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cicial bovino (BRSV) em swabs e tecido pulmonar de bovinos adultos. Pesquisa Veterindria
Brasileira 31(11):961-966. Laboratério de Microbiologia Molecular, Instituto de Ciéncias
da Sadde, Universidade Feevale, Rodovia RS-239, 2755, Novo Hamburgo, RS 93352-000,
Brazil. E-mail: fernandors@feevale.br

Bovine respiratory syncytial viruses virus (BRSV) is one of the etiologic agents of pneu-
monia in young cattle. Few studies have been made aiming detection of the virus in sam-
ples collected from adult animals, especially those asymptomatic bovines. However, it is
assumed that infections in these groups may occur mostly asymptomatic and this would
be an important mechanism for maintaining of BRSV in herds. In this study, the goal was
to conduct an analysis of the occurrence of asymptomatic infections by BRSV in lung sam-
ples (n=68) and nasal swabs (209) taken from adult animals collected in abattoirs from
Southern and Southeastern Brazil respectively, to detect via polymerase chain reaction the
occurrence of infected animals in populations of adult cattle. The samples that resulted po-
sitive (6) on RT-PCR were subsequently subjected to cutting with restriction enzymes and
sequencing for genetic characterization (2 samples). All samples belongs to subgroup B of
BRSV, which is reported as the one circulating in Brazil. The results obtained demonstrate
that BRSV may be present in samples taken from adult animals, which is in agreement the
hypothesis that infections in adults run in a sub-clinical way that may be of importance as
a maintenance mechanism of the virus in bovine herds.

INDEX TERMS: Bovine respiratory syncytial virus, asymptomatic cattle, virus isolation, molecular

phylogenetic analysis.

RESUMO.- O virus respiratorio sincicial bovino (BRSV) é
um dos agentes etiol6gicos de pneumonias em bovinos jo-
vens. Poucos estudos foram realizados visando a detecgdo
do agente em amostras coletadas de animais adultos, e em
especial de bovinos assintomaticos. No entanto, presume-
-se que as infec¢des ocorridas nestes grupos possam ocor-
rer em sua maioria de forma assintomatica e este seria
um mecanismo importante para manutencao do BRSV nos
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rebanhos. No presente estudo, o objetivo foi realizar uma
analise da prevaléncia de infec¢des assintomaticas pelo
BRSV em pulmdes (n=68) e swabs nasais (209) coletados
de bovinos adultos coletadas em frigorificos da regido Sul
e Sudeste respectivamente, no sentido de detectar por in-
termédio de reagdo da polimerase em cadeia qual a taxa
de animais infectados em popula¢des de animais adultos
onde ndo ocorram sinais clinicos da infec¢ao. As amostras
positivas a RT-PCR (6) foram posteriormente submetidas
ao corte com enzimas de restricdo (REA) e sequenciamen-
to para caracterizacdo genética do gene F (2 das amos-
tras). Todas as amostras se enquadram no subgrupo B de
BRSV, o grupo circulante no Brasil conforme estudos an-
teriores. Os resultados obtidos demonstram que o BRSV
pode estar presente em amostras obtidas de animais sa-
dios, reforcando a hipotese de que infecgdes subclinicas
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fazem parte do mecanismo de manutencdo do virus nos
rebanhos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: Virus respiratério sincicial bovino, bo-
vinos assintomaticos, isolamento viral, analise filogenética mole-
cular.

INTRODUCAO

O virus respiratério sincicial bovino (BRSV), um membro
do género Morbillivirus, subfamilia Pneumovirinae, fami-
lia Paramyxoviridae, ordem Mononegavirales, é associado
a pneumonias em bovinos jovens (Easton et al. 2004, Va-
larcher et al. 2007). A caracterizagdo de isolados de BRSV
com monoclonais e por filogenia molecular permite classi-
fica-las em 3 subgrupos nomeados A, B e AB (Furze ate al,,
1994). Destes, o subgrupo B foi o Unico relatado até o pre-
sente momento no Brasil, ainda que um niimero bastante
reduzido de isolados esteja disponivel para analise (Spilki
etal. 2006).

As manifestagdes clinicas da infeccdo pelo BRSV po-
dem estar relacionadas a diferentes fatores relacionados
ao agente, ao animal e ao ambiente: a viruléncia das cepas
pode ser variavel (Schrijver et al. 1998); a ocorréncia de
coinfecgdes bacterianas ou parasitarias (Ellis et al. 2009,
Gulliksen et al. 2009, Brodersen et al. 2010). A suscepti-
bilidade dos bovinos também pode variar, especialmente
quanto ao seu arcabouco genético relacionado a imunidade
celular (Antonis et al. 2006). Fatores ambientais, relaciona-
das a ma qualidade do ar e presenca de alérgenos ou ainda
condi¢des climaticas podem induzir ao aparecimento de si-
nais clinicos evidentes em animais infectados (Gershwin et
al. 1990, Kalina et al. 2006, Gershwin et al. 2008).

Presume-se que as infecgdes ocorridas em animais adul-
tos possam ocorrer em sua maioria de forma assintomatica
e este seria um mecanismo importante para manuten¢ao
do BRSV nos rebanhos (De Jong et al. 1996, Van Der Poel
etal. 1997, Hagglund et al. 2006). Bovinos adultos, todavia,
também podem desenvolver quadros de pneumonia apds
a infeccdo pelo BRSV (Paccaud & Jacquier 1970). Em vacas
leiteiras foram relacionadas com quedas na producio lei-
teira e a vacinacio prévia ao periodo de lactagio interfere
positivamente na producdo e nos valores de pico de lacta-
¢do dos animais (Van der Poel et al. 1995, Beaudeau et al.
2010). Todavia, a maioria das infec¢des com sinais clinicos
mais evidentes e quadros graves ocorre no primeiro ano
de vida e apenas excepcionalmente apds a entrada na fase
adulta (Uttenthal et al. 2000, Hagglund et al. 2006, Valar-
cher et al. 2007, Brodersen et al. 2010).

No presente estudo, o objetivo foi realizar uma analise
da ocorréncia de infec¢des assintomaticas pelo BRSV em
swabs e fragmentos de tecido pulmonar de bovinos adul-
tos coletadas em frigorificos da regido Sul e Sudeste, no
sentido de inferir por metodologias de detec¢do molecular
(RT-PCR) qual a taxa de animais infectados em populagoes
de animais adultos onde ndo ocorram sinais clinicos da
infeccdo. As amostras positivas a RT-PCR foram posterior-
mente submetidas ao corte com enzimas de restricdo e se-
quenciamento para caracteriza¢do genética.

Pes q. Vet. Bras. 31 (11): 961-966, novembro 2011

MATERIAL E METODOS

Swabs nasais e amostras de tecido pulmonar

Foram obtidas e analisadas 277 amostras provenientes de bo-
vinos. Deste total, 209 amostras foram swabs de secrecdes nasais
de animais vivos de rebanhos de bovinos de corte localizados na
regido oeste do estado de Sdo Paulo. Os swabs foram acondiciona-
dos em tubos de poliestireno de 1,5mL livres de RNAses e DNAses,
contendo 500pL de tiocianato de guanidina-fenol (TRIzol®, Invi-
trogen TM Carlsbad, Califérnia, USA). As 68 amostras restantes
foram colhidas no Estado do Rio Grande do Sul, sendo 68 amos-
tras provenientes de animais de abatedouros sem sintomatologia
de doenca respiratoria, dentre essas amostras, 34 provinham de
secre¢Oes nasais colhidas previamente ao abate e, 34 fragmentos
de pulmdes dos mesmos animais. Todas as amostras foram arma-
zenadas a -802C até o processamento.

Células e virus

Foram utilizadas células da linhagem continua Chicken Em-
bryo Related (CER) cultivadas em garrafas de 75c¢cm? (Corning),
na concentragido de 1,3x10° células/mL (concentragdo inicial)
em meio essencial minimo Eagle (MEM-Cultilab®, Campinas, SP)
com 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma Chemical Company®),
por 24 horas a 37°C. Foram utilizadas também células da linha-
gem finita Bovine Turbinate (BT) na concentragio de 2,0x10° cel/
ml, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Lars Erik Larsen, Institu-
to Dinamarqués de Veterinaria. Essas células foram cultivadas e
mantidas com os mesmos parametros descritos acima para a li-
nhagem celular CER.

Foram mantidas e utilizadas como controles positivos em to-
das as etapas amostras pertencentes aos diferentes subgrupos
de BRSV. Como representante do subgrupo A, o isolado BRSV
Lehmkuhl 375 (Valarcher ey al. 2000), proveniente dos Estados
Unidos e adquirido através da American Type Culture Collec-
tion (ATCC). A amostra BRSV-25-BR e BRSV-108-BR isoladas no
Laboratdrio de Virologia Animal/IB/Unicamp foram utilizadas
como representante do subgrupo B (Arns et al. 2003, Almeida et
al. 2005, Spilki et al. 2006), e um isolado europeu cedido pelo Dr.
Lars Erik Larsen (BRSV-9402022), como controle positivo do sub-
grupo AB (Larsen et al. 1998). Todos os isolados foram propaga-
dos pela inoculagdo dos cultivos celulares com 0,01a 0,1 DICC 50/
mL. Ap6s duas horas de adsorcdo viral a 37°C, o indculo foi remo-
vido e foram adicionados 25mL de MEM por garrafa. A incubagao
foi realizada a 37°C, e as culturas foram observadas diariamente
em microscépio invertido (Axiovert 100™, Carl Zeiss®) para ob-
servagao do efeito citopatico (ECP) caracteristico do BRSV, isto &,
formacdo de sincicio e arredondamento celular.

As amostras foram armazenadas em tubos de 1,5mL e 50mL,
respectivamente, e mantidas a -702C até o momento do uso.

Extracdo de RNA viral

O RNA do material de campo, bem como as amostras isoladas
e os controles de células, foi submetido a extragdo viral utilizan-
do-se diferentes protocolos, os quais variaram conforme a amos-
tra utilizada. As monocamadas celulares nio infectadas utilizadas
como controles negativos da RT-PCR, bem como os cultivos infec-
tados com amostras padrdo que apresentavam aproximadamente
20% de ECP, foram raspadas utilizando-se Cell Scraper II (Costar),
e a suspensdo obtida foi transferida para tubos de 15mL (Costar)
e centrifugada a 720 x g durante 12 min.. O sedimento foi entdo
dissolvido com 1mL de TRIzol®. A mistura foi transferida para
tubos de 1,5mL estéreis e livres de RNAses, e mantida por 10 min.
em temperatura ambiente. As amostras de secre¢des nasais que
estavam em meio de transporte foram descongeladas e a seguir
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centrifugadas a 3.000 x g durante 10 min. Apds retiraram-se os
swabs coletores e acrescentaram-se 12,5ul de glicogénio. Apro-
ximadamente 200 mg de cada amostra de fragmento de pulméo
foram macerados e dissolvidos com 1mL de TRIzol® e 12,5uL de
glicogénio e mantidos por 10 min. a temperatura ambiente. Em
seguida, foram acrescentados a todas as amostras 200uL de clo-
roférmio gelado para cada mL de TRIzol® utilizado, seguido de
agitacdo vigorosa (vortex) durante 15 segundos e repouso por 3
min. a temperatura ambiente. Ap6s realizou-se centrifugacdo a
42C durante 20 min. a 12.000 x g, e a fase transparente resultante,
contendo o RNA total, foi transferida para outro tubo de 1,5mL
estéril e livre de RNAses. A seguir acrescentou-se v/v de isopro-
panol gelado, que foi seguido de repouso durante 10 min. a -20°C.
Para a precipitacdo completa do RNA total o material foi centrifu-
gado por 20 min. a 12.000 x g a 4°C. O sobrenadante resultante foi
entdo descartado e o sedimento lavado com 1mL de etanol 70° em
agua contendo 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC), e foi deixado
reagir por 10 min. em gelo. Uma nova centrifugacdo foi realizada
a 12.000 x g a 4°C durante 5 min., em seguida descartou-se o so-
brenadante e procedeu-se novamente a centrifugacéo, utilizando-
-se 0s mesmos parametros acima citados. O etanol remanescente
foi retirado com auxilio de ponteira, e o sedimento foi diluido em
25uL de dgua com DEPC e mantido 10 min. a 55°C para inibir a
acdo de provaveis moléculas de RNAses presentes.

Sintese de cDNA

Para a sintese do cDNA utilizou-se o kit comercial Superscript
II para RT-PCR (Invitrogen ™ Carlsbad, Califérnia, USA), seguin-
do recomendagdes do fabricante. Para um volume final de 11l
acrescentou-se a um tubo de 200pL, 1pL de iniciadores rando6-
micos e 2ug de RNA total (a diferenca para 10pl foi completada
com agua tratada com DEPC). A mistura foi incubada a 72°C por
10 min. Apods, acrescentaram-se 2l de DTT, 1ul de dNTP e 4pl de
tampao 5x da enzima e 1pl da enzima Transcriptase reversa-RT.
Apoés, o material foi incubado a 402C por 60 minutos e 962C por
10 min.

Reacgdo de RT-PCR para amplificagao dos genes G e F de BRSV
Fragmentos do gene G de BRSV foram amplificados para tria-
gem das amostras positivas e posterior ensaio de corte com en-
zimas de restricdo. Amostras positivas na RT-PCR para o gene G
foram submetidas a uma nova reac¢do visando a amplificacdo do
gene F e os amplicons posteriormente submetidos a sequencia-
mento génico. Para um volume final de 50uL foram acrescenta-
dos em tubos de 200puL estéreis os seguintes reagentes: 5uL tam-
pdo PCR 10X [200mM Tris-HCI (pH 8,4), 500mM KCI]; 1ul ANTP
10mM; 1puL do iniciador B5A (10pmol) e 1pL iniciador B6A para o
gene G (Vilcek et al. 1994) ou 1puL do iniciador B1 (10pmol) e 1puL
do iniciador B2A para o gene F (Vilcek et al. 1994); 0,5uL da enzi-
ma Platinum DNA polimerase (Pfx DNA Polimerase; Invitrogen™
Carlsbad, Califérnia, USA), contendo 2,5U/puL; 2uL de MgCl 2 ; 3uL.
cDNA e 4gua destilada estéril com DEPC, até atingir o volume fi-
nal. A mistura foi aquecida por 3 min a 94°C para desnaturacdo. A
amplificacdo foi realizada em um termociclador PCR System 9700
(GeneAmp, Applied Biosystems®). O ciclo termal consistiu em
denaturagdo a 94°C durante 60s., anelamento a 52C durante 60s. e
extensdo a 722C por 90s. Foram realizados 32 ciclos de amplificagdo.
0 ultimo ciclo de extensao foi prolongado por 10 min. Apds a reagdo
as amostras foram diluidas 1:6 em tampao de corrida da amostra
(0,25% de azul de bromofenol, 40% p/v de sacarose em agua), apli-
cadas em gel de agarose 1% contendo brometo de etideo e separadas
por eletroforese a 100 V por 1 hora. Os fragmentos obtidos foram
visualizados e fotografados sob transiluminacédo ultravioleta.

Analise de amplicons do gene G por restricio enzimatica
(REA)

A selecdo das enzimas foi realizada com base nas sequéncias
obtidas no Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)
para o gene G dos diferentes subgrupos existentes de BRSV. Es-
sas sequencias foram submetidas a analise utilizando o programa
Nebcutter 2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/), que forne-
ceu uma lista de enzimas capazes de clivar e destas selecionadas
aquelas capazes de permitir a distingdo entre os subgrupos de
BRSV. Dentre as enzimas disponiveis foram selecionadas as se-
guintes: Hinfl, Pstl e Econl, que discriminan os subgrupos A, Be B/
AB respectivamente. Os amplicons obtidos das amostras positivas
no PCR para o gene G foram entdo clivados utilizando-se a meto-
dologia descrita por Sambrook et al. (1989) e seguindo instrugdes
do fabricante. Em linhas gerais, a solucdo de reacdo foi preparada
em tubos de 0,2mL, cada um contendo 17.5ul do amplicom, 0.5l
da enzima (10U/ul) e 2pl de tampao de reagdo (50mM Tris-HCI,
10mM MgCl,, 50mM NaCl). Em seguida, as reagdes foram incuba-
das a 37°C durante 90 min. Os produtos obtidos apés a técnica na
REA foram separados por eletroforese a 90V por 90 min. em gel
de agarose a 1% contendo brometo de etideo, visualizados e fo-
tografados sob transiluminagdo ultravioleta apds eletroforese em
gel de agarose a 1% contendo de etideo e, em seguida, os perfis de
restricdo enzimatica obtidos foram analisados.

Sequenciamento nucleotidico parcial do gene F

Os amplicons gerados nas RT-PCRs foram purificados com o
produto comercial GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare, Buckingham, Reino Unido), seguindo orientacgdes
do fabricante. Utilizou-se para o sequenciamento o BigDye termi-
nator cycle sequencing ready reaction kit (Perkin-Elmer Applied
Biosystems, Foster city, USA), cuja reagdo consistiu de da adi¢cdo
de 2pL de Big Dye; 2uL do tampao Save Money 5x; 1pmol de cada
iniciador senso e antisenso em reagdes separadas; 1 ou 2uL de
cada amostra, dependendo da intensidade da banda gerada com
os produtos purificados, para um volume final de 10puL. A mistura
foi aquecida a 92°C por 1 min. e 30 ciclos de 96°C por 30 s; 50°C
por 15s e 60°C por 4 min. seguido de resfriamento até 4°C até reti-
rada do termociclador. As amostras foram precipitadas utilizando
30pL 4gua MilliQ® livre de DNAses e 60pL de isopropanol PA.,
mantidas em temperatura ambiente por 15 minutos, centrifuga-
das a 20000 x ga 17°C por 25 min. O sobrenadante foi descartado
e 150uL de isopropanol 75% foram adicionados. Novamente as
amostras foram centrifugadas a 20000 x g a 17°C por 10 min. e
secas. A sequéncia de nucleotideos foi determinada através de
um sequenciador automatico de DNA (ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer, Perkin-Elmer Applied Biosystems, Foster city, USA).

Analise filogenética

0 alinhamento das sequéncias nucleotidicas foi realizado com
o aplicativo ClustalW, versdo 1.83 (Thompson 2002). A reconstru-
¢do filogenética foi realizada pelo método de “neighbor-joining”, Ki-
mura-2 parametros, através do programa de computador MEGA 4
(Tamura et al. 2007) As sequéncias obtidas foram comparadas com
sequéncias nucleotidicas homdlogas de outros isolados de BRSV
obtidas no GenBank (http://www.ncbinlm.nih.gov/genbank/).

RESULTADOS
Deteccao molecular do BRSV
Foram detectadas 6 amostras positivas para BRSV utili-
zando a técnica de RT-PCR para o gene G, onde se observou
a presenca de fragmentos de 603pb. As amostras detecta-
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das como positivas foram nomeadas 404, 804, 5810, 3610,
4110, 4910. As amostras positivas 404 e 804 eram prove-
nientes de swabs nasais de animais do estado de Sao Paulo,
e as amostras 3610, 4110, 4910 e 5810 foram obtidas de
pulmoes de bovinos provenientes do estado do Rio Gran-
de do Sul. Estas mesmas amostras foram também positivas
para amplificagdo dos genes F e SH.

Andlise por REA dos amplicons obtidos na RT-PCR do
gene G

Todas as seis amostras detectadas por RT-PCR foram
submetidas a técnica de REA para os amplicons obtidos
para o gene G. Para as amostras de swabs nasais o perfil de
restricdo enzimatico observado demonstrou que a amos-
tra 404 pertence ao subgrupo B. Na REA, a amostra 804
revelou um perfil intermediario, podendo estar ainda rela-
cionada ao subgrupo A, o que foi refutado posteriormente
no sequenciamento nucleotidico e analise filogenética. Os
perfis de restricdo enzimaticos para as amostras de pulmao
positivas sugeriram que as amostras 3610, 4110, 4910 e
5810 pertencem também ao subgrupo B.
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Caracterizacao filogenética molecular

Foram sequenciados os fragmentos correspondentes ao
gene G das amostras detectadas (404 e 804 provenientes
de swabs nasais de animais do estado de S3o Paulo). Das
amostras restantes nao foi possivel, mesmo depois de re-
petidas tentativas, obter material em qualidade adequada
que permitisse a analise das sequéncias nucleotidicas com
confiabilidade. Das amostras para as quais foi possivel a
obtengdo de sequéncias de boa qualidade, ambas apresen-
taram elevada identidade (>95%) com o fragmento homaé-
logo analisado das amostras protdtipo do subgrupo B, 220-
60 e BOVX. Os resultados da andlise filogenética molecular
podem ser observados na Figura 1.

DISCUSSAO

Foram detectadas 6 amostras positivas para a presenga de
BRSV em animais adultos sem sinais clinicos de doenca
respiratéria dentre as quais duas amostras de secrecdes
nasais oriundas do estado de Sdo Paulo e quatro amostras
de fragmentos pulmonares provenientes do estado do Rio
Grande do Sul. Deste modo, genoma do BRSV estava pre-

Subgrupos A e AB
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Fig. 1. Relagdes filogenéticas entre amostras de BRSV brasileiras e de outros paises. A histéria evolutiva foi inferida
usando o método de “Neighbor-joining”. Apenas valores de “bootstrap” superiores a 50 sdo mostrados. A anélise
envolveu 28 sequéncias de nucleotideos e 218 posi¢des nucleotidicas foram avaliadas. As amostras descritas neste
trabalho estdo assinaladas com um tridngulo (A) e fica clara sua proximidade com amostras brasileiras descritas

anteriormente, assinaladas com um quadrado (m).
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sente em 2,16% (6/277) do total das amostras analisadas.
Estes resultados vao de encontro com a hipétese gerada a
partir de evidéncias soroldgicas, de que o BRSV se mantém
nos rebanhos bovinos em infecgdes persistentes subclini-
cas em um pequeno nimero de individuos adultos e por
reinfecgdes esporadicas de animais previamente soro-
positivos (Van Der Poel et al. 1997). No presente estudo,
a amostragem foi feita a partir de rebanhos diferentes, o
que nio permite inferir como seria a prevaléncia em deter-
minado rebanho. Estudos futuros, envolvendo uma analise
longitudinal da infec¢do em rebanhos fechados, adotando
as técnicas de detecgdo aqui utilizadas, poderiam elucidar
em que medida estas infecgdes de animais adultos efetiva-
mente contribuem para a manutencdo do BRSV nos reba-
nhos. Em estudo utilizando reagdo em cadeia da polimera-
se com transcrigio reversa (RT-PCR) a partir de amostras
de quatro animais sem sinais clinicos em contato com ani-
mais doentes em um surto de pneumonia por BRSV, as 4
amostras resultaram negativas e os autores inferiram que
o virus deve estar ausente em animais sem manifestacées
clinicas (Vilcek et al. 1994), o que nio esta de acordo com
o presente estudo e com outros trabalhos que analisam a
dindmica de anticorpos produzidos em rebanhos sem his-
toria recente de doenga ocasionada pelo BRSV (Uttenthal
etal. 2000). De fato, a dinamica da producgdo de anticorpos
em rebanhos fechados permite inferir que as reinfec¢des
pelo virus sao relativamente comuns, mesmo em animais
adultos e na auséncia de sinais clinicos (Schrijver et al.
1996, Uttenthal et al. 2000).

O uso da técnica de REA, com vistas a uma melhor defi-
ni¢do dos possiveis subgrupos de BRSV a serem encontra-
dos em amostras clinicas é promissor, pela rapidez e faci-
lidade de realizacdo quando comparada, por exemplo, ao
sequenciamento nucleotidico. Todavia, deve-se considerar
a dificuldade em diferenciar alguns isolados entre os sub-
grupos B e AB. A amostra 804, que foi considerada como
possivelmente pertencente ao subgrupo AB pela técnica de
REA, ap6s o sequenciamento a amostra agrupou claramen-
te no subgrupo B ja que, conforme observado por outros
autores, substitui¢do de um Unico nucleotideo pode induzir
alteracdes no padrio de digestdo (Valentova et al. 2005).

E digno de nota que até o presente todos os exemplares
de BRSV detectados no Brasil neste em outros trabalhos te-
nham se enquadrado no subgrupo B que, ap6s ser isolado
no Reino Unido nos anos 1970, nunca mais foi observado
em outros paises a exce¢do do Brasil (Nettleton et al. 2003,
Spilki et al. 2006). As possiveis consequéncias praticas
deste fato, em especial para a profilaxia da infec¢do, ja que
todas as vacinas comercializadas no pais trazem virus do
subgrupo A, devem ser estudadas com experimentos con-
trolados em bovinos ou em modelos animais (Duncan Jr et
al. 1993, Schrijver 1998, Spilki & Arns 2010).

De modo geral, pode-se concluir a partir achados do
presente estudo que: i) as técnicas de RT-PCR aqui utili-
zadas tém sucesso em atestar a presenca de fragmento
gendmicos especificos do BRSV em amostras biolégicas e
podem ser utilizadas para novos estudos sobre a dissemi-
nacdo deste agente nos rebanhos bovinos; ii) a analise de

amplicons de RT-PCR para o gene G de BRSV pela técnica
de REA ndo apresentou resultados conclusivos quando da
classificacdo das amostras nos diferentes subgrupos sen-
do necessaria a andlise filogenética das amostras de BRSV
para uma correta classificagdo dos genomas detectados.
Nao obstante, propde-se a utilizagdo da técnica de REA
como uma ferramenta auxiliar para detecgio de variagoes
genéticas pontuais entre amostras pertencentes a um mes-
mo subgrupo de BRSV.
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