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RESUMO.- Isolados do vírus da diarréia viral bovina (BVDV)
apresentam grande diversidade genética e antigênica, o que
pode dificultar o diagnóstico e a formulação de vacinas. O pre-
sente trabalho apresenta um perfil genotípico e antigênico 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 condições clínicas, que incluíam doença respiratória

ou gastroentérica aguda ou crônica, lesões cutâneas, abortos,
animais com crescimento retardado, além de animais persis-
tentemente infectados (PI). A maioria das amostras (19 ou 95%)
pertence ao biótipo não-citopático (NCP); enquanto um isola-
do apresentou uma mistura de vírus NCP e citopático (CP). O
sequenciamento e análise filogenética de uma região de 270
nucleotídeos da região 5’ não-traduzida do genoma viral per-
mitiu identificar 9 isolados de BVDV-2 (45%) e 8 isolados de
BVDV-2 (40%). Três amostras não agruparam filogenetica-
mente com nenhum dos genótipos, sendo classificados como
pestivírus atípicos.  Não foi possível associar os genótipos ou
subgenótipos com as condições clínicas e, tanto os BVDV-1
quanto os BVDV-2 estavam envolvidos em diferentes
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that may difficult diagnosis and vaccine formulation. The present study presents a genetic and
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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.
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síndromes clínico-patológicas. Análise de reatividade com um
painel de 19 anticorpos monoclonais (AcMs) revelou uma
variabilidade marcante na glicoproteína principal do envelope
(E2) entre vírus do mesmo genótipo, e sobretudo, entre vírus
de genótipos diferentes. Testes de neutralização viral (SN) com
anti-soro de cepas de referência de BVDV-1 e BVDV-2 frente às
amostras isoladas revelaram níveis variáveis de reatividade
cruzada entre vírus do mesmo genótipo, e reatividade muito
baixa ou ausente entre vírus de genótipos diferentes. Esses
resultados indicam uma frequência semelhante de BVDV-1 e
BVDV-2 na população estudada, confirmam a marcante varia-
bilidade antigênica e reforçam a necessidade de se incluir ví-
rus dos dois genótipos nas vacinas. Finalmente, indicam a
presença de pestivírus atípicos circulantes na população bo-
vina do RS.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: BVDV, pestivírus, genótipos, diversidade
genética.

INTRODUÇÃO
O vírus da Diarréia Viral Bovina (bovine viral diarrhea virus,
BVDV) é um dos principais patógenos de bovinos, pertencen-
te à família Flaviviridae, gênero Pestivirus (Horzinek 1991).
Os pestivírus são vírus pequenos (40-60nm), envelopados e
contêm 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 única fase aberta de leitura (ORF), que codifica uma poli-
proteína com 3988 aminoácidos (Collett et al. 1988). A ORF é
precedida por uma região não-traduzida (5’UTR) com 360 a
390 nucleotídeos. A região 5’ UTR do genoma é altamente con-
servada entre os Pestivirus e tem sido frequentemente utiliza-
da para caracterização genética e filogenia de isolados de cam-
po  (Ridpath et al. 1994).  Os isolados de campo do BVDV
podem ser ainda classificados em biótipos citopático (CP) e
não-citopático (NCP), de acordo com a capacidade de produzir
patologia em células de cultivo (Ridpath 2003).

A infecção de bovinos pelo BVDV tem sido associada com
uma variedade de manifestações clínicas, que incluem desde
infecções inaparentes até doença aguda fatal. Enfermidade gas-
troentérica aguda ou crônica, doença respiratória em bezer-
ros, síndrome hemorrágica com trombocitopenia, patologias
cutâneas e imunossupressão estão entre as consequências mais
frequentes da infecção (Baker 1995). O BVDV também é fre-
quentemente associado com perdas reprodutivas, como infer-
tilidade temporária, retorno ao cio, mortalidade embrionária
ou fetal, abortos ou mumificação, malformações fetais ou pro-
dução de bezerros fracos e inviáveis (Baker 1995).

A infecção pelo BVDV possui distribuição mundial e a pre-
valência de anticorpos chega a atingir 80% dos animais e até
80% dos rebanhos na América do Norte e em alguns países
europeus. No Brasil, a infecção está amplamente distribuída
em rebanhos de leite e corte e vários relatos sorológicos, clíni-
cos e virológicos sobre a enfermidade já foram publicados (Flo-
res et al. 2005).

Os isolados de campo do BVDV apresentam uma grande
variabilidade genética. Com base nas sequências de nucleotí-
deos da região 5’UTR, os isolados podem ser distribuidos em
dois grupos ou genótipos principais, que também são antige-

nicamente distintos: BVDV-1 e BVDV-2 (Pellerin et al. 1994,
Ridpath et al. 1994). Os isolados de BVDV-1 podem ser subdi-
vididos em 11 subgenótipos (Vilcek et al. 2001), enquanto que
os vírus do genótipo BVDV-2 possuem dois subgrupos princi-
pais, BVDV-2a e BVDV-2b (Flores et al. 2002). Os vírus do
genótipo 1 (BVDV-1) ainda representam a maioria dos isola-
dos de campo na América do Norte, Europa e Austrália (Ridpath
et al. 2010). Os vírus do genótipo BVDV-2 foram identificados
há pouco mais de uma década em surtos de doença gastroenté-
rica na América do Norte (Pellerin et al. 1994), mas encon-
tram-se disseminados por vários continentes (Vilcek et al.
2001, Becher et al. 2003, Minami et al. 2009, Ridpath et al.
2010). Há alguns anos, um Pestivirus atípico (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
presença desses pestivírus atípicos em outros continentes
(Schirrmeier et al. 2004, Stalder et al. 2005, 2007).

A grande variabilidade antigênica existente entre isolados de
BVDV deve-se principalmente a marcante plasticidade da glico-
proteína E2 (ou gp53). A E2 é a glicoproteína mais abundante do
envelope viral, está envolvida na ligação dos vírions 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-
ção cruzada e, também, por reatividade diferencial com anticor-
pos monoclonais (Ridpath 2003). A variabilidade da E2 ocorre
entre amostras de um mesmo genótipo e, sobretudo, entre vírus
de genótipos diferentes. Com isso, a reatividade sorológica entre
vírus dos genótipos BVDV-1 e BVDV-2 é geralmente muito baixa
(Ridpath 2003, 2004). Essa grande variabilidade antigênica pos-
sui implicações potenciais para o diagnóstico e para a formula-
ção de vacinas (Ridpath 2003).

Estudos anteriores caracterizaram geneticamente amostras
de campo do BVDV isoladas no Brasil, e vírus dos dois genóti-
pos foram identificados (Canal et al. 1998, Gil 1998, Flores et
al. 2002, 2005, Cortez et al. 2006). Não obstante, a caracteriza-
ção contínua de isolados é importante para o conhecimento do
perfil dos vírus presentes, e também para a eventual identifi-
cação de outros genótipos ou subgenótipos circulantes. As-
sim, o presente artigo relata a tipificação genética de 20 amos-
tras do BVDV isoladas no Rio Grande do Sul entre 2000 e 2010,
por meio de sequenciamento e análise filogenética de uma
seqüência da região 5’ UTR. Também foram investigadas a
reatividade desses isolados com um painel de AcMs, e a sua
reatividade sorológica com anti-soro produzido contra vírus
dos genótipos BVDV-1 e BVDV-2.

MATERIAL E MÉTODOS
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 vários municípios do Estado do Rio Grande do
Sul, foram submetidas a sequenciamento e e análise filogenética
da região 5’UTR, análise de reatividade com anticorpos monoclonais
(AcMs) e testes de neutralização cruzada com anti-soro produzido
com cepas de BVDV-1 e BVDV-2.

Células e vírus. Os procedimentos de isolamento, amplificação
viral e clonagem biológica 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 mínimo (MEM), suplementado com 10%
de soro equino, estreptomicinaa (0,4mg.mL-1), penicilinaa

(1,6mg.mL-1) e anfotericina Ba (0,0025mg.mL-1). Os vírus utiliza-
dos nos procedimentos foram submetidos a clonagem biológica
por ensaios de placa (vírus CP) ou diluição limitante (vírus NCP).

Extração de RNA e RT-PCR. Células MDBK foram infectadas
com cada amostra clonada, individualmente, em frascos de 25cm2.
Após 24 – 48h, o RNA total foi extraído das células, utilizando-se o
reagente Trizolb de acordo com instruções do fabricante. O DNA
complementar (cDNA) foi sintetizado a partir do RNA total utilizan-
do um Kit comercial SuperScriptTM III RTb , o qual serviu de molde
para a reação em cadeia da polimerase (PCR). A PCR foi realizada
de acordo com as condições e primers descritos por Ridpath & Bolin
(1998). A reação resulta na amplificação de fragmento de 270 pb
localizado na região 5’UTR do genoma viral.

Sequenciamento e análise filogenética. Os produtos da am-
plificação por PCR foram purificados com o uso do Kit comercial
PCR PureLinkb e submetidos ao sequenciamento em duplicata e
processados em sequenciador automático MEGABACE 1000. A
pureza das sequências foi avaliada pelo programa Staden Package,
sendo então alinhadas para a obtenção de uma sequência consen-
so e posteriormente submetidas ao BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) para comparação com sequências depositadas no
GenBank, classificando os isolados em dois genótipos. O alinhamen-
to das sequências e a construção da árvore filogenética dos isola-
dos, cepas padrão do BVDV e cepas de referência 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 antigênica dos isolados, utilizou-se dois painéis
de AcMs específicos para a glicoproteína E2 (Corapi et al. 1990,
Ridpath et al. 2000). Células MDBK infectadas com cada isolado
foram tripsinizadas, ressuspendidas, depositadas sobre lâminas
multispot e deixadas aderir. Após, foram fixadas em acetona e sub-
metidas a imunofluorescência indireta (IFA), de acordo com proto-
colos-padrão (Botton et al. 1998). Utilizaram-se os AcMs individu-
ais como anticorpo primário, e um anticorpo secundário anti-IgG
de camundongo conjugado com fluoresceína (Sigma-Aldrich). Cé-
lulas MDBK infectadas com cepas padrão, e células não infectadas,
foram utilizadas como controles.

Reatividade sorológica cruzada. Para investigar-se a reativi-
dade sorológica cruzada, utilizou-se anti-soro produzido em bezer-
ros contra duas cepas de referência 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 vírus homólogos e o seu título neutralizante foi ajus-
tado para 80/160. Somente então foram testados frente aos 20
isolados. Os testes de soro-neutralização (SN) foram realizados em
microplacas de acordo com protocolos-padrão (Botton et al. 1998).
Foram testadas diluições crescentes dos anti-soros frente a doses
constantes (100-200 DICC50[doses infectantes para 50% dos cul-
tivos celulares]) de cada amostra viral. A leitura foi realizada após
96h de incubação, submetendo-se as microplacas com os tapetes
celulares à técnica de imunoperoxidase (IPX) para antígenos do
BVDV, de acordo com técnica descrita por Botton et al. (1998).
Considerou-se o título neutralizante a recíproca da maior diluição
de soro capaz de prevenir a replicação viral e, consequentemente,
a produção de antígenos no respectivo tapete celular.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
A origem, resumo do histórico clínico-patológico, biótipo e
genótipo das 20 amostras analisadas no presente estudo estão
apresentados no Quadro 1. As amostras foram isoladas de uma

variedade de condições clínicas, já bem documentadas como con-
seqüências da infecção pelo BVDV (Baker 1995). Nove amostras
(45%) foram identificadas como BVDV-2 e oito (40%) como
BVDV-1. Três amostras não agruparam filogeneticamente com
nenhum dos genótipos, sendo provisoriamente classificadas
como pestivírus atípicos (Quadro 1, Fig.1). Uma dessas amos-
tras foi isolada de sêmen industrializado, e a data que consta no
Quadro 1 (2009) refere-se ao isolamento e não à data de coleta.

Em geral, não foram observadas associações evidentes entre
os genótipos e condições clínicas específicas, pois vírus de
ambos os genótipos foram isolados de diferentes manifesta-
ções clínicas. A proporção de amostras NCP e CP isoladas no
presente estudo reflete, em parte, a abundância relativa de ví-
rus desses biótipos na natureza. A grande maioria das amos-
tras que circulam a campo, associadas com uma grande varie-
dade de condições clínicas, é de vírus NCP, considerados os
“BVDV verdadeiros” (Ridpath 2003, 2005). Isolados citopáti-
cos, que apresentam uma mistura de vírus NCP e CP genetica-
mente relacionados, são isolados em situações específicas,
geralmente associadas com a condição clínica denominada
doença das mucosas, DM (Ridpath 2003). O histórico clínico
da amostra CP era compatível clinicamente com a DM.

Alguns estudos anteriores já haviam realizado a caracteri-
zação genética de amostras de BVDV no Brasil. Canal et al.
(1998) foram pioneiros na caracterização genotípica de isola-

Fig.1. Árvore construída com base na análise filogenética das sequ-
ências da região 5’UTR dos diferentes isolados de BVDV do RS
(2000-2010). A árvore foi construída pelo método Neighbor -
Joining e pelo teste bootstrap (1000) usando o programa MEGA
versão 5.0.
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dos brasileiros, identificando a presença de vírus dos genótipos
BVDV-1 e BVDV-2 no país. Gil (1998) analisou 18 isolados
provenientes dos Estados de São Paulo, Santa Catarina e RS,
identificando 14 isolados de BVDV-1 e quatro de BVDV-2. Ana-
lisando as regiões 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 Austrália, propondo a classifi-
cação de BVDV-2 em subgenótipos (BVDV-2a e BVDV-2b), que
foi adotada a partir de então. Cortez et al. (2006) analisaram 13
isolados de BVDV provenientes de várias regiões 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 pestivírus atípico (Hobi-like). Como regra,
estes estudos analisaram a região 5’ UTR do genoma, incluí-
ram um número restrito de isolados e identificaram uma fre-
qüência maior de amostras de BVDV-1.

Não obstante estes estudos anteriores, o número crescente
de isolamentos, a grande diversidade dos vírus de campo, as-
sim como o recente surgimento de pestivírus atípicos
(Schirrmeier et al. 2004, Stalder et al. 2005, 2007), justificam o
monitoramento contínuo das características genéticas e
antigênicas dos vírus circulantes na população bovina. Além
do conhecimento acerca dos genótipos presentes e mais pre-
valentes, as informações obtidas com o monitoramento siste-
mático permitem reavaliações periódicas dos procedimentos

diagnósticos (cepas virais a serem utilizadas nos testes de
neutralização viral, por exemplo) e da composição viral mais
adequada das vacinas (Fulton et al. 2003, Ridpath 2003, 2005,
Ridpath et al. 2010). A análise genética contínua de isolados de
campo também permite a identificação de alterações de fre-
qüência, distribuição temporal e espacial dos genótipos, de
sua associação com diferentes síndromes clínicas e/ou detec-
tar a introdução de novos genótipos ou subgenótipos na popu-
lação (Ridpath et al. 2010). Nesse sentido, a recente identifica-
ção de pestivírus atípicos pode tornar a epidemiologia e as
estratégias de diagnóstico e de controle do BVDV ainda mais
complexas (Stalder et al. 2005, 2007, Ridpath et al. 2010).

O presente estudo focou na caracterização genotípica de
amostras de BVDV isoladas de uma população bovina geogra-
ficamente bem delimitada, a do Rio Grande do Sul. Em especial,
os resultados obtidos indicam um aumento na freqüência de
vírus do genótipo BVDV-2 em relação a estudos anteriores (Ca-
nal et al. 1998, Gil 1998, Flores et al. 2002, 2005, Cortez et al.
2006). É importante ressaltar que o presente estudo, embora
analisando um número maior de amostras do que os estudos
prévios, ainda envolveu uma amostragem restrita, podendo
não refletir a proporção real de BVDV-1 e BVDV-2 que circu-
lam na população bovina do RS. Segundo Ridpath (2010), é
difícil precisar o número de amostras virais necessárias para
se obter uma idéia aproximada da proporção relativa de genó-
tipos e subgenótipos circulantes, mas um número mínimo de

Quadro 1 Origem, histórico e características de amostras do vírus da diarréia viral bovina (BVDV) isoladas de bovinos no Rio
Grande do Sul* entre 2000 e 2010

Identificação/ Local Histórico Material Biotipo Genótipo
ano

SV 663/00 Tapejara Bezerro com crescimento retardado, sinais respiratórios
recorrentes. Outros animais da propriedade foram afetados Suabe nasal NCP BVDV-1a

SV 163/01 Arroio dos Ratos Vaca com sinais digestivos/respiratórios. Propriedade com Pulmão, cora- NCP BVDV-1b
problemas reprodutivos ção, fígado e baço

SV 216/02 Porto Alegre* Bezerro com diarréia, ulcerações no trato digestivo Sangue, baço, NCP BVDV-1a
pulmão, intestino

SV 728/02 Porto Alegre* Bezerro PI, assintomático, propriedade com problemas re- Sangue/órgãos NCP BVDV-2b
produtivos

SV 11/03 Cruz Alta Bezerros com diarréia, propriedade de gado de corte Sangue/tecidos NCP BVDV-2b
SV 56/03 São Gabriel Bezerra holandesa, 10 meses, crescimento retardado, diar- Sangue/fezes NCP BVDV-2b

réia recorrente
SV 132/04 Júlio de Castilhos Propriedade com abortos (11/100) em fases diversas da ges- Feto abortado (cére- NCP BVDV-1a

tação bro, timo, pulmão,
 fígado e baço)

SV 278/04 São Vicente do Sul Aborto Cérebro fetal NCP BVDV-1a
SV 108/05 Encruzilhada Novilha 18 meses, diarréia crônica Sangue NCP BVDV-1a

 do Sul-RS
SV 432/05 Não consta Não consta Não consta NCP BVDV-2ª
SV 66/07 Bagé Bezerros,doença gastroentérica, suspeita de PI Sangue NCP/CP BVDV-1a

SV 154/08 Porto Alegre* Propriedade com histórico de BVD, triagem de PIs 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 Esperança Propriedade com problemas reprodutivos, abortos, triagem Sangue NCP BVDV-2b

do Sul de PIs (IPX)
SV 284/08 Porto Alegre** Propriedade com problemas reprodutivos, malformações. Órgãos NCP BVDV-2a

Bezerro, 5 meses, diarréia, prostração, morte
SV 436/08 Porto Alegre* Bezerros cegos Baço, pulmão, 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 Sêmen NCP Atípico
SV 241/10 Caçapava do Sul Rebanho com problemas reprodutivos Sangue NCP Atípico
SV 311/10 Santa Maria Rebanho com problemas reprodutivos, abortos Pulmão e baço de NCP Atípico

feto abortado

* Material enviado ao Laboratório de Patologia/UFRGS. Não necessariamente oriundo do município de Porto Alegre.
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50 isolados pode ser tomado como referência. Assim, os resul-
tados aqui apresentados confirmam a presença de vírus dos
dois genótipos na população bovina do RS, sugerem um cres-
cimento da freqüência do BVDV-2, mas devem ser interpreta-
dos com cautela, pois podem não refletir a real proporção dos
dois genótipos presentes no campo.

Sequências de nucleotídeos da região 5’UTR do genoma viral
tem sido muito utilizadas para a classificação genotípica de
isolados do BVDV, pelo fato de esta região ser altamente con-
servada entre os Pestivirus (Pellerin et al. 1994, Ridpath et al.
2004). Grupos de isolados classificados em genótipos BVDV-1
e BVDV-2 de acordo com as sequências da 5’UTR são antigeni-
camente distintos entre si, refletindo obviamente a existência
de diferenças concomitantes em proteínas de superfície
(Pellerin et al. 1994, Ridpath et al. 1994, 2010). Devido às dife-
renças genéticas existentes também entre os isolados de um
mesmo genótipo, estudos mais recentes têm refinado essas
análises. A análise concomitante da região 5’UTR com outros
genes, como a Npro, E2 e NS3 tem permitido classificar os iso-
lados em subgrupos ou subgenótipos (Vilcek et al. 2001, Flo-
res et al. 2002, Liu et al. 2010). No entanto, as classificações
em subgenótipos/subtipos nem sempre refletem diferenças
evidentes em aspectos antigênicos, epidemiológicos ou pato-
lógicos, possuindo por isso um significado prático questionável
(Ridpath et al. 2010).

Os vírus do genótipo BVDV-2 foram identificados pela pri-
meira vez há mais de duas décadas em surtos de doença gastro-
entérica severa na América do Norte e, por isso, foram inicial-
mente considerados agentes novos (Corapi et al. 1989, Pellerin

et al. 1994). Entretanto, acredita-se atualmente que os BVDV-2
circulem há muito tempo. Os vírus desse genótipo, que repre-
sentam aproximadamente 50% dos BVDV isolados nos Esta-
dos Unidos, foram retrospectivamente identificados há mais
de 40 anos, e a grande maioria apresenta baixa virulência
(Ridpath et al. 2004). Nos diversos estudos publicados, a pro-
porção de BVDV-1 e BVDV-2 circulantes varia de acordo com a
região. No Japão, Minami et al. (2009) encontraram maior pre-
valência do genótipo 1, situação semelhante foi encontrada na
Austrália e nos EUA (Ridpath et al. 2010). Os resultados do
presente estudo indicam uma freqüência similar dos dois ge-
nótipos (ao contrário dos outros estudos no RS e Brasil que
indicavam uma maior frequência de BVDV-1), mas pelo nú-
mero pequeno de amostras analisadas, não devem ser consi-
derados definitivos. Não obstante, podem refletir uma tendên-
cia, pois a freqüência de BVDV-2 tem aumentado nos últimos
anos em alguns países (Ridpath et al. 2010).

Um achado relevante do presente trabalho foi a identifica-
ção de três isolados que não agruparam filogeneticamente em
nenhum dos dois genótipos (BVDV-1 e BVDV-2). Embora es-
ses dados careçam de confirmação pelo seqüenciamento de
outras regiões do genoma, confirmam achados anteriores da
identificação de pestivírus atípicos ou HoBi-like no Brasil
(Cortez et al. 2006). A crescente identificação desses pestivírus
atípicos em vários continentes tem suscitado grande preocu-
pação de técnicos e pesquisadores em sanidade animal, pois se
constituem em agentes recentes, cuja epidemiologia, biologia
e patogenia ainda são desconhecidas (Schirrmeier et al. 2004,
Stalder et al. 2005, 2007, Ridpath et al. 2010).

Fig.2. Atividade neutralizante de anti-soro de cepas de referência e de isolados brasileiros contra
isolados de BVDV do RS (2000-2010). As barras escuras representam os títulos contra os vírus
homólogos; as barras claras representam os títulos neutralizantes contra os outros isolados.
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Além da variabilidade antigênica entre vírus de um mesmo
genótipo, isolados de BVDV de genótipos diferentes são ainda
mais diferentes entre si (Pellerin et al. 1994, Ridpath et al.
1994). Para analisar a variabilidade antigênica das amostras
estudadas, inicialmente investigou-se a sua reatividade com
um painel de AcMs específicos para a E2, a principal glicopro-
teína 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
está apresentado no Quadro 2 e ilustra a variabilidade antigêni-
ca do BVDV, especificamente da E2. Com exceção da cepa Singer
(contra a qual grande parte dos AcMs do BVDV-1 foram produ-
zidos), nenhum isolado de BVDV-1 foi reconhecido por todos
os 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 genótipo apresentam
importante variação na E2, o que resulta em reconhecimento
variável por diferentes AcMs.

A reatividade de AcMs contra isolados de diferentes genóti-
pos revela diferenças ainda mais marcantes. Grande parte dos
isolados de BVDV-2 foi reconhecida por poucos AcMs produ-
zidos contra o BVDV-1. Por outro lado, três AcMs do BVDV-1
(7.1.8, BZ-36 e BZ-34 reconheceram vários isolados do BVDV-
2, provavelmente reconhecendo epitopos compartilhados en-
tre vírus dos dois genótipos. Dentre os isolados de BVDV-1,
apenas o SV436/08 foi reconhecido por AcMs do BVDV-2, con-
firmando as marcantes diferenças antigênicas entre os dois
genótipos. Nesse sentido, esse isolado apresentou um padrão
interessante de reatividade, sendo reconhecido por  AcMs dos
dois genótipos.

Dentre os isolados atípicos, o SV713/09 foi reconhecido
por dois AcMs do BVDV-1 e três do BVDV-2. Ou seja, compar-
tilha epitopos tanto com o BVDV-1 quanto com o BVDV-2. Já o
isolado SV311/10 foi reconhecido por três AcMs do BVDV-1, e
o 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 glicoproteína
E2. Além disso, os isolados atípicos mostraram-se diferentes
antigenicamente tanto do BVDV1 quanto do BVDV-2.

A seguir, investigou-se a reatividade sorológica cruzada de
anti-soro de cepas de referência (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 difícil determinar com precisão os títulos necessários para
conferir proteção, alguns autores consideram títulos de 80 como
referência (Dubovi 1992, Fulton et al. 2003). Assim, os títulos
dos anti-soros foram ajustados para 80/160 para os respecti-
vos vírus homólogos e então testados contra os isolados. Pode-
se observar que os anti-soros do BVDV-1 (Singer, IBSP-2) -
apresentaram reatividade variável contra amostras do mesmo
genótipo -, 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 variável contra as amostras do mesmo
genótipo, porém apresentaram títulos muito baixos, ou mes-

Q
u

ad
ro

 2
. P

er
fi

l d
e 

re
at

iv
id

ad
e 

de
 a

n
ti

co
rp

os
 m

on
oc

lo
n

ai
s 

(A
cM

s)
 e

sp
ec

íf
ic

os
 d

a 
E2

/g
p

5
3

 d
o 

B
V

D
V

 c
om

 is
ol

ad
os

 d
o 

R
io

 G
ra

n
de

 d
o 

Su
l

Is
ol

ad
o

A
cM

s
B

V
D

V-
1a

B
V

D
V-

2b

O
lig

oc
lo

na
l

19
F7

18
D

4
20

G
7

6D
11

27
B

3
26

C6
F1

1/
4D

8
10

F9
7.

1.
8

B
Z-

36
B

Z-
34

B
Z-

75
B

Z-
55

B
Z-

74
B

Z-
71

B
Z-

67
B

Z-
60

B
Z-

77
B

Z-
73

B
V

D
V-

1
Si

ng
er

•
•

•
•

•
•

•
•

•
•

•
•

SV
66

3/
00

•
•

•
•

•
•

•
SV

16
3/

01
•

•
•

•
•

•
•

•
•

SV
21

6/
02

•
•

•
•

•
•

•
SV

13
2/

04
•

•
•

•
•

•
•

•
•

•
SV

27
8/

04
•

•
•

•
•

•
•

•
SV

10
8/

05
•

•
•

•
•

•
•

•
SV

66
/0

7
•

•
•

•
•

SV
43

6/
08

•
•

•
•

•
•

•
•

•
B

V
D

V-
2

V
S2

53
•

•
•

•
•

•
•

SV
72

8/
02

•
•

SV
11

/0
3

•
•

•
•

•
•

•
•

•
•

SV
56

/0
3

•
•

•
•

•
SV

43
2/

05
•

•
•

•
•

•
•

SV
15

4/
08

•
•

•
•

•
•

•
SV

19
3/

08
•

•
•

•
•

•
•

•
•

•
•

SV
27

5/
08

•
•

SV
28

4/
08

•
•

•
•

•
•

•
SV

77
8/

09
•

•
•

•
A

tí
pi

co
s

SV
71

3/
09

•
•

•
•

•
•

SV
24

1/
10

•
•

SV
31

1/
10

•
•

•
•

a  C
or

ap
i e

t a
l. 

19
90

; b  R
id

pa
th

 e
t a

l. 
20

00
.



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

Perfil genotípico e antigênico de amostras do vírus da diarréia viral bovina isoladas no Rio Grande do Sul (2000-2010) 655

mo indetectáveis, contra a maioria do isolados de BVDV-1. As-
sim, considerando-se a resposta sorológica induzida por even-
tuais vacinas, títulos neutralizantes de 80/160 contra um de-
terminado genótipo não neutralizariam vírus de genótipo
heterólogo. Esses resultados confirmam a grande diferença
antigênica entre os dois genótipos e reforçam a necessidade de
se incluir cepas de BVDV-1 e BVDV-2 nas vacinas.

A constatação da circulação de vírus dos dois genótipos no
Brasil já resultou na inclusão de cepas de BVDV-2 (além de
BVDV-1) em grande parte das vacinas comercializadas no país
(Flores et al. 2005). Não obstante, a inclusão de amostras mais
representativas da população viral circulante na população
bovina - e que apresentem um espectro mais amplo de reativi-
dade - poderia contribuir para uma maior eficácia das vacinas
contra o BVDV. Nesse sentido, estudos mais abrangentes e de-
talhados sobre as características antigênicas dos vírus circu-
lantes podem direcionar a formulação de vacinas mais prote-
toras. Em especial, a confirmação da circulação de pestivírus
atípicos no país deve servir de alerta do ponto de vista de diag-
nóstico e também de estratégias de vacinação.
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