, a proporgdo de BVDV-1 e BVDV-2 circulantes
varia de acordo com a regido estudada. Por exemplo, no Japdo, Minami et al. (2009)
encontraram maior prevaléncia do gendtipo 1, situacdo semelhante foi encontrada na
Austrélia e nos EUA (Ridpath et al. 2010).

As sequéncias de nucleotideos da regido 5’UTR do genoma viral tem sido muito
utilizadas para a classificagdo genotipica de isolados do BVDV, pelo fato de esta regido ser
altamente conservada entre os Pestivirus (Pellerin et al. 1994, Ridpath et al. 2000). Grupos
de isolados classificados em gendétipos BVDV-1 e BVDV-2 de acordo com a 5’UTR sdo
antigenicamente distintos entre si, refletindo obviamente a existéncia de diferencas
concomitantes em proteinas de superficie (Pellerin et al. 1994, Ridpath et al. 1994, 2010).
Devido as diferencas genéticas existentes também entre os isolados de um mesmo genétipo,
estudos mais recentes tém refinado essas andlises. A andlise concomitante da regido 5’UTR
com outros genes, como a N”® E2 e NS3 tem permitido classificar os isolados em subgrupos
ou subgendtipos (Vilcek et al. 2001, Flores et al. 2002, Liu et al. 2010). No entanto, as
classificacbes em subgendtipos/subtipos nem sempre refletem diferencas evidentes em
aspectos antigénicos, epidemioldgicos ou patolégicos, possuindo por isso um significado

pratico questionavel (Ridpath et al. 2010).
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Além da variabilidade antigénica entre virus de um mesmo genotipo, isolados de
BVDV de gendtipos diferentes sdo antigenicamente mais distintos entre si (Pellerin et al.
1994, Ridpath et al. 1994). Para analisar a variabilidade antigénica das amostras estudadas,
inicialmente investigou-se a sua reatividade com um painel de AcMs especificos contra a
glicoproteina gp53/E2. Parte desses AcMs foi produzida com uma cepa de BVDV-1 (Corapi
et al. 1990) e parte com uma cepa de BVDV-2 (Ridpath et al. 2000). O perfil de reatividade
dos AcMs com as amostras virais no teste de IFA esta apresentado no Quadro 2. Em geral,
0s AcMs foram capazes de reconhecer e ligar-se aos antigenos virais de cada isolado. Pode-
se observar que as amostras analisadas apresentaram perfis de reconhecimento variavel,
sendo esta uma caracteristica da regido da glicoproteina gp53/E2, proteina contra a qual 0s
anticorpos foram produzidos (Corapi et al. 1990, Ridpath et al. 2000). O reconhecimento de
trés amostras de pestivirus atipicos apresentaram perfis semelhantes de reconhecimento entre
si, por seis AcMs. Os isolados pertecentes ao grupo BVDV-1 também apresentaram um
perfil de reconhecimento similar entre si, comparando-se com o virus padrdo Singer. Ja 0s
isolados do genotipo BVDV-2 apresentaram um perfil variado, sendo reconhecidos por
varios AcMs. O isolado SV193/08 foi reconhecido pelo maior nimero de AcMs (11 AcMs)
sendo o0 anticorpo BZ-36 foi o que reconheceu o maior nimero de isolados (17).

A caracterizagéo pela reatividade com o painel de AcMs confirma a existéncia de uma
grande diversidade antigénica entre as amostras locais de BVDV. Embora muito utilizada
para avaliar o grau de variabilidade antigénica, o perfil de reatividade antigénica é subjetivo,
pois reflete o reconhecimento e ligagdo dos AcMs com alguns epitopos. A glicoproteina
p53/E2 esta submetida a intensa pressdo de selecdo, que acaba resultando em mutacGes e
selecdo de variantes antigenicamente diferentes (Corapi et al. 1990, Donis 1995). AcMs que

possuem capacidade de reconhecer grande numero de isolados, assim como o BZ-36,
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possuem grande utilidade para o diagndstico, devido a reacdo com a maioria das amostras de
campo.

A seguir, investigou-se o grau de reatividade soroldgica cruzada de anti-soro de cepas
de referéncia e isolados de BVDV-1 e BVDV-2 com as amostras isoladas (Fig. 2). Pode-se
observar que os anti-soro (Singer, IBSP-2, VS253, VS26/2) — com titulos neutralizantes
ajustados a 80/160 contra os virus homélogos — apresentaram reatividade variavel contra
amostras do mesmo genétipo, porém falharam em neutralizar grande parte das amostras do
outro genotipo. Em especial, o soro produzido contra 0 BVDV-2 (VS26/2) foi que reagiu
com um numero maior de isolados de ambos os geno6tipos. A grande variabilidade antigénica
entre isolados do BVDV e, principalmente, a baixa reatividade soroldgica entre virus de
gendtipos diferentes tem sido motivo de preocupacdo, sobretudo pelas implicacGes afetando
nos resultados dos testes sorolégicos e para a formulacdo de vacinas (Fulton et al. 2003,
Ridpath 2003, 2005, Ridpath et al. 2010). Por essa razdo, vacinas a serem utilizadas em
populacBes bovinas em que os virus dos dois genotipos circulam devem necessariamente
conter tanto o BVDV-1 quanto BVDV-2 (Ridpath 2003, 2005, Ridpath et al. 2010). Mesmo
a inclusdo concomitante de virus de diferentes subgendtipos (BVDV-1a, 1b; BVDV 2a, 2b)
pode ser necessaria para induzir boa protecdo clinica (Ridpath et al. 2010). A caracterizacao
molecular e antigénica de virus circulantes em determinadas regiGes permite que se
conhecam 0s genotipos presentes e, assim, pode direcionar a composi¢cdo das vacinas
(Ridpath et al. 2010). No entanto, essa estratégia tem sido negligenciada a medida que
grandes laboratérios absorvem laboratorios regionais e tendem a formular vacinas com cepas
de referéncia, em detrimento do uso de amostras locais (Ridpath et al. 2010).

A constatacdo da circulacdo de virus dos dois gendétipos no Brasil ja resultou na
inclusdo de cepas de BVDV-2 (além de BVDV-1 ja presentes na maioria das vacinas) em

grande parte das vacinas comercializadas no pais, sejam elas importadas ou produzidas por
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laboratdrios nacionais (Flores et al. 2005). N&o obstante, a inclusdo de amostras mais
representativas da populacdo viral circulante na populagdo bovina - e que apresentem um
espectro mais amplo de reatividade - pode contribuir para uma maior eficicia das vacinas
contra 0 BVDV. Nesse sentido, e a exemplo do que tem sido realizado em outros paises,
estudos mais abrangentes e detalhados sobre as caracteristicas antigénicas dos virus
circulantes podem direcionar a formulagéo de vacinas mais protetoras.

Os resultados obtidos nesse estudo demonstram a predominancia de isolados NCP, a
circulacdo de BVDV-1 e BVDV-2 na populacdo estudada e, principalmente, a presenca de
Pestivirus atipicos na populacdo bovina do RS. Além disso, confirmam a grande
variabilidade genética e antigénica do BVDV e a necessidade de continuo monitoramento
para a eventual identificacdo de novos genoétipos e/ou subgendétipos que possam influenciar

no diagnostico e/ou na formulagao de vacinas.
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Quadro 1. Identificacdo, origem, biotipo (nédo-citopatogénico: NCP e citopatogénico: CP) e
gendtipo das amostras do virus da diarréia viral bovina (BVDV) isoladas no Rio Grande do
Sul - Brasil (2000 - 2010).

Identificacdo Biotipo Historico Material Genétipo Local Ano

SV 663/00 NCP Bezerro com crescimento Suabe nasal la Tapejara 2000
retardado, sinais respiratorios
recorrentes

SV 163/01 NCP Doenca respiratoria, Pulmao, figado, 1b Arroiodos 2001
reprodutiva e digestiva coracao e bacgo Ratos

SV 216/02 NCP Bezerro com diarréia, Leucdcitos, bago, 1la Sdo Gabriel 2002
ulcerac@es no trato digestivo pulméo e

intestino

SV 132/04 NCP Propriedade com abortos Cérebro, timo, la Sdo Martinho 2004
(11/100) em fases diversas coracao, pulméo, da Serra
da gestacdo figado e baco

SV 278/04 NCP Feto abortado Cérebro la Sdo Vicente 2004

do Sul

SV 108/05 NCP Animal positivo no teste da  Leucdcitos e la Encruzilhada 2005
orelha por imunoistoquimica tecidos do Sul
(IPX)

SV 66/07 NCP/CP Bezerros,doenca Leucdcitos la Bagé 2007
gastroentérica, suspeita de
animal persistentemente
infectado (PI)

SV 436/08 NCP Bezerros cegos Baco, pulméo e la Porto Alegre 2008

linfonodos

SV 728/02 NCP Bezerro PI, assintomatico, Leucdcitos e 2b Porto Alegre 2002
propriedade com problemas  tecidos
reprodutivos

SV 11/03 NCP Gastroenterites Leucdcitos e 2b Cruz Alta 2003

tecidos

SV 432/05 NCP Né&o consta Né&o consta 2b N&o consta 2005

SV 56/03 NCP Crescimento retardado com  Leucdcitos e 2b Sdo Gabriel 2006
quadros de diarréia fezes

SV 154/08 NCP Fazenda com animais Leucdcitos 2a Porto Alegre 2008
positivos no teste da orelha
por (IPX)

SV 193/08 NCP Animal positivo no teste da  Leucocitos 2b Porto Alegre 2008
orelha por (IPX)

SV 275/08 NCP Propriedade com problemas  Leucdécitos 2b Nova 2008
reprodutivos, abortos, Esperanca do
triagem de Pls Sul

SV 284/08 NCP Animal positivo no teste da  Timo, baco, 2a Porto Alegre 2008
orelha por (IPX) pulmao e

linfonodos

SV 778/09 NCP Problemas reprodutivos Leucdcitos 2b Alegrete 2009

SV 713/09 NCP M4 formacao fetal Sémen Atipico  Porto Alegre 2009"

SV 241/10 NCP Problemas reprodutivos Leucdcitos Atipico  Cagapavado 2010

Sul
SV 311/10 NCP Problemas reprodutivos Pulmé&o e baco Atipico  Santa Maria 2010

“Ano em que a amostra foi enviada ao Setor de Virologia para diagnéstico viral.
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Quadro 2. Reatividade de anticorpos monoclonais (AcMs) especificos contra a gp53/E2 com
amostras do virus da diarréia viral bovina (BVDV) isoladas no Rio Grande do Sul (2000 a
2010).

Isolado

Singer
SV663/00
SV163/01
SV216/02
BVDV-1 SV132/04
SV278/04
SV108/05
SV66/07
SV436/08

VS253
SV728/02
SV11/03
SV56/03
SV432/05
SV154/08
SV193/08
SV275/08
SV284/08
SV778/09

BVDV-2

SV713/09
Atipicos SV241/10
SV311/10

00 00 0 0000000 000000 O®O®O Oijcoal

& Corapi et al. 1990.
® Ridpath et al. 2000.
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g1 SV275-08
25) SV432-05
27 SV778-09

SV11-03
4B —|
301 SV728-02
34 £Soldan—2b
56 SV193-08

23

BWDW-2

SV56-03
34 Strain1373-2a

SV154-08
35 93 1 SV284-08
SV132-04

Strain Singer-1a

83 94— Strain Draper-1b

B0 L sv163-01

SVv278-04 BYDV-1
SV663-00
SV66-07

=, SV108-05

751 8v216-02

18]

58 40

Pestivirusgiraffe
Th-04KhonKaen
SV713-09
SV311-10 Pestiviruz Atipicos
Pestivirus D32-00HoBi
SV241-10

[ Alfort
I Classical Swine Fewer Strain Brescia

33

95 —— Border Disease Strain 90-8320-31
vl xs18

Porcine Bungowannah

_| Pestivirus Pronghorn antelope

0.05

Fig. 1: Arvore filogenética construida com base nas sequéncias de nucleotideos da regido
5’'UTR de 20 isolados do virus da diarréia viral bovina. Utilizou-se o método Neighbor -
Joining e andlise bootstrap com 1000 réplicas, modelo P — distance pelo programa MEGA
5.0. O SV436/08 ndo foi includo na construcdo da arvore filogenética devido a problemas
com a sequéncia de nucleotideos.
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4. CONCLUSOES FINAIS

Os resultados do presente trabalho permitem concluir que:

- Dentre as cepas analisadas, as cepas IBSP-4 e VS26/2 sdo as mais indicadas para uso

em formulagGes vacinais;

- Apesar das diferencas antigénicas entre 0s genotipos, ndo ha a necessidade de inclui-
se virus dos dois gendtipos, ou cepas locais, nos testes de VN realizados para

monitoramento de rebanhos e/ou estudos soro-epidemioldgicos;

- Virus dos dois gendtipos (BVDV-1 e BVDV-2), além de pestivirus atipicos, foram

identificados na populagédo bovina do RS;

- Os isolados de BVDV do RS apresentam uma marcante variabilidade genética e

antigénica.
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