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This article reports the preliminary characterization of 19 Brazilian bovine viral diarrhea
virus (BVDV) isolates, regarding the biological, antigenic and molecular properties. Eleven
viruses were isolated from bovine fetuses, six were obtained from blood of animals from
herds with reproductive problems, and two were isolated from clinical cases of gastroenteric
disease. The clinical cases affected young animals and were characterized by diarrhea, oronasal
and digestive erosions and ulceration, and occasional digestive bleeding and vulvar petechial
hemorrhage. Sixteen isolates (84.2%), including those obtained from fetuses and clinical cases,
were of the non-cytopathic (ncp) biotype. Replication of three isolates (15.8%) in tissue culture
was characterized by appearance of cellular vacuolation and progressive destruction of the
monolayers. Analysis of these isolates after cloning revealed a mixed population of cytopathic
(cp) and non-cytopathic viruses. Analysis of viral polypeptides by SDS-PAGE followed by “Western
immunoblot” revealed the production of the non-structural protein NS3/p80 in cells infected
with the cp viruses. In contrast, generation of NS3/p80 was not observed in cells infected
with the ncp isolates, which only expressed the precursor polypeptide NS23/p125. Analysis of
reactivity with a panel of 15 monoclonal antibodies (MAbs) revealed a marked antigenic
variability among the isolates, mainly in the envelope glycoprotein E2/gp53. Although one
MAD to this glycoprotein recognized 18 isolates (94.7%), the other nine E2/gp53 MADbs
recognized zero to 57.9% of the isolates. The marked antigenic diversity observed among the
brazilian BVDV isolates may have important implications on diagnosis and immunization
strategies.
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RESUMO.- O presente artigo relata a caracterizacao inicial de
19 amostras do virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) isoladas
no Brasil, com relacdo a aspectos bioldgicos, antigénicos e
moleculares. Onze amostras foram isoladas de fetos bovinos,
seis foram obtidas do sangue de animais clinicamente sauda-
veis de rebanhos com problemas reprodutivos e duas amos-
tras foram isoladas de casos clinicos de enfermidade
gastrentérica. Os casos de doenca entérica afetaram animais
jovens e cursaram com diarréia, as vezes sanguinolenta, ero-
soes e ulceragdes na mucosa oronasal e do trato digestivo, e
eventualmente hemorragias digestivas e petéquias na vulva.
Dezesseis amostras (84,2%), incluindo aquelas isoladas de fe-
tos e dos casos clinicos, pertencem ao biotipo ndo-citopdtico
(ncp). A replicagdo de outras trés amostras (15,8%), foi carac-
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terizada pelo aparecimento de vacuolizagdo e destruicdo pro-
gressiva do tapete celular. A andlise das amostras que produ-
ziram citopatologia, ap6s clonagem, revelou tratar-se de po-
pula¢bes mistas composta de virus citopdticos fcp) e ndo-

citopdticos. A andlise de polipeptideos virais através de SDS- -

PAGE seguida de “Western-immunoblot” revelou a producédo
da proteina ndo-estrutural NS3/p80 em células infectadas com
as amostras cp. Em contraste, ndo se evidenciou a geracdo da
NS3/p80 em células infectadas com as amostras ncp que pro-
duziram apenas o polipeptideo precursor NS23/p125. A
subsequente andlise de reatividade frente a um painel de 15
anticorpos monoclonais (AcMs) revelou uma diversidade
antigénica marcante entre os isolados, sobretudo na
glicoproteina E2/gp53. Embora um AcM contra essa
glicoproteina reagiu com 18 isolados (94,7%), outros nove AcMs
anti-E2/gp53 reconheceram entre zero e 57,9% das amostras
brasileiras. A grande variabilidade antigénica detectada entre
as amostras brasileiras do BVDV pode ter importantes impli-
cacoOes para o diagndstico e estratégias de controle e imuni-
zagdo contra o virus.

TERMOS DE INDEXACAO: Virus da Diarréia Viral Bovina, BVDY,
biotipos, diversidade antigénica.

INTRODUGAO

O virus da Diarréia Viral Bovina (bovine viral diarrhea virus -
BVDV) é um dos principais patégenos de bovinos e causa
perdas significativas a bovinocultura de corte e leite em todo
o mundo (Bolin 1990). O BVDV é um virus RNA de polaridade
positiva, com envelope, pertencente a familia Flaviviridae,
género Pestivirus. Este género inclui também o virus da Peste
Suina Classica (Classical swine fever virus - CSFV) e o virus da
Doenca da Fronteira (Border disease virus - BDV) de ovinos
(Francki et al. 1991) .

A infeccao de bovinos pelo BVDV tem sido associada a
diversas manifestacoes, que variam desde infec¢oes subclini-
cas até a altamente fatal Doen¢a das Mucosas (Brownlie 1990,
Baker 1995). Sindromes gastrentéricas, respiratorias ou
hemorragicas, mortalidade embrionaria, abortos ou mumifi-
cacao fetal, malformacoes fetais e nascimento de bezerros
inviaveis estao entre as consequéncias da infec¢cao pelo BVDV
(Brownlie 1990, Baker 1995). A infeccao de fémeas prenhes
entre os dias 40 e 120 de gestacao frequentemente resulta
em infeccao fetal com o subsequente nascimento de bezer-
ros imunotolerantes, persistentemente infectados (PI)
(Brownlie 1990, Moennig & Liess 1995). Esses animais de-
sempenham um papel central na epidemiologia da infeccao,
pois nao sao facilmente identificaveis e representam fontes
continuas de dissemina¢ao do virus (Donis 1989, Brownlie
1990, Houe 1995).

Dois biotipos do BVDV podem ser reconhecidos com base
no efeito da sua replicagcao em células de cultivo: cepas nao-
citopaticas (ncp) e cepas citopaticas (cp) (Lee & Gillespie 1957,
Gillespie et al. 1960, Liess 1996). As cepas ncp representam a
maioria dos isolados de campo, e estao associadas as diver-
sas manifestacoes clinicas da infec¢ao (Lee & Gillespie 1957,
Liess 1996). Cepas citopaticas sao isoladas quase que exclu-

sivamente de casos da Doenca das Mucosas e parecem origi-
nar-se de cepas nao-citopdticas através de mutacoes efou
recombinagoes no genoma (Mc Clurkin et al. 1985, Meyers et
al. 1991, 1992, 1996). A inducao de citopatologia em células
de cultivo tem sido correlacionada com a habilidade do virus
em expressar a proteina nao-estrutural NS3/p80 a partir do
polipeptideo precursor NS23/p125 (Donis & Dubovi 1987,
Meyers et al. 1996).

Amostras de campo do BVDV apresentam uma diversida-
de antigénica consideravel, embora ainda nao tenha sido
possivel uma definicao clara de sorotipos (Dubovi 1992). As
regioes de maior variabilidade encontram-se nas
glicoproteinas do envelope, principalmente na E2/gp53 (Donis
et al. 1988, Corapi et al. 1990, Dubovi 1992, Edwards & Paton
1995). A grande variabilidade antigénica observada entre iso-
lados do BVDV possui significado especial para a
epidemiologia, diagndstico e para estratégias de imunizacao
e controle da enfermidade causada pelo virus (Edwards &
Paton 1995).

O presente artigo relata a caracterizagao inicial de 19
amostras de BVDV isoladas de bovinos em varios estados do
Brasil. Amostras isoladas de casos clinicos, de fetos e de ani-
mais Pl foram caracterizadas quanto ao seu biotipo,
reatividade com anticorpos monoclonais (AcMs), e clivagem
da NS23/p125 e geracao da NS3/p80.

MATERIAL E METODOS

Células e virus

A origem das amostras do BVDV caracterizadas nesse estudo
esta relacionada no Quadro 1. Treze amostras foram isoladas no
Laboratério de Virologia da Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM). As demais amostras foram isoladas de casos clinicos e do
sangue de animais clinicamente sadios, nos laboratérios relaciona-
dos (Quadro 1). As amostras foram multiplicadas em células de li-
nhagem de rim fetal bovino (MDBK), livres de Pestivirus. As células
MDBK foram rotineiramente mantidas em meio essencial minimo
(MEM), com penicilina (35mg/l), estreptomicina (200mg/l),
suplementado com 5% de soro fetal equino (Gibco, BRL, USA).

Reatividade com anticorpos monoclonais

Para a caracterizacao antigénica das amostras, utilizaram-se 15
anticorpos monoclonais (AcMs) especificos para a cepa padrao Singer,
produzidos e caracterizados por Corapi et al. (1990). A especificidade
de cada AcM utilizado nessa caracterizagao esta indicada no Qua-
dro 2. A habilidade de cada AcM de reconhecer e ligar-se aos
antigenos virais foi examinada através do teste de imunofluorescéncia
indireta (IF1). Liminas contendo células infectadas com cada um dos
isolados foram inicialmente fixadas em acetona (previamente resfri-
ada a 0° C) durante 5 min. Ap6s, foram incubadas por 1h a 37°C com
cada AcM (fluido ascitico diluido 1:500 em PBS ou sobrenadante de
cultivo de hibridomas), seguido de lavagem em agua destilada e nova
incubagao (1h a 37°C) com o anticorpo secundério (anticorpo
policlonal de cabra, anti-IgG de camundongo, conjugado com
isotiocianato de fluoresceina, Sigma, USA). A seguir, as laminas fo-
ram lavadas, coradas com azul de Evans (0.01%) por 1 min, monta-
das com glicerol:PBS (1:1) e laniinula e observadas em microscépio
de epifluorescéncia. Células nao infectadas, células infectadas com
a cepa Singer e incubadas com cada AcM, além de células infectadas
com cada isolado e coradas com um pool de anticorpos monoclonais,
foram utilizadas como controles.
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Quadro 1. Amostras do virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) caracterizadas no presente estudo

Identificagao Biotipo Animal/caso clinico Espécimen Local Ano
UFSM-12 ncpP Feto Soro Farroupilha, RS 1996
UFSM-2 ncp Feto Soro Alegrete,RS 1996
UFSM-3 ncp Bezerro macho saudavel Soro Pelotas, RS 1997
SV-123.4 ncp Feto Soro Santa Maria, RS 1996
SV-126.1 ncp Feto Soro Santa Maria, RS 1996
SV-126.8 ncp Feto Soro Farroupilha, RS 1996
SV-126.14 ncp Feto Soro Santa Maria, RS 1996
SV-152 ncp Feto Soro Farroupilha, RS 1996
SV-153.1 ncp Feto Soro Lavras do Sul, RS 1996
SV-153.15 ncp Feto Soro Lavras do Sul, RS 1996
SV-153.19 ncp Feto Soro S. E de Assis, RS 1996
SV-63 ncp Feto- Soro Santa Maria, RS 1996
SV-260 ncp Bezerra de 9 meses de idade, com enterite, erosoes e Bago Lages, SC 1997
ulceragoes na cavidade oral, es6fago e intestino
LV85/96¢ ncp Novilha com crescimento retardado a partir dos seis  Leucdcitos Viamao, RS 1996
meses de idade, diarréia, ulceracoes na lingua, ero-
sOes orais, nasais, no esofago, petéquias vulvares -
EVI-006¢ ncp Bezerro saudavel de um rebanho com problemas Soro Eldorado do Sul, RS 1995
reprodutivos
IBSP-1¢ ncp idem Leucdcitos  Jaboticabal, SP 1995
IBSP-2 cp/nepf idem Leucdcitos  Jaboticabal, SP 1995
IBSP-4 cp/ncp idem Leucdcitos  Ribeirao Preto, SP 1995
IBSP-5 cp/ncp idem leucdcitos  Ribeirao Preto, SP 1995

3L aboratério de Virologia, Universidade Federal de Santa Maria, RS. PAmostra no citopatica. “Laboratério de Virologia, Faculda-
de de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. 9Centro de Pesquisas Veterinrias Desidério Finamor (CPVDF-RS),
Eldorado do Sul, RS. ®Instituto Biolégico de Sio Paulo, SP. fPopulagio mista de virus citopaticos e ndo citopaticos.

Ensaios de placa e clonagem dos virus

Para clonagem dos virus, tapetes confluentes de células MDBK
cultivados em placas de poliestireno de 6 cavidades foram inocula-
dos com as amostras de virus em diferentes dilui¢oes. Ap6s adsorgao
em estufa de CO,a 37°C por 1h, o in6culo foi removido e os tapetes
celulares recobertos com um gel de agarose (1% de agarose em meio
completo de cultivo) aquecido a 399C. Ap6s solidificacdo do gel, as
placas foram incubadas em estufa de CO, a 37°C por 72 a 96h, quan-
do removeu-se a cobertura de agar. Para a obten¢ao de virus
citopaticos, as placas individuais foram coletadas com o auxilio de
ponteiras plasticas e posteriormente amplificadas em células MDBK.
Ap6s a coleta, para melhor visualizagao das placas, os tapetes celu-
lares foram corados com solugao de cristal violeta (0,013% cristal
violeta + 5% formalina durante 2 min) ou pela técnica de
imunoperoxidase. A clonagem dos virus nao citopaticos foi realiza-
da através do método de dilui¢ao limitante (Mayr & Guerreiro 1981).

Ensaios de placa e clonagem dos virus

Para a técnica de imunoperoxidase, as células aderidas as 1ami-
nas de microscopia ou placas de cultivo foram fixadas em 35% aceto-
na em PBS por 10 min. Posteriormente, foram lavadas com PBS, se-
cas ao ar e incubadas com um pool de AcMs (diluidos 1:5 em PBS) por
1h a 37°C. Apés lavagem (3 X em PBS + 0,05% Tween 20), as células
foram incubadas com o anticorpo secundario (anticorpo de cabra
anti IgG de camundongo, conjugado com peroxidase, Sigma, USA)
pelo mesmo periodo. Apés nova lavagem, as células foram incuba-
das com o substrato (9-amino-2-ethyl-carbazole (AEC) 0,05%, em so-
lugao 0,05 M acetato de sédio pH 5,0 + agua oxigenada 1:1000).
Realizou-se a leitura 15 a 30 min apds, em microscépio éptico inver-
tido.

Anilise de proteinas virais
Analise das proteinas nao estruturais NS23/p125 e NS3/p80 foi
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realizada através da técnica de “Western immunoblot”, acoplada ao
método de luminescéncia quimica (chemiluminescence, ECL)
(Amersham, Inc., USA). Células MDBK infectadas com cada amostra
de virus foram lisadas em tampao de lise (Laemnli 1970) e as prote-
inas celulares foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 8,5% (Ausubel et al. 1989). Apos, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (Biorad, USA), utili-
zando-se o sistema de transferéncia semi-seco por 2h, segundo ins-
trugoes do fabricante (Biorad). Apds a transferéncia, as membranas
foram inicialmente incubadas, em agitacdao, com a solu¢ao
bloqueadora PBS-TL (PBS + 0,05% Tween 20 + 3% leite em p6 desna-
tado) por 1h a temperatura ambiente (TA)(21-25°C). A seguir, as mem-
branas foram incubadas com o anticorpo monoclonal 20.10.6 (Corapi
et al. 1990), diluido 1:10000 em PBS-TL por 1h a TA, seguido de 3
lavagens com PBS-Tween 20 (5 min cada). As membranas foram en-
tao incubadas com o anticorpo secundério (anticorpo de cabra, anti
IgG de camundongo, conjugado com peroxidase, Sigma, USA) dilui-
do 1:1000 em PBS-TL, por 1h a TA. Apds novas lavagens, as membra-
nas foram incubadas com o substrato “luminol” (Amersham, Inc.,
USA) por 1 min. Aluminescéncia quimica, resultado da atividade da
peroxidase sobre o substrato, foi captada pela exposi¢cao da mem-
brana a filmes de raios X (Kodak).

RESULTADOS

Amostras do BVDV isoladas no Brasil

As amostras caracterizadas neste estudo representam a
maioria das amostras de campo do BVDV disponiveis no Bra-
sil. Amostras isoladas de soro bovino comercial ou de linha-’
gens celulares nao foram incluidas. A identificacao, o biotipo,
a origem, o espécimen/orgao a partir dos quais as amostras
foram isoladas e o local de isolamento estdo listados no Qua-
dro 1.
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Fig. 1. Células MDBK infectadas com uma amostra de virus BVDV
nao-citopatico e coradas pela técnica de imunoperoxidase. Algu-
mas células negativas para antigenos virais (cabegas de seta) po-
dem ser observadas em meio a maioria de células positivas (se-
tas). 250x.

Dezesseis das amostras isoladas (84,2%) pertencem ao
biotipo ncp, incluindo as amostras isoladas de fetos e de ca-
sos clinicos (Quadro 1). A replicagao desses virus em células
de cultivo nao produziu alteragoes morfologicas e nem afe-
tou a fisiologia ou o crescimento celular. Por isso, a identifica-
¢ao dos virus ncp apos a inoculagao e isolamento em cultivo
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Fig. 2. Monocamadas de células MDBK infectadas com um virus BVDV
citopatico clonadas a partir da amostra IBSP-2, coradas pela técni-
ca de imunoperoxidase. Focos de lise celular circundados por cé-
lulas positivas para antigenos virais podem ser observados em
meio a um tapete celular integro formado por células negativas.
160x.

celular foi realizada através da deteccao de antigenos virais
nos testes de imunofluorescéncia e/ou imunoperoxidase (Fig.
1). Esta caracteristica contrasta com a replicacao das cepas
cp, as quais produziram citopatologia severa caracterizada
por vacuolizagao e destruicao progressiva do tapete celular
(Fig. 2). Duas amostras (IBSP-2 e IBSP-5) produziram

Quadro 2. Reatividade de um painel de anticorpos monoclonais produzidos com a cepa Singer frente as amostras do virus da Diarréia
Viral Bovina (BVDV) isoladas no Brasil?

Amostra Especificidade/AcM
Proteina nao-estrutural Glicoproteina Glicoproteina E2/gp53
NS3/p125 E0/gp48
8.12.7 20.10.6 15.145 15¢5 3d8 12g4 197 27b3 20g7 6d11 109 18d4 4d8 7.1.8 25e6

Singer +b + + + + + + + + + + + + + +
UFSM-1 + + + + - - - - - - - - - (+)d =
UFSM-2 + + + + . - - - + + - - . + .
UFSM-3 + + + + - + + - + - - + + + +
SV-123.4 + + + + : (+) + = s (+) £ + + + (+)
SV-126.1 (+) + + + + + + - + - + + + + +
SV-126.8 + + + + + + + - + + - + - + +
SV-126.14  + + + + . = = - . - - . ’ - -
SV-152 + + + + + + + - - (+) - + - + -
SV-153.1 + + + + - - - = - - - - + -
SV-153.15 + + + + 5 5 = 2 i - - . + + 5
SV-153.19  + + + + - + 5 . 5 . - - . + =
SV-63 + + - + - . + . + - - - . + -
SV-260 + + + + - + 2 5 - + - - + -
EVI006 + + (+) (+) + - + . + + - + + + +
LV 85/96 + + + + (+) - (+) - - + (+) - - + -
IBSP-1 (+) + + + 5 2 2 - . . - + 5 + .
IBSP -2 8 + + + (+) = + = (+) 2 - + = + .
IBSP -4 + + + + + ® + - : - . + g + .
IBSP -5 (+) + + + (+) (+) + - - - - + - + -

a Reatividade no teste de imunofluorescéncia indireta, utilizando os AcMs individuais (fluido ascitico 1:500 ou sobrenadante de cultivo de hibridomas) como
anticorpo primario e anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado com fluorescéncia como anticorpo secundario. bFluorescéncia de intensidade forte.
¢Auséncia de fluorescéncia. 9Fluorescéncia fraca ou um niimero pequeno de células coradas.
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Fig. 3. “Western immunoblot” de lisados de células infectadas com a ce

pa padrao
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Singer e com amostras brasileiras do BVDV. (A) Linha 1: Singer, 2: UFSM-1, 3:
UFSM-2, 4: SV-63-3, 5: SV-153.1, 6: SV-153.15, 7: SV-126.8, e 8: SV-152. (B) Linha 1:
SV-260/97, 2: LV85/96, 3: EVI-006, 4: IBSP-5, 5: IBSP-4, 6: IBSP-2, 7: Singer, 8: células
MDBK nao-infectadas. As setas indicam as posi¢oes da proteina nao-estrutural
NS23/p125 e de seu produto de clivagem, proteina NS3/p80.

citopatologia evidente desde as primeiras passagens em cé-
lulas MDBK, enquanto a amostra IBSP-4 somente produziu
efeito citopatico (ECP) apos sucessivas passagens. Clonagem
das amostras que produziram citopatologia revelou tratar-se
de populagoes mistas de ambos os biotipos. Apds a clonagem,
a presen¢a de virus nao-citopaticos foi evidenciada por
imunocitoquimica e a de virus citopaticos pela produgao de
focos de destruicao em tapetes celulares corados com cristal
violeta ou por imunocitoquimica (Fig. 2).

Anilise de proteinas virais

As Figuras 3A e 3B apresentam os resultados da analise
de polipeptideos virais em células infectadas com a cepa pa-
drao Singer e com algumas das amostras brasileiras de BVDV.
As proteinas foram analisadas através da técnica de “Western-
immunoblot”, utilizando-se como sonda o anticorpo
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monoclonal 20.10.6, que reconhece a regiao carboxi-termi-
nal (NS3/p80) da proteina nao-estrutural NS23-p125 (Corapi
et al. 1990). Duas bandas de reatividade podem ser evidenci-
adas nos lisados de células infectadas com a cepa citopatica
Singer (Fig. 3A, linha 1; Fig. 3B, linha 7). A maioria das amos-
tras brasileiras nao apresentou producao da proteina NS3/
p80, demonstrando apenas uma banda de reatividade, cor-
respondente a proteina precursora NS23/p125 (Fig. 3A, linhas
2-8; Fig. 3B, linhas 1-3). Apenas os lisados de células infectadas
com as trés amostras que produziram citopatologia (IBSP-2,
4 e 5) apresentaram duas bandas de reatividade. A banda
superior corresponde a proteina NS23/p125 e a banda inferi-
or corresponde a proteina NS3/p80 (Fig. 3B, linhas 4,5 e 6).
A propor¢ao de NS3/p80 em relagao a NS23/p125, no entan-
to, foi significativamente menor nas amostras brasileiras do
que na cepa Singer. As outras bandas observadas na Figura
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3B sao provavelmente derivadas da reatividade do anticorpo
com produtos de degradagao das proteinas precursoras. Em
resumo, a anilise de proteinas virais através da técnica de
“Western immunoblot” revelou dois padroes de expressao
da proteina nao estrutural NS23/p125: 1) produgao somente
da proteina precursora pelas amostras ncp e 2) producao
concomitante da proteina NS3/p80 pelas amostras cp.

Reatividade com anticorpos monoclonais

O perfil de reatividade das amostras brasileiras de BVDV
com 15 AcMs produzidos com a cepa padrao Singer esta
apresentado no Quadro 2. Os AcMs 20.10.6 (NS23/p125) e
15¢5 (EQ/gp48) reagiram com a totalidade das amostras. Dois
AcMs contra a proteina nao-estrutural NS23/p125 (8.12.7 e
15.14.5) reconheceram 18 amostras (94.7%). Os AcMs especi-
ficos para a glicoproteina principal do envelope do virus (E2/
gp53) apresentaram um espectro bastante variavel de
reatividade, reconhecendo de zero a 18 amostras. Dentre
estes, o anticorpo 7.1.8 foi o que reconheceu o maior niime-
ro de amostras (18 ou 94,7%). Das amostras analisadas, 9 re-
agiram com menos de 50% dos AcMs. A amostra SV-126.14
foi reconhecida pelo menor nimero de anticorpos (4 ou
26,6%), seguida de duas amostras que foram reconhecidas
por 5 anticorpos (33,3%) (UFSM-1, SV-153.1) e de outras qua-
tro amostras que reagiram com 6 AcMs (40%)(SV-153.15, SV-
153.19, SV-63 e IBSP-1). A amostra SV-126.1 reagiu com o
maior nimero de AcMs (13 MADbs ou 86,6%), seguida das amos-
tras SV-126.8 e EVI-006, que foram reconhecidas por 12
anticorpos (80%). Dentre as 19 amostras analisadas, apenas
duas (UFSM-1 e SV-153.1) apresentaram perfis idénticos de
reconhecimento entre si. Portanto, as amostras estudadas do
BVDV apresentavam uma variabilidade antigénica marcante
quando examinadas frente aos AcMs utilizados, sendo essa
variabilidade mais evidente na regiao da glicoproteina E2/
gp53.

DISCUSSAO

Informacoes referentes a infeccao e enfermidades associa-
das ao BVDV no Brasil sao escassas e nao sistematicas. Al-
guns relatos foram publicados nas décadas de 60 e 70, des-
crevendo episodios de enfermidades clinicamente semelhan-
tes as sindromes associadas ao BVDV (Correa et al. 1968, 1972)
e sorologia positiva em bovinos do Estado de Sao Paulo (So-
ares & CaWalhovPereira 1974). O primeiro isolamento do BVDV
no Brasil foi realizado por Vidor (1974), a partir do sangue de
um feto aparentemente sadio, coletado em um matadouro
no Rio Grande do Sul. Recentemente, dados de sorologia e
isolamento de virus de linhagens celulares e de soro de be-
zerros tém sido relatados (Roehe et al. 1995, Oliveira et al.
1996). Essa escassez de informacgoes relativas ao BVDV deve-
se sobretudo a grande énfase dada a Febre Aftosa durante
muitos anos e a falta de técnicos treinados e de reagentes
apropriados ao diagndstico da infec¢ao. Nos dltimos anos,
alguns laboratérios iniciaram atividades sistematicas de di-
agnostico, produgao de reagentes e pesquisas relacionadas
ao BVDV. Isto tem contribuido para um acimulo gradativo
de informagoes sobre a infec¢ao no Brasil.

Grande parte das amostras analisadas foram isoladas do
soro de fetos coletados em matadouros no Estado do Rio
Grande do Sul. O objetivo da coleta e analise do sangue des-
ses fetos foi obter amostras do BVDV para serem posterior-
mente caracterizadas. Fetos persistentemente infectados re-
presentam uma fonte rapida e prontamente disponivel para
a obtencao de amostras de BVDV, ja que a infec¢ao fetal é um
evento relativamente frequente na epidemiologia da infec-
¢ao (Baker 1995). Embora informacoes adicionais, sobretudo
referentes a epidemiologia e patogenia dessas amostras nao
estejam disponiveis, elas provavelmente sao representativas
de uma parcela das amostras de virus que circulam nas popu-
lagoes bovinas de origem. De um total de 1396 amostras tes-
tadas, 11 (0,78%) continham virus e outras 19 (1,36%) conti- .
nham anticorpos neutralizantes anti-BVDV, totalizando 2,15%
de infec¢oes fetais na populacao estudada (Dados nao publi-
cados). A presenca de virus no sangue desses fetos é sugesti-
va de que a infeccao fetal ocorreu entre os dias 40 e 120 de
gestacao (Baker 1995, Moennig & Liess 1995). Infeccoes nes-
se periodo, quando nao resultam em mortalidade fetal, ge-
ralmente sao seguidas do estabelecimento de persisténcia
viral com indugao de imunotolerdncia (Baker 1995). Esses
fetos, se levados a termo, geralmente originam bezerros PI,
que constituem as principais fontes de disseminac¢ao do vi-
rus (Donis 1989, Brownlie 1990, Houe 1995). Animais PI sao
muitas vezes clinicamente saudios e por isso de dificil reco-
nhecimento (Baker 1995, Houe 1995). Por isso, mesmo um
indice aparentemente baixo de fetos infectados pode consti-
tuir-se em um evento epidemioldgico de grande significado,
sobretudo pelo grande potencial de disseminagao do virus a
partir de animais PI. Por outro lado, a presenca de anticorpos
no sangue de fetos geralmente indica que a infec¢ao fetal foi
seguida da inducao de imunidade.com a consequente elimi-
nacao da infeccao (Baker 1995).

Cinco amostras foram isoladas de animais clinicamente
saudios, oriundos de rebanhos com histérico de problemas
reprodutivos nos Estados de Sao Paulo e Rio Grande do Sul.
Nao obstante a denominag¢ao originalmente dada ao agente,
o BVDV é um virus essencialmente associado a problemas
reprodutivos (Donis 1989, Baker 1995, Moennig & Liess 1995).
Infeccoes de fémeas soronegativas podem resultar em uma
grande variedade de manifestacoes que incluem infertilidade
com repeticao de servicos, mortalidade embrionaria precoce
ou tardia, abortos, mumificacao fetal, malformacoes fetais,
natimortos e o nascimento de bezerros fracos e inviaveis
(Baker 1995, Moennig & Liess 1995). Rebanhos com proble-
mas reprodutivos devidos ao BVDV geralmente possuem um
ou mais animais PI, que servem de reservatorios do virus e
fontes de infeccao (Baker 1995, Houe 1995). A identificacao e
eliminacao desses animais constitui-se em um requisito fun-
damental para a erradica¢ao do virus do rebanho (Donis 1989,
Bitsch & Ronsholt 1995 , Houe 1995). .

Os casos clinicos dos quais foram isoladas duas amostras
do virus (SV-260/97, LV85/96) ocorreram em animais jovens,
que apresentavam quadros de gastrenterite cursando com
diarréia, as vezes escura e sanguinolenta e apresentavam ul-
ceragoes e erosoes no trato digestivo. Em um desses casos -
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(SV260/97), nao se soube do envolvimento de outros animais
do respectivo rebanho. Tratava-se aparentemente de um caso
isolado de enfermidade entérica, que culminou com a morte
do animal. Enfermidade gastrentérica com diarréia e erosoes
na mucosa digestiva constituem-se em manifestagoes clini-
cas tipicamente associadas a infecgdo pelo BVDV (Bolin 1990,
Baker 1995). Nao obstante, a ocorréncia de enfermidade cli-
nica ndo é uma constante na infeccao pelo BVDV (Donis 1989,
Baker 1995). A alta prevaléncia de anticorpos em rebanhos
sem historico clinico indica que a infecgao cursa, na maioria
das vezes, de forma subclinica ou inaparente (Donis 1989,
Baker 1995). Na propriedade de origem da amostra LV 85/96
foram relatados abortos recentes e o nascimento de um be-
zerro com quadro clinico semelhante.

As manifestacoes clinicas e os achados histopatoldgicos
dos casos de origem dessas amostras assemelhavam-se a
Doenga das Mucosas, que é uma enfermidade de ocorréncia
esporadica associada ao BVDV, e que tem uma etiopatogenia
peculiar (Brownlie 1990, 1991, Bolin 1990). Em casos de Do-
enca das Mucosas, no entanto, geralmente estao presentes
concomitantemente virus citopaticos e nao-citopaticos
(McClurkin et al. 1985, Brownlie 1991). A falha em demons-
trar atividade citopatica no material proveniente dos animais
doentes sugere que esses casos representavam quadros de
Diarréia Viral Bovina (BVD). Alternativamente, é possivel que
em algum desses casos tratava-se realmente de Doenga das
Mucosas, mas que apenas nao se conseguiu isolar o virus
citopatico do material submetido. Embora possam cursar com

manifestacoes clinicas muito semelhantes e sejam causadas.

pelo mesmo agente, essas duas formas clinicas possuem
etiopatogenias distintas (Bolin 1990, Brownlie 1990, 1991).

Recentemente, amostras altamente virulentas do BVDV
associadas a quadros agudos de enfermidade entérica e
hemorragica tém sido descritas nos Estados Unidos e Canada
(Corapi et al. 1989, Pellerin et al. 1994). Essas amostras sao
genética e antigenicamente diferentes das cepas classicas e
foram provisoriamente classificadas como BVDV tipo Il
(Pellerin et al. 1994, Ridpath et al. 1994). Apesar de amostras
de BVDV do tipo Il ainda nao tenham sido inequivocamente
identificadas fora da América do Norte, seria pertinente
tipificar as amostras isoladas desses casos clinicos, por tra-
tar-se de enfermidades clinicamente compativeis com as des-
cricoes de enfermidades associadas a esses virus.

A grande maioria das amostras isoladas pertence ao
biotipo ncp. Esses achados refletem em parte o que ocorre
no campo: a grande maioria das amostras de BVDV circulantes
na populagao bovina nao produz citopatologia em cultivo
celular (Lee & Gillespie 1957, Liess 1996). A replicacao dessas
amostras nao produz alteracoes evidentes na morfologia ou
na capacidade de crescimento das células de cultivo (Lee &
Gillespie 1957). Por isso, infec¢oes/contaminacoes de linha-
gens celulares com amostras ncp do BVDV podem cursar des-
percebidas se técnicas de detec¢do de antigeno nao forem
utilizadas (Bolin et al. 1994). A auséncia de citopatologia
pode inclusive eventualmente mascarar e frustrar tentativas
diagnésticas de isolamento de virus em cultivo celular, quan-
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do baseadas exclusivamente no aparecimento (ou nao) de
efeito citopatico. Por isso faz-se necessario enfatizar que a
grande maioria das amostras de campo do BVDV nao produz
citopatologia. Consequentemente, a detecc¢ao e identificagao
do virus em cultivo celular deve obrigatoriamente incluir téc-
nicas de deteccao de antigeno, como a imunofluorescéncia
e/ou imunoperoxidase (Potts et al. 1989, Bolin et al. 1994).

Amostras cp sao relativamente infrequentes e sao isola-
das principalmente, embora nao exclusivamente, de casos de
Doenca das Mucosas (Gillespie et al. 1960, Vidor 1974,
McClurkin et al. 1985, Ridpath et al. 1991). Por isso o
percentual de amostras cp em rela¢ao ao total de amostras
isoladas no presente estudo é ainda relativamente alto. Este
alto indice pode ser explicado pelo fato de que durante mui-
tos anos a deteccao de BVDV em amostras clinicas baseava-
se exclusivamente no aparecimento de efeito citopatico. Com
isso, provavelmente nesse periodo ocorreram isolamentos
preferencialmente de amostras cp, em detrimento de amos-
tras ncp, que possivelmente passaram despercebidas. Ou seja,
o indice de amostras cp em relagao ao total, ainda é excessi-
vamente alto se comparado aos indices usualmente observa-
dos entre amostras de campo, nos quais as amostras ncp
representam a grande maioria (Liess 1996).

A maioria dos virus cp origina-se de amostras ncp, atra-
vés de mutacoes ou recombinagoes no genoma (Brownlie
1990, Meyers et al. 1991, 1992, 1996). Devido a isso, em
amostras que produzem citopatologia, é comum a presenca
de virus dos dois biotipos (McClurkin et al. 1985, Ridpath et
al. 1991, Liess 1996). O evento molecular central que caracte-
riza as amostras cp é a producdo do polipeptideo NS3/p80
(Donis & Dubovi 1987). A producao desse polipeptideo pode
ocorrer através da clivagem da proteina nao estrutural NS23/
p125 ou por duplicagao do gene que codifica a NS3/p80
(Meyers et al. 1996). Amostras que nao produzem a NS3/p80
sao geralmente nao-citopaticas em cultivo celular (Donis 1995,
Meyers et al. 1996). A analise das proteinas virais das amos-
tras analisadas por “Western-immunoblot” demonstrou uma
perfeita correlacao entre a expressao da NS3/p80 e a inducao
de citopatologia em cultivo celular. Em uma das amostras
(IBSP-4), evidenciou-se a producao, da proteina NS3/p80 (Fig.
3B, linha 5) antes da produgao de citopatologia. Nao se de-
terminou o mecanismo de geracao da NS3/p80 por esses vi-
rus no presente estudo, constituindo-se em objeto para futu-
ras investigagoes.

A caracterizagao dos isolados com um painel de AcMs re-
velou a existéncia de uma diversidade antigénica marcante
entre as amostras locais do BVDV. A grande variabilidade
antigénica é uma caracteristica universal dos Pestivirus em
geral (Edwards & Paton 1995) e do BVDV em particular (Dubovi
1992). Apesar da diversidade antigénica marcante, ainda nao
foi possivel o estabelecimento definitivo de sorotipos (Dubovi
1992, Edwards & Paton 1995). A maior variabilidade observa-
da na glicoproteina E2/gp53 é explicavel pelo fato da'E2/gp53
ser a glicoproteina mais abundante do envelope do virus e
ter papel predominante nos estagios iniciais da infec¢ao ce-
lular (Donis 1995). Com isso, é o principal alvo para anticorpos
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neutralizantes e estd submetida a intensa pressao de sele-
¢do, resultando em mutagdes constantes e sele¢ao de varian-
tes antigenicamente diferentes (Donis et al. 1988, Corapi et
al. 1990, Donis 1995). AcMs que reconhecem determinantes
antigénicos variaveis sao Uteis para a caracterizacao e dife-
renciacao de isolados, enquanto AcMs com amplo espectro
de reatividade (como 0 20.10.6 e. 15¢5) tém grande utilidade
para o diagndstico, pois reagem com a grande maioria das
amostras de campo (Corapi et al. 1990, Edwards & Paton,
1995).

A grande variabilidade antigénica do BVDV, sobretudo na
glicoproteina E2/gp53, pode ter importantes implicagoes para
o diagndstico e para estratégias de imunizagao. Nesse senti-
do, a utilizacao rotineira das cepas citopaticas norte-ameri-
canas Singer, NADL e Oregon em testes de soro-neutralizagao
deve ser reavaliada. Essas cepas sao antigenicamente distin-
tas das amostras brasileiras (Quadro 2) e podem estar falhan-
do em detectar niveis baixos de anticorpos contra amostras
antigenicamente diferentes. Da mesma forma, as vacinas con-
tra o BVDV disponiveis no mercado brasileiro contém apenas
cepas norte-americanas ou européias. Devido a variabilidade
antigénica observada entre as amostras brasileiras, sobretu-
do em relagao as cepas norte-americanas, é pertinente ques-
tionar o grau de protecao induzida por essas vacinas contra
as amostras brasileiras do virus.

Em resumo, o presente artigo apresenta um perfil preli-
minar de amostras de BVDV isoladas no Brasil até o momen-
to. Um conhecimento mais abrangente e detalhado sobre os
virus que circulam no rebanho bovino do pais, no entanto,
requer o isolamento e a caracteriza¢ao de um néimero maior
de amostras. Esfor¢cos nesse sentido estao sendo realizados e
constituem-se em prioridades dos laboratérios envolvidos no
presente estudo.
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