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Field isolates of bovine viral diarrhea virus (BVDV) display a high genetic and antigenic diversity
that may difficult diagnosis and vaccine formulation. The present study presents a genetic and
antigenic characterization of 20 BVDV isolates from Rio Grande do Sul, Brazil (2000-2010). The
isolates were associated with a variety of clinical conditions thatincluded respiratory or gastroenteric
disease, skin lesions, abortions, animals with retarded growth, and persistently infected (PI) ani-
mals. Mostisolates (19 or 95%) belong to the non-cytopathic biotype (NCP), one isolate (5%) had
amixture of viruses NCP and cytopathic (CP). Nucleotide sequencing of a region of 270 nucleotides
of the 5’ untranshted region of the viral genome followed by phylogenetic analysis identified nine
isolates of BVDV-2 (45%), eight BVDV-1 (40%). Three isolates were not classified in any genotype
and were classified as atypical pestiviruses. It was not possible to associate genotypes or
subgenotypes with clinical conditions: both BVDV-1 and BVDV-2 were involved in different
clinico - pathological syndromes. Analysis of reactivity with a panel of 19 monoclonal antibodies
(mAbs) revealed a marked variability in the major envelope glycoprotein (E2/gp53) 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 a
similar frequency of BVDV-1 and BVDV-2 in the cattle population of Rio Grande do Sul, confirm
the remarkable antigenic diversity of BVDV and reinforce the need to include viruses of genotypes
BVDV-1 and BVDV-2 in vaccines. In addition, these results indicate the circulation of atypical
pestiviruses in the cattle population of RS.

INDEX TERMS: BVDV, pestivirus, genotyping, genetic diversity.

RESUMO.- Isolados do virus da diarréia viral bovina (BVDV)
apresentam grande diversidade genética e antigénica, o que
pode dificultar o diagnéstico e a formulagio de vacinas. O pre-
sente 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 oriundas de uma varie-
dade de condigdes clinicas, que incluiam doenca respiratoria
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ou gastroentérica aguda ou cronica, lesdes cutineas, abortos,
animais com crescimento retardado, além de animais persis-
tentemente infectados (PI). A maioria das amostras (19 ou 95%)
pertence ao bidtipo ndo-citopatico (NCP); enquanto um isola-
do apresentou uma mistura de virus NCP e citopatico (CP). 0
sequenciamento e analise filogenética de uma regido de 270
nucleotideos da regido 5’ ndo-traduzida do genoma viral per-
mitiu identificar 9 isolados de BVDV-2 (45%) e 8 isolados de
BVDV-2 (40%). Trés amostras ndo agruparam filogenetica-
mente com nenhum dos genétipos, sendo classificados como
pestivirus atipicos. Nao foi possivel associar os gendtipos ou
subgenétipos com as condigdes clinicas e, tanto os BVDV-1
quanto os BVDV-2 estavam envolvidos em diferentes
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sindromes clinico-patolégicas. Analise de reatividade com um
painel de 19 anticorpos monoclonais (AcMs) revelou uma
variabilidade marcante na glicoproteina principal do envelope
(E2) entre virus do mesmo genoétipo, e sobretudo, entre virus
de genétipos diferentes. Testes de neutralizagio viral (SN) 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 gendtipo, e reatividade muito
baixa ou ausente entre virus de genétipos diferentes. Esses
resultados indicam uma frequéncia semelhante de BVDV-1 e
BVDV-2 na populacdo estudada, confirmam a marcante varia-
bilidade antigénica e reforgam a necessidade de se incluir vi-
rus dos dois genétipos nas vacinas. Finalmente, indicam a
presenca de pestivirus atipicos circulantes na popula¢ado bo-
vina do RS.

TERMOS DE INDEXACAO: BVDV, pestivirus, genétipos, diversidade
genética.

INTRODUCAO

O virus da Diarréia Viral Bovina (bovine viral diarrhea virus,
BVDV) é um dos principais patégenos de bovinos, pertencen-
te a familia Flaviviridae, género Pestivirus (Horzinek 1991).
Os pestivirus sao virus pequenos (40-60nm), envelopados e
contém uma molécula de RNA de fita simples e polaridade posi-
tiva como genoma (Collett et al. 1988, Horzinek 1991). O
genoma do BVDV possui aproximadamente 12,5 kb e contém
uma Unica fase aberta de leitura (ORF), que codifica uma poli-
proteina com 3988 aminodacidos (Collett etal 1988). AORF é
precedida por uma regido ndo-traduzida (5’'UTR) com 360 a
390 nucleotideos. Aregido 5’ UTR do genoma é altamente con-
servada entre os Pestivirus e tem sido frequentemente utiliza-
da para caracterizagdo genética e filogenia de isolados de cam-
po (Ridpath et al 1994). Os isolados de campo do BVDV
podem ser ainda classificados em bidtipos citopatico (CP) e
ndo-citopatico (NCP), de acordo com a capacidade de produzir
patologia em células de cultivo (Ridpath 2003).

A infeccao de bovinos pelo BVDV tem sido associada com
uma variedade de manifestacdes clinicas, que incluem desde
infeccdes inaparentes até doenca aguda fatal Enfermidade gas-
troentérica aguda ou cronica, doenca respiratoria em bezer-
ros, sindrome hemorragica com trombocitopenia, patologias
cutineas e imunossupressao estdo entre as consequéncias mais
frequentes da infeccdo (Baker 1995). 0 BVDV também é fre-
quentemente associado com perdas reprodutivas, como infer-
tilidade temporaria, retorno ao cio, mortalidade embrionaria
ou fetal, abortos ou mumificacdo, malformagdes fetais ou pro-
ducdo de bezerros fracos e inviaveis (Baker 1995).

Ainfeccao pelo BVDV possui distribui¢do mundial e a pre-
valéncia de anticorpos chega a atingir 80% dos animais e até
80% dos rebanhos na América do Norte e em alguns paises
europeus. No Brasil, a infec¢do estd amplamente distribuida
em rebanhos de leite e corte e varios relatos sorologicos, clini-
cos e viroldgicos sobre a enfermidade ja foram publicados (Flo-
resetal 2005).

Os isolados de campo do BVDV apresentam uma grande
variabilidade genética. Com base nas sequéncias de nucleoti-
deos daregido 5’'UTR, os isolados podem ser distribuidos em
dois grupos ou genétipos principais, que também sdo antige-
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nicamente distintos: BVDV-1 e BVDV-2 (Pellerin et al. 1994,
Ridpath etal 1994). Os isolados de BVDV-1 podem ser subdi-
vididos em 11 subgenotipos (Vilcek etal. 2001), enquanto que
os virus do gendtipo BVDV-2 possuem dois subgrupos princi-
pais, BVDV-2a e BVDV-2b (Flores et al. 2002). Os virus do
genotipo 1 (BVDV-1) ainda representam a maioria dos isola-
dos de campo na Ameérica do Norte, Europa e Australia (Ridpath
etal 2010). Os virus do gen6tipo BVDV-2 foram identificados
ha pouco mais de uma década em surtos de doenca gastroenté-
rica na América do Norte (Pellerin et al. 1994), mas encon-
tram-se disseminados por varios continentes (Vilcek et al
2001, Becher et al. 2003, Minami et al. 2009, Ridpath et al.
2010). Ha alguns anos, um Pestivirus atipico (D32/00_"HoBi’),
que vem sendo provisoriamente denominado BVDV-3, foi iden-
tificado em uma amostra de soro fetal bovino oriunda do Bra-
sil (Schirrmeier et al. 2004). Estudos posteriores revelaram a
presenca desses pestivirus atipicos em outros continentes
(Schirrmeier et al 2004, Stalder et al 2005, 2007).

A grande variabilidade antigénica existente entre isolados de
BVDV deve-se principalmente a marcante plasticidade da glico-
proteina E2 (ougp53).AE2 éaglicoproteina mais abundante do
envelope viral, estd envolvida na ligagio dos virions aos recepto-
res celulares e se constitui no principal alvo para anticorpos
neutralizantes (Donis 1995, Ridpath 2003, 2004). A variabilida-
de na E2 pode ser facilmente evidenciada por testes de neutraliza-
¢do cruzada e, também, por reatividade diferencial com anticor-
pos monoclonais (Ridpath 2003). A variabilidade da E2 ocorre
entre amostras de um mesmo gendtipo e, sobretudo, entre virus
de gendtipos diferentes. Com isso, a reatividade sorologica entre
virus dos gendtipos BVDV-1 e BVDV-2 é geralmente muito baixa
(Ridpath 2003, 2004). Essa grande variabilidade antigénica pos-
sui implicacdes potenciais para o diagnostico e para a formula-
¢do de vacinas (Ridpath 2003).

Estudos anteriores caracterizaram geneticamente amostras
de campo do BVDV isoladas no Brasil, e virus dos dois gendti-
pos foram identificados (Canal et al 1998, Gil 1998, Flores et
al 2002, 2005, Cortez etal 2006). Nao obstante, a caracteriza-
¢do continua de isolados é importante para o conhecimento do
perfil dos virus presentes, e também para a eventual identifi-
cac¢do de outros genotipos ou subgenétipos circulantes. As-
sim, o presente artigo relata a tipificagdo genética de 20 amos-
tras do BVDV isoladas no Rio Grande do Sul entre 2000 e 2010,
por meio de sequenciamento e andlise filogenética de uma
seqiiéncia da regido 5’ UTR. Também foram investigadas a
reatividade desses isolados com um painel de AcMs, e a sua
reatividade sorolégica com anti-soro produzido contra virus
dos gen6tipos BVDV-1 e BVDV-2.

MATERIAL E METODOS

Vinte amostras de BVDV isoladas no Setor de Virologia da Universi-
dade Federal de Santa Maria (SV/UFSM), entre os anos de 2000 e
2010, oriundas de varios municipios do Estado do Rio Grande do
Sul, foram submetidas a sequenciamento e e analise filogenética
daregido 5’'UTR, andlise de reatividade com anticorpos monoclonais
(AcMs) e testes de neutralizagdo cruzada com anti-soro produzido
com cepas de BVDV-1 e BVDV-2.

Células e virus. Os procedimentos de isolamento, amplificacdo
viral e clonagem biolégica foram realizados em células de linhagem
de rim bovino (MDBK) livres de Pestivirus. As células foram culti-
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vadas em meio essencial minimo (MEM), suplementado com 10%
de soro equino, estreptomicina? (0,4mg.mL!), penicilina®
(1,6mg.mL1) e anfotericina B? (0,0025mg.mL1). Os virus utiliza-
dos nos procedimentos foram submetidos a clonagem biolégica
por ensaios de placa (virus CP) ou dilui¢do limitante (virus NCP).

Extracdo de RNA e RT-PCR. Células MDBK foram infectadas
com cada amostra clonada, individualmente, em frascos de 25cm?.
Apos 24 - 48h, o RNA total foi extraido das células, utilizando-se o
reagente Trizol” de acordo com instrucdes do fabricante. 0 DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do RNA total utilizan-
do um Kit comercial SuperScript™ 11l RT® , o qual serviu de molde
para a reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR foi realizada
de acordo com as condig¢des e primers descritos por Ridpath & Bolin
(1998). A reacdo resulta na amplificacdo de fragmento de 270 pb
localizado na regido 5’UTR do genoma viral

Sequenciamento e analise filogenética. Os produtos da am-
plificacdo por PCR foram purificados com o uso do Kit comercial
PCR PureLink® e submetidos ao sequenciamento em duplicata e
processados em sequenciador automatico MEGABACE 1000. A
pureza das sequéncias foi avaliada pelo programa Staden Package,
sendo entdo alinhadas para a obteng¢do de uma sequéncia consen-
so e posteriormente submetidas ao BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) para compara¢do com sequéncias depositadas no
GenBank, classificando os isolados em dois genétipos. O alinhamen-
to das sequéncias e a construgdo da arvore filogenética dos isola-
dos, cepas padrdo do BVDV e cepas de referéncia para BDV e CSFV
foram realizadas utilizando o programa MEGA 4.1 (Tamura et al
2007) pelo método Neighboor-Joinning com 1000 réplicas de
bootstrap, modelo Maximum Composite Likelihood.

Reatividade com anticorpos monoclonais. Para investigar-
se a variabilidade antigénica dos isolados, utilizou-se dois painéis
de AcMs especificos para a glicoproteina E2 (Corapi et al. 1990,
Ridpath et al. 2000). Células MDBK infectadas com cada isolado
foram tripsinizadas, ressuspendidas, depositadas sobre laminas
multispot e deixadas aderir. Apds, foram fixadas em acetona e sub-
metidas a imunofluorescéncia indireta (IFA), de acordo com proto-
colos-padrao (Botton et al. 1998). Utilizaram-se os AcMs individu-
ais como anticorpo primario, e um anticorpo secundario anti-IgG
de camundongo conjugado com fluoresceina (Sigma-Aldrich). Cé-
lulas MDBK infectadas com cepas padrao, e células nao infectadas,
foram utilizadas como controles.

Reatividade sorologica cruzada. Para investigar-se a reativi-
dade soroldgica cruzada, utilizou-se anti-soro produzido em bezer-
ros contra duas cepas de referéncia de BVDV (BVDV-1 Singer; BVDV-
2 VS253) e com isolados brasileiros de BVDV (BVDV-1 IBSP-2;
BVDV-2 SV26/2).Inicialmente, os anti-soros foram testados contra
os respectivos virus homologos e o seu titulo neutralizante foi ajus-
tado para 80/160. Somente entio foram testados frente aos 20
isolados. Os testes de soro-neutralizacdo (SN) foram realizados em
microplacas de acordo com protocolos-padrdo (Botton et al. 1998).
Foram testadas diluigdes crescentes dos anti-soros frente a doses
constantes (100-200 DICC,[doses infectantes para 50% dos cul-
tivos celulares]) de cada amostra viral. A leitura foi realizada apds
96h de incubagao, submetendo-se as microplacas com os tapetes
celulares a técnica de imunoperoxidase (IPX) para antigenos do
BVDV, de acordo com técnica descrita por Botton et al (1998).
Considerou-se o titulo neutralizante a reciproca da maior diluicdo
de soro capaz de prevenir a replicagdo viral e, consequentemente,
a produgdo de antigenos no respectivo tapete celular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A origem, resumo do histdrico clinico-patologico, bidtipo e
genotipo das 20 amostras analisadas no presente estudo estio
apresentados no Quadro 1. As amostras foram isoladas de uma

variedade de condi¢des clinicas, ja bem documentadas como con-
sequiéncias da infec¢do pelo BVDV (Baker 1995). Nove amostras
(45%) foram identificadas como BVDV-2 e oito (40%) como
BVDV-1. Trés amostras ndo agruparam filogeneticamente com
nenhum dos genoétipos, sendo provisoriamente classificadas
como pestivirus atipicos (Quadro 1, Fig.1). Uma dessas amos-
tras foi isolada de sémen industrializado, e a data que consta no
Quadro 1 (2009) refere-se ao isolamento e ndo a data de coleta.
Em geral nao foram observadas associa¢des evidentes entre
os genotipos e condigdes clinicas especificas, pois virus de
ambos os genotipos foram isolados de diferentes manifesta-
¢oes clinicas. A propor¢ao de amostras NCP e CP isoladas no
presente estudo reflete, em parte, a abundancia relativa de vi-
rus desses bidtipos na natureza. A grande maioria das amos-
tras que circulam a campo, associadas com uma grande varie-
dade de condigdes clinicas, é de virus NCP, considerados os
“BVDV verdadeiros” (Ridpath 2003, 2005). Isolados citopati-
cos, que apresentam uma mistura de virus NCP e CP genetica-
mente relacionados, sdo isolados em situacdes especificas,
geralmente associadas com a condicdo clinica denominada
doenga das mucosas, DM (Ridpath 2003). O histérico clinico
da amostra CP era compativel clinicamente com a DM.
Alguns estudos anteriores ja haviam realizado a caracteri-
zacdo genética de amostras de BVDV no Brasil Canal et al.
(1998) foram pioneiros na caracterizacdo genotipica de isola-
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Fig.1. Arvore construida com base na anélise filogenética das sequ-
éncias da regido 5’'UTR dos diferentes isolados de BVDV do RS
(2000-2010). A arvore foi construida pelo método Neighbor -
Joining e pelo teste bootstrap (1000) usando o programa MEGA
versao 5.0.
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Quadro 1 Origem, histdrico e caracteristicas de amostras do virus da diarréia viral bovina (BVDV) isoladas de bovinos no Rio

Grande do Sul* entre 2000 e 2010

Identificacdo/ Local Histérico Material Biotipo  Genoétipo
ano
SV 663/00 Tapejara Bezerro com crescimento retardado, sinais respiratorios
recorrentes. Outros animais da propriedade foram afetados Suabe nasal NCP BVDV-1a
SV 163/01 Arroio dos Ratos Vaca com sinais digestivos/respiratorios. Propriedade com Pulmdo, cora- NCP BVDV-1b
problemas reprodutivos ¢do, figado e bago
SV 216/02 Porto Alegre* Bezerro com diarréia, ulceragdes no trato digestivo Sangue, bago, NCP BVDV-1a
pulmdo, intestino
SV 728/02 Porto Alegre* Bezerro PI, assintomatico, propriedade com problemas re- Sangue/érgaos NCP BVDV-2b
produtivos
Sv11/03 Cruz Alta Bezerros com diarréia, propriedade de gado de corte Sangue/tecidos NCP BVDV-2b
SV56/03 Sao Gabriel Bezerra holandesa, 10 meses, crescimento retardado, diar- Sangue/fezes NCP BVDV-2b
réia recorrente
SV 132/04 Julio de Castilhos Propriedade com abortos (11/100) em fases diversas da ges- Feto abortado (cére- NCP BVDV-1a
tacdo bro, timo, pulmao,
figado e bago)
SV 278/04 Sao Vicente do Sul Aborto Cérebro fetal NCP BVDV-1a
SV 108/05 Encruzilhada Novilha 18 meses, diarréia cronica Sangue NCP BVDV-1a
do Sul-RS
SV 432/05 N&o consta Nao consta N&o consta NCP BVDV-22
SV 66/07 Bagé Bezerros,doenga gastroentérica, suspeita de PI Sangue NCP/CP  BVDV-1a
SV 154/08 Porto Alegre* Propriedade com histérico de BVD, triagem de Pls Sangue NCP BVDV-2a
SV 193/08 Porto Alegre* Animais positivos para BVDV em triagem por IPX na orelha Sangue NCP BVDV-2b
SV 275/08 Nova Esperanca Propriedade com problemas reprodutivos, abortos, triagem Sangue NCP BVDV-2b
do Sul de PIs (IPX)
SV 284/08 Porto Alegre** Propriedade com problemas reprodutivos, malformacdes. Orgios NCP BVDV-2a
Bezerro, 5 meses, diarréia, prostragdo, morte
SV 436/08 Porto Alegre* Bezerros cegos Baco, pulmdo, NCP BVDV-1a
linfonodo mesentérico
SV 778/09 Alegrete Bezerros com crescimento retardado, suspeita de PI Sangue NCP BVDV-2b
SV 713/09 Porto Alegre Bezerros nascidos cegos Sémen NCP Atipico
SV 241/10 Cagapava do Sul Rebanho com problemas reprodutivos Sangue NCP Atipico
SV 311/10 Santa Maria Rebanho com problemas reprodutivos, abortos Pulméo e bago de NCP Atipico

feto abortado

* Material enviado ao Laboratorio de Patologia/UFRGS. Nao necessariamente oriundo do municipio de Porto Alegre.

dos brasileiros, identificando a presenca de virus dos genétipos
BVDV-1 e BVDV-2 no pais. Gil (1998) analisou 18 isolados
provenientes dos Estados de Sdo Paulo, Santa Catarina e RS,
identificando 14 isolados de BVDV-1 e quatro de BVDV-2. Ana-
lisando as regides 5’"UTR e NS2/3 de amostras de BVDV, Flores
et al (2002) verificaram que alguns isolados brasileiros de
BVDV-2 agrupavam-se filogeneticamente distantes de isola-
dos da Europa, Estados Unidos e Australia, propondo a classifi-
cacdo de BVDV-2 em subgenétipos (BVDV-2a e BVDV-2b), que
foi adotada a partir de entio. Cortez etal (2006) analisaram 13
isolados de BVDV provenientes de varias regides do Brasil,
incluindo 10 amostras oriundas do RS. Dentre estas, sete (70%)
eram BVDV-1, dois isolados eram BVDV-2 e uma amostra foi
identificada como pestivirus atipico (Hobi-like). Como regra,
estes estudos analisaram a regido 5’ UTR do genoma, inclui-
ram um numero restrito de isolados e identificaram uma fre-
qliéncia maior de amostras de BVDV-1.

Nao obstante estes estudos anteriores, o nimero crescente
de isolamentos, a grande diversidade dos virus de campo, as-
sim como o recente surgimento de pestivirus atipicos
(Schirrmeier etal 2004, Stalder etal. 2005, 2007), justificam o
monitoramento continuo das caracteristicas genéticas e
antigénicas dos virus circulantes na populagdo bovina. Além
do conhecimento acerca dos gen6tipos presentes e mais pre-
valentes, as informacdes obtidas com o monitoramento siste-
matico permitem reavaliacdes periddicas dos procedimentos
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diagndsticos (cepas virais a serem utilizadas nos testes de
neutralizagdo viral, por exemplo) e da composi¢ao viral mais
adequada das vacinas (Fulton et al. 2003, Ridpath 2003, 2005,
Ridpath etal 2010). A anélise genética continua de isolados de
campo também permite a identificagio de alteracées de fre-
quéncia, distribuigdo temporal e espacial dos genoétipos, de
sua associa¢do com diferentes sindromes clinicas e/ou detec-
tar aintroducdo de novos genoétipos ou subgenétipos na popu-
lagdo (Ridpath etal. 2010). Nesse sentido, a recente identifica-
¢do de pestivirus atipicos pode tornar a epidemiologia e as
estratégias de diagnéstico e de controle do BVDV ainda mais
complexas (Stalder etal 2005, 2007, Ridpath etal. 2010).

0 presente estudo focou na caracterizagdo genotipica de
amostras de BVDV isoladas de uma populagao bovina geogra-
ficamente bem delimitada, a do Rio Grande do Sul. Em especial,
os resultados obtidos indicam um aumento na freqiiéncia de
virus do gen6tipo BVDV-2 em relacio a estudos anteriores (Ca-
nal etal 1998, Gil 1998, Flores etal. 2002, 2005, Cortez et al.
2006). E importante ressaltar que o presente estudo, embora
analisando um ntimero maior de amostras do que os estudos
prévios, ainda envolveu uma amostragem restrita, podendo
nao refletir a proporg¢ao real de BVDV-1 e BVDV-2 que circu-
lam na populagdo bovina do RS. Segundo Ridpath (2010), é
dificil precisar o nimero de amostras virais necessarias para
se obter uma idéia aproximada da proporgao relativa de gené-
tipos e subgenotipos circulantes, mas um ntiimero minimo de
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50 isolados pode ser tomado como referéncia. Assim, os resul-
tados aqui apresentados confirmam a presenca de virus dos
dois genétipos na populagdo bovina do RS, sugerem um cres-
cimento da freqiiéncia do BVDV-2, mas devem ser interpreta-
dos com cautela, pois podem néo refletir a real proporg¢ao dos
dois gendtipos presentes no campo.

Sequéncias de nucleotideos daregido 5’UTR do genoma viral
tem sido muito utilizadas para a classificagido genotipica de
isolados do BVDV, pelo fato de esta regido ser altamente con-
servada entre os Pestivirus (Pellerin et al. 1994, Ridpath etal
2004). Grupos de isolados classificados em geno6tipos BVDV-1
e BVDV-2 de acordo com as sequéncias da 5’UTR sdo antigeni-
camente distintos entre si, refletindo obviamente a existéncia
de diferencgas concomitantes em proteinas de superficie
(Pellerin etal 1994, Ridpath etal 1994, 2010). Devido as dife-
rencas genéticas existentes também entre os isolados de um
mesmo genotipo, estudos mais recentes tém refinado essas
analises. A analise concomitante da regido 5’"UTR com outros
genes, como a NP™ E2 e NS3 tem permitido classificar os iso-
lados em subgrupos ou subgenotipos (Vilcek et al 2001, Flo-
res et al 2002, Liu et al. 2010). No entanto, as classifica¢des
em subgenotipos/subtipos nem sempre refletem diferencas
evidentes em aspectos antigénicos, epidemiolégicos ou pato-
légicos, possuindo por isso um significado pratico questionavel
(Ridpath etal 2010).

Os virus do genétipo BVDV-2 foram identificados pela pri-
meira vez ha mais de duas décadas em surtos de doenga gastro-
entérica severa na América do Norte e, por isso, foram inicial-
mente considerados agentes novos (Corapi etal 1989, Pellerin

etal 1994). Entretanto, acredita-se atualmente que os BVDV-2
circulem hd muito tempo. Os virus desse genétipo, que repre-
sentam aproximadamente 50% dos BVDV isolados nos Esta-
dos Unidos, foram retrospectivamente identificados ha mais
de 40 anos, e a grande maioria apresenta baixa viruléncia
(Ridpath etal 2004). Nos diversos estudos publicados, a pro-
porcdo de BVDV-1 e BVDV-2 circulantes varia de acordo com a
regido. No Japdo, Minami etal (2009) encontraram maior pre-
valéncia do genoétipo 1, situagdo semelhante foi encontrada na
Australia e nos EUA (Ridpath et al. 2010). Os resultados do
presente estudo indicam uma freqiiéncia similar dos dois ge-
nétipos (ao contrario dos outros estudos no RS e Brasil que
indicavam uma maior frequéncia de BVDV-1), mas pelo nu-
mero pequeno de amostras analisadas, ndo devem ser consi-
derados definitivos. Ndo obstante, podem refletir uma tendén-
cia, pois a freqiiéncia de BVDV-2 tem aumentado nos ultimos
anos em alguns paises (Ridpath etal 2010).

Um achado relevante do presente trabalho foi a identifica-
¢do de trés isolados que ndo agruparam filogeneticamente em
nenhum dos dois gen6tipos (BVDV-1 e BVDV-2). Embora es-
ses dados carecam de confirmacao pelo seqiienciamento de
outras regides do genoma, confirmam achados anteriores da
identificacdo de pestivirus atipicos ou HoBi-like no Brasil
(Cortez etal 2006). A crescente identificacdo desses pestivirus
atipicos em véarios continentes tem suscitado grande preocu-
pacdo de técnicos e pesquisadores em sanidade animal, pois se
constituem em agentes recentes, cuja epidemiologia, biologia
e patogenia ainda sao desconhecidas (Schirrmeier et al 2004,
Stalder etal 2005,2007, Ridpath etal 2010).
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homoélogos; as barras claras representam os titulos neutralizantes contra os outros isolados.
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Atipicos

SV311/10
a Corapi etal 1990; ® Ridpath et al. 2000.

Além da variabilidade antigénica entre virus de um mesmo
genotipo, isolados de BVDV de genétipos diferentes sdo ainda
mais diferentes 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 paraa E2, a principal glicopro-
teina do envelope viral (Donis 1995). 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
estd apresentado no Quadro 2 e ilustra a variabilidade antigéni-
cado BVDV, especificamente da E2. Com exce¢ao da cepa Singer
(contraa qual grande parte dos AcMs do BVDV-1 foram produ-
zidos), nenhum isolado de BVDV-1 foi reconhecido por todos
0s AcMs anti-BVDV-1. O isolado SV132/04 foi reconhecido
por 9 AcMs, seguido pelos isolados SV163/01 e SV108/05 re-
conhecidos por 7 AcMs. Dentre os isolados de BVDV-2, o isola-
do SV193/08 foi reconhecido por todos os oito AcMs anti-
BVDV-2, seguido do isolado SV11/03 (6 AcMs). Assim, mes-
mo isolados pertencentes ao mesmo gendtipo apresentam
importante variacdo na E2, o que resulta em reconhecimento
variavel por diferentes AcMs.

Areatividade de AcMs contra isolados de diferentes genoti-
posrevela diferencas ainda mais marcantes. Grande parte dos
isolados de BVDV-2 foi reconhecida por poucos AcMs produ-
zidos contra o BVDV-1. Por outro lado, trés AcMs do BVDV-1
(7.1.8, BZ-36 e BZ-34 reconheceram varios isolados do BVDV-
2, provavelmente reconhecendo epitopos compartilhados en-
tre virus dos dois genétipos. Dentre os isolados de BVDV-1,
apenas o SV436/08 foi reconhecido por AcMs do BVDV-2, con-
firmando as marcantes diferencas antigénicas entre os dois
genoétipos. Nesse sentido, esse isolado apresentou um padrao
interessante de reatividade, sendo reconhecido por AcMs dos
dois gendtipos.

Dentre os isolados atipicos, o0 SV713/09 foi reconhecido
por dois AcMs do BVDV-1 e trés do BVDV-2. Ou seja, compar-
tilha epitopos tanto com o BVDV-1 quanto com 0 BVDV-2.Jd o
isolado SV311/10 foi reconhecido por trés AcMs do BVDV-1, e
0 SV341/10 reagiu contra apenas um AcM do BVDV-1. Em
resumo, os testes de reatividade com AcMs confirmaram a
grande diversidade do BVDV, especialmente da glicoproteina
E2. Além disso, os isolados atipicos mostraram-se diferentes
antigenicamente tanto do BVDV1 quanto do BVDV-2.

A seguir, investigou-se a reatividade sorolégica cruzada de
anti-soro de cepas de referéncia (Singer[BVDV-1]);
VS253[BVDV-2]) e de isolados brasileiros (IBSP-2 [BVDV-1];
VS26/2 [BVDV-2]) com as amostras isoladas (Fig.2). Embora
seja dificil determinar com precisdo os titulos necessarios para
conferir protecdo, alguns autores consideram titulos de 80 como
referéncia (Dubovi 1992, Fulton et al 2003). Assim, os titulos
dos anti-soros foram ajustados para 80/160 para os respecti-
vos virus homologos e entdo testados contra os isolados. Pode-
se observar que os anti-soros do BVDV-1 (Singer, IBSP-2) -
apresentaram reatividade variavel contra amostras do mesmo
genotipo -, porém falharam em neutralizar praticamente a to-
talidade das amostras de BVDV-2 (Fig. 2). Da mesma forma, os
anti-soros do BVDV-2 (VS253 e VS26/2) apresentaram ativida-
de neutralizante variavel contra as amostras do mesmo
genotipo, porém apresentaram titulos muito baixos, ou mes-
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mo indetectaveis, contra a maioria do isolados de BVDV-1. As-
sim, considerando-se a resposta sorolégica induzida por even-
tuais vacinas, titulos neutralizantes de 80/160 contra um de-
terminado genoétipo ndo neutralizariam virus de genoétipo
heterologo. Esses resultados confirmam a grande diferenca
antigénica entre os dois geno6tipos e reforcam a necessidade de
se incluir cepas de BVDV-1 e BVDV-2 nas vacinas.

A constatagdo da circulacdo de virus dos dois genétipos no
Brasil ja resultou na inclusido de cepas de BVDV-2 (além de
BVDV-1) em grande parte das vacinas comercializadas no pais
(Flores etal 2005). Ndo obstante, a inclusdo de amostras mais
representativas da populacdo viral circulante na populacdo
bovina - e que apresentem um espectro mais amplo de reativi-
dade - poderia contribuir para uma maior eficicia das vacinas
contra o BVDV. Nesse sentido, estudos mais abrangentes e de-
talhados sobre as caracteristicas antigénicas dos virus circu-
lantes podem direcionar a formulagdo de vacinas mais prote-
toras. Em especial, a confirmacgao da circulagdo de pestivirus
atipicos no pais deve servir de alerta do ponto de vista de diag-
nostico e também de estratégias de vacinagao.

REFERENCIAS

Baker J.C. 1995. The clinical manifestations of bovine viral diarrhea virus
infection. Vet. Clin. North Am. 11(3):425-445.

Becher P, Avalos-Ramirez R., Orlich M., Cedillo Rosales S., Konig M.,
Schweizer M., Stalder H., Schirrmeier H. & Thiel H.J. 2003. Genetic and
antigenic characterization of novel Pestivirus genotypes: implications
for classification. Virology 311:96-104.

Botton S.A,, Silva A.M., Brum M.C.S,, Flores E.F. & Weiblen R. 1998a. Antigenic
characterization of Brazilian bovine viral diarrhea virus isolates by

monoclonal antibodies and cross-neutralization. Braz. ]. Med. Biol. Res.
31(11):1429-1438.

Botton S.A,, Gil L.H.V.G, Silva A.M,, Flores E.F,, Weiblen R., Pituco M.E., Roehe
P.M., Moojen V. & Wendelstein A.C. 1998b. Caracterizagdo preliminar de
amostras do virus da diarréia viral bovina (BVDV) isoladas no Brasil Pesq.
Vet. Bras. 18(2):84-92.

Canal C.W,, Strasser M., Hertig C., Masuda A. & Peterhans E. 1998. Detection
of antibodies to bovine viral diarrhea virus (BVDV) and characterizati-
on of genomes of BVDV from Brazil. Vet. Microbiol. 63:85-97.

Collett M.S., Larson R,, Gold C., Strick D., Dennis K., Anderson D.K. & Purchio
AF. 1988. Molecular cloning and nucleotide sequence of the Pestivirus
bovine viral diarrhea virus. Virology 165(1):191-199.

Corapi W.V,, French T.W. & Dubovi E.]. 1989. Severe thrombocytopenia in
young calves experimentally infected with non cytopathic bovine viral
diarrhea virus. J. Virol. 62:2823-2827.

Corapi W.V,, Donis R.0. & Dubovi E.J. 1990. Characterization of a panel of
monoclonal antibodies and their use in the study of the antigenic diversity
of bovine viral diarrhea virus. Am. J. Vet. Res. 51:1388-1394.

Cortez A., Heinemann M.B,, Castro A.M.M.G, Soares R.M., Pinto A.M.V,, Alfieri
A.A., Flores E.F, Leite R.C. & Richtzenhain L.J. 2006. Genetic characteriza-
tion of Brazilian bovine viral diarrhea virus isolates by partial nucleotide
sequencing of the 5’-UTR region. Pesq. Vet. Bras. 26(4):211-216.

Donis R.0. 1995. Molecular biology of bovine viral diarrhea virus and its
interactions with the host. Vet. Clin. North Am. 11(3):393-423.

Flores E.F.,, Weiblen R, Gil L.H.V.G,, Tobias F.L., Lima M., Garcez D.C. & Botton
S.A. 2000. Diversidade antigénica de amostras do virus da diarréia bovina
isoladas no Brasil: implica¢des para o diagndstico e estratégias de imuni-
zagdo. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec. 52(1):11-17.

Flores E.F, Ridpath J.E, Weiblen R., Vogel FS.F. & Gil L.H.V.G. 2002. Phyloge-
netic analysis of Brazilian bovine viral diarrhea virus type 2 (BVDV-2)

isolates: evidence for a subgenotype within BVDV-2. Virus Res. 87:51-
60.

Flores E.F, Weiblen R., Vogel F.S.F, Roehe P.M.,, Alfieri A.A. & Pituco E.M. 2005.
A infec¢do pelo virus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) no Brasil: histori-
co, situagdo atual e perspectivas. Pesq. Vet. Bras. 25:125-134.

Fulton R.W,, Ridpath J.E, Confer A.W,, Saliki ].T., Burge L.T. & Payton M.E.
2003. Bovine viral diarrhoea virus antigenic diversity: impact on dise-
ase and vaccination programmes. Biol. 31:89-95.

Gil L.H.V.G. 1998. Sequenciamento, analise filogenética e caracterizacio de
polipeptideos nao-estruturais de amostras do Virus da Diarréia Viral
Bovina (BVDV). Dissertagdo de Mestrado em Medicina Veterindaria, UFSM,
Santa Maria, RS. 69p.

Hall T.A. BioEdit: A user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. 1999. Nucleic Acids
Symposium Series 41:95-98.

Horzinek M.C. 1991. Pestivirus: Taxonomic perspectives. Arch. Virol
(Suppl3):1-5.

Liu L., Xia H., Baule C., Belak S. & Wahlberg N. 2010. Effects of methodology
and analysis strategy on robustess of Pestivirus phylogeny. Vet. Res.
147:47-52.

Minami F,, Makoto N., Mika I., Tatsuhiko M., Hikaru T., Yoshiko J., Takeshi S.,
Michiko H., Yoshihisa S., Yoshihiro S., Katsuaki S. & Hiroomi A. 2009.
Reactivity and prevalence of neutralizing antibodies against Japanese
strains of bovine viral diarrhea virus subgenotypes. Comp. Imm.
Microbiol. Infect. Dis. (In publication)

Pellerin C., Hurk ]., van den Lecomte J. & Tussen P. 1994. Identification of a
new group of bovine viral diarrhea virus strains associated with severe
outbreaks and high mortalities. Virology 203(2):260-268.

Ridpath J.F, Bolin S.R. & Dubovi E.J. 1994. Segregation of bovine viral
diarrhea virus into genotypes. Virol 206(1):66-74.

Ridpath J.F. & Bolin S.R. 1998. Differentiation of types 1a, 1b and 2 bovine
viral diarrhea virus (BVDV) by PCR. Mol Cell Probes 12(2):101-106.

Ridpath J.E, Neill ].D., Frey M. & Landgraf J.G. 2000. Phylogenetic, antigenic
and clinical characterization of type 2 BVDV from North America. Vet.
Microbiol 77:145-155.

Ridpath J.F. 2003. BVDV genotypes and biotypes: practical implications for
diagnosis and control Biol 31:127-131.

Ridpath J.F. 2005. Practical significance of heterogeneity among BVDV
strains: Impact of biotype and genotype on U.S. control programs. Prev.
Vet. Med. 72(1/2):17-30.

Ridpath ].F. 2010. Bovine viral diarrhea virus: Global status. Vet. Clin. Food
Anim. 26:105-121.

Ridpath J.E, Fulton R.W, Kirkland P.D. & Neill ].D. 2010. Prevalence and
antigenic differences observed between bovine viral diarrhea virus
subgenotypes isolated from cattle in Australia and feedlots in the
southwestern United States. J. Vet. Diagn. Invest. 22:184-191.

Schirrmeier H., Strebelow G, Depner K., Hoffman B. & Beer M. 2004. Genetic
and antigenic characterization of an atypical Pestivirus isolate, a putative
member of a novel Pestivirus species. J. Gen. Virol 85:3647-3652.

Staden R. 1996. The Staden sequence analysis package. Molecular
Biotechnology 5:223-241.

Stahl K., Kampa J., Alenius S., Persson A.W,, Baule C., Alumlamai S. & Beldk S.
2007. Natural infection of cattle with an atypical “Hobi"-like pestivirus-
Implications for BVD control and for the safety of biological products.
Vet. Res. 38:517-523.

Stalder H.P, Meier P, Pfaffen G, Wageck-Canal C., Rufenacht J., Schaller P,
Bachofen C., MartiS., Vogt H.R. & Peterhans E. 2005. Genetic heterogeneity
of pestivirus of ruminats in Switzerland. Prev. Vet. Med. 72(1/2):37-41.

Vilcek S., Paton D.J., Durkovic B., Strojny L., Ibata G, Moussa A., Loitsch A,
Rossmanith W,, Veja S., Scicluna M.T. & Palfi V. 2001. Bovine viral diarrhea
virus genotype 1 can be separated into at least eleven genetic groups.
Arq. Virol 146(1):99-115.

Pesq. Vet. Bras. 31(8):649-655, agosto 2011



