
Pesq. Vet. Bras. 24(1):35-42, jan./mar. 2004

35

Caracterização de amostras atenuadas do vírus da Diarréia VCaracterização de amostras atenuadas do vírus da Diarréia VCaracterização de amostras atenuadas do vírus da Diarréia VCaracterização de amostras atenuadas do vírus da Diarréia VCaracterização de amostras atenuadas do vírus da Diarréia Viraliraliraliraliral
Bovina (BVDV) tipos 1 e 2 para uso em vacinasBovina (BVDV) tipos 1 e 2 para uso em vacinasBovina (BVDV) tipos 1 e 2 para uso em vacinasBovina (BVDV) tipos 1 e 2 para uso em vacinasBovina (BVDV) tipos 1 e 2 para uso em vacinas11111

Marcelo de Lima2, Eduardo Furtado Flores3, Rudi Weiblen4, Fernanda Silveira
Flores Vogel5  e Sandra Arenhart6

ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT.....- Lima M., Flores E.F., Weiblen R., Flores F.S.F. & Arenhart S. 2004. [CharacterizationCharacterizationCharacterizationCharacterizationCharacterization
of bovine viral diarrhea virus (BVDV) types 1 and 2 isolates for use in vaccinesof bovine viral diarrhea virus (BVDV) types 1 and 2 isolates for use in vaccinesof bovine viral diarrhea virus (BVDV) types 1 and 2 isolates for use in vaccinesof bovine viral diarrhea virus (BVDV) types 1 and 2 isolates for use in vaccinesof bovine viral diarrhea virus (BVDV) types 1 and 2 isolates for use in vaccines.] Caracterização
de amostras atenuadas do vírus da Diarréia Viral Bovina (BVDV) tipos 1 e 2 para uso em
vacinas. Pesquisa Veterinária Brasileira 24(1):35-42. Depto Medicina Veterinária Preventiva, Centro de
Ciências Rurais, Universidade Federal de Santa Maria, Santa Maria, RS 97105-900, Brazil. E-mail:
flores@ccr.ufsm.br

This article reports the characterization of two cytopathic isolates of bovine viral diarrhea
virus (BVDV-1: IBSP-2; BVDV-2:SV-----253) submitted to multiple passages (n=30) in tissue culture
associated with ultraviolet irradiation. The vaccine candidate strains were characterized in
vitro (plaque size and morphology, growth kinetics and antigenic profile) and in vivo (attenuation
and serological response in calves). In vitro characterization of biologically cloned viruses
obtained at passages 0, 1, 10, 20 and 30 demonstrated that the attenuation process did not
significantly affect the phenotypic and antigenic properties of the viruses.  No major differences
in plaque size and morphology and in the growth kinetics in tissue culture were observed
among the viruses obtained at different passages. Likewise, the antigenic profile of these
viruses did not change upon successive passages in tissue culture, as ascertained by the pattern
of binding by 48 monoclonal antibodies (mAbs). Intramuscular  inoculation  of  both  viruses
(IBSP-2: 107.3 TCID50; SV-253: 106.8 TCID50) at  passage  30  (p30) in twelve 15 months old heifers
did not produce clinical signs, demonstrating the attenuation of the viruses. Following
inoculation, infectious virus was detected in leucocytes of most inoculated animals (10/12)
between days 3 and 6 post-inoculation (pi) and in nasal secretions of three animals (days 4, 7
and 8pi). However, the vaccine viruses were not transmitted to three seronegative calves
maintained as sentinels. All vaccinated calves seroconverted at day 14 post-vaccination. A
moderate to high serum neutralizing response against five Brazilian BVDV-1 (titers from 80 to
≥1,280) and four Brazilian BVDV-2 isolates (titers from 20 to 640) was observed at day 33 post-
vaccination (pv). In general, the highest titers were observed against the Brazilian BVDV-1
isolates. At day 240 post-vaccination, the animals received a booster administration (IBSP-2:
107.3 TCID50 and SV-253: 106.8 TCID50). Revaccination resulted in a strong anamnestic response
in most animals, with increasing antibody titers mainly to BVDV-2. These are promising results
towards the future use of these strains in modified-live vaccines for the control of BVDV infection
in Brazil .
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RESUMORESUMORESUMORESUMORESUMO.....- Este artigo relata a caracterização de duas amos-
tras citopáticas do vírus da Diarréia Viral Bovina (BVDV-1: IBSP-
2; BVDV-2: SV-253) submetidas à atenuação por múltiplas
passagens em cultivo celular e exposição à radiação
ultravioleta. As amostras foram caracterizadas in vitro (tama-
nho e morfologia de placas, cinética de replicação e perfil
antigênico) e in vivo (atenuação e resposta sorológica em
bovinos). A caracterização in vitro de populações clonadas
dos vírus obtidas nas diferentes passagens em cultivo celular
(0, 1, 10, 20 e 30), demonstrou que o processo de atenuação
não afetou negativamente as características antigênicas e
fenotípicas das amostras. Não foram observadas alterações
significativas no tamanho e morfologia de placas e na cinética
de replicação. A reatividade com 48 anticorpos monoclonais
demonstrou que o perfil antigênico não doi alterado durante as
sucessivas passagens in vitro. A inoculação intramuscular dos
clones de vírus obtidos na passagem 30 (IBSP-2: 107,3 DICC50; SV-
253: 106,8 DICC50) em 12 novilhas soronegativas com idade mé-
dia de 15 meses, não resultou em sinais clínicos, comprovando
sua atenuação. Após a inoculação, o vírus foi detectado em
leucócitos da maioria dos animais inoculados (10/12) entre os
dias 3 e 6 pós-inoculação (pi) e em secreções nasais de três ani-
mais (dias 4, 7 e 8pi). No entanto, não ocorreu transmissão dos
vírus vacinais aos três animais soronegativos mantidos como
sentinelas. Todos os animais vacinados soroconverteram aos 14
dias pós-vacinação (dpv). Títulos moderados a altos de anticorpos
neutralizantes foram detectados frente a 5 isolados brasileiros
do BVDV-1 (títulos de 80 a ≥ 1280) e quatro isolados do BVDV-2
(títulos de 20 a 640). Em geral, os títulos foram de magnitude
superior frente a isolados brasileiros do BVDV-1. Aos 240dpv, os
animais receberam uma segunda dose dos vírus vacinais (IBSP-2:
107,3 DICC50; SV-253: 106,8 DICC50). A revacinação induziu uma
resposta secundária na maioria dos animais, resultando em um
aumento dos títulos de anticorpos neutralizantes principalmen-
te frente ao BVDV-2. Esses resultados são promissores no senti-
do da utilização dessas amostras na formulação de vacinas ate-
nuadas para o controle da infecção pelo BVDV no Brasil.

TERMOS DE INDEXAÇÃO: : : : : Vírus da Diarréia Viral Bovina (BVDV),
vírus atenuado, vacinas.

INTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃOINTRODUÇÃO
O vírus da Diarréia Viral Bovina (Bovine viral diarrhea virus -
BVDV) é um dos patógenos mais importantes de bovinos. O
BVDV é responsável por diversas manifestações clínicas e
perdas econômicas em rebanhos de corte e leite em todo o
mundo (Baker 1995). O BVDV é um vírus pequeno (40-60nm
de diâmetro), classificado na família Flaviviridae, gênero
Pestivirus. O material genético é uma molécula de RNA de
cadeia simples, polaridade positiva, com aproximadamente
12,5kb. O vírus possui um nucleocapsídeo icosaédrico envol-
to por um envelope lipoprotéico contendo três glicoproteínas
virais: gp48/E0, gp25/E1 e gp53/E2 (Donis 1995).

Variações na seqüência de nucleotídeos na região 5' não
traduzida (5’UTR) do genoma permitiram a classificação do
BVDV em dois genótipos: BVDV-1 e BVDV-2 (Ridpath et al.
1994). Além disso, tem sido proposta uma subclassificação

de isolados do BVDV-1 em 11 subgenótipos (Vilcek et al. 2001)
e do BVDV-2 em pelo menos dois subgrupos (Flores et al.
2002). Uma característica marcante dos Pestivirus é a exis-
tência dos biotipos citopático (CP) e não citopático (NCP), de
acordo com o efeito da replicação do vírus em cultivo celular.
A infecção de células permissivas pela maioria dos isolados
de campo não produz efeito citopático (ECP). No entanto,
amostras CP são isoladas de animais que desenvolvem a Do-
ença das Mucosas (Lindenbach & Rice 2001). A citopatologia
em cultivo celular não possui correlação com a virulência em
infecções agudas, sendo que os isolados virulentos do BVDV-
2 são NCP (Ridpath 2003a).

A infecção aguda de animais imunocompetentes pode
resultar em enfermidade entérica, respiratória, hemorrágica
ou infertilidade temporária. Quando fêmeas gestantes,
soronegativas, são infectadas, o vírus possui a capacidade de
atravessar a placenta e infectar o feto. Dependendo da fase
de gestação, a infecção fetal pode resultar em mortalidade
embrionária ou fetal, abortamento, mumificação, teratogenia
ou o nascimento de bezerros fracos e inviáveis (Baker et al. 1995).
A infecção de fêmeas entre os dias 40 e 120 de gestação com
amostras NCP pode resultar na geração de bezerros persistente-
mente infectados (PI). Os animais PI excretam constantemente o
vírus em altos títulos nas secreções e excreções, constituindo-se
na principal fonte de manutenção e transmissão da infecção nos
rebanhos (Baker 1995).

A infecção pelo BVDV está amplamente difundida no re-
banho bovino brasileiro (Oliveira et al. 1996, Botton et al.
1998). Amostras dos dois genótipos e com diferenças genéti-
cas e antigênicas marcantes das cepas americanas já foram
identificadas no Brasil (Botton et al. 1998, Flores et al. 2002).
Essa diversidade genética e antigênica possui implicações
práticas para o diagnóstico, produção de vacinas e progra-
mas de controle da enfermidade (Flores et al. 2002, Ridpath
2003a).

A escolha das estratégias mais adequadas para a profilaxia
e controle da infecção pelo BVDV depende das condições es-
pecíficas de cada rebanho (Houe 2003). Em geral, essas estra-
tégias consistem na prevenção da entrada de animais PI e/ou
remoção destes de uma propriedade, além da utilização de
vacinas (Oirschot et al. 1999, Fulton & Burge 2001). O princi-
pal objetivo da vacinação deve ser prevenir a infecção fetal e
assim evitar a contínua geração de animais PI (Oirschot et al.
1999).

Nos Estados Unidos, as primeiras vacinas contra o BVDV
surgiram na década de 60 sendo que, atualmente, estão dis-
poníveis mais de 160 vacinas comerciais contendo
imunógenos do BVDV (Ridpath 2003b). Essas vacinas contém
cepas inativadas ou atenuadas do BVDV-1 e/ou BVDV-2 (Fulton
et al. 2003a). No Brasil, somente são comercializadas vacinas
inativadas, contendo cepas americanas do BVDV. Além disso,
a maioria destas vacinas contém apenas amostras do genótipo
1. Estudos recentes demonstraram que essas vacinas indu-
zem níveis baixos de anticorpos neutralizantes em ovinos e
bovinos, principalmente contra amostras brasileiras de BVDV-
2, além da incapacidade de conferir proteção fetal em ove-
lhas prenhes (Vogel et al. 2002). Nesse sentido, é evidente a
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necessidade da elaboração de vacinas que contenham amos-
tras representativas dos isolados de campo brasileiros de
ambos os genótipos e que induzam níveis adequados de
anticorpos com amplo espectro antigênico.

O objetivo do presente trabalho foi caracterizar duas
amostras do BVDV-1 e BVDV-2 atenuadas experimentalmen-
te. As amostras foram caracterizadas in vitro (perfil antigênico,
cinética de replicação, tamanho e morfologia de placas) e in
vivo (atenuação, magnitude e espectro de reatividade da res-
posta sorológica em bovinos).

MAMAMAMAMATERIAL E MÉTODOSTERIAL E MÉTODOSTERIAL E MÉTODOSTERIAL E MÉTODOSTERIAL E MÉTODOS
Células e vírus. Células e vírus. Células e vírus. Células e vírus. Células e vírus. Os procedimentos de multiplicação, titulação e

isolamento de vírus foram realizados em células da linhagem MDBK

(Madin Darby bovine kidney) cultivadas em MEM (meio essencial
mínimo) contendo penicilina (1,6mg/L), estreptomicina (0,4mg/L) e
nistatina (0,02mg/L) suplementadas com 5% de soro eqüino. Foram
utilizados dois isolados CP do BVDV (IBSP-2 e SV-253) gentilmente
cedidos pela Dra. Edviges Maristela Pituco (Instituto Biológico, SP) e
pelo Dr. Fernando Osório (University of Nebraska, Lincoln, NE, USA)..
Essas amostras foram caracterizadas em nível antigênico e molecular
como sendo pertencentes aos genótipos 1 e 2 respectivamente
(Botton et al. 1998, Flores et al. 2002). O procedimento utilizado
para a obtenção das amostras atenuadas foi descrito por Brum et al.
(2002). As amostras utilizadas na vacinação dos animais foram obtidas
pela amplificação em cultura de células dos clones de vírus obtidos
na passagem 30 (p30).

PPPPPerererererfil antigênico. fil antigênico. fil antigênico. fil antigênico. fil antigênico. Células MDBK infectadas com cada um dos
clones de vírus purificados nas passagens 0, 1, 10, 20 e 30 foram

Quadro 1. PQuadro 1. PQuadro 1. PQuadro 1. PQuadro 1. Perererererfil de reatividade de anticorpos monoclonais com amostras atenuadas do vírus da Diarréia Vfil de reatividade de anticorpos monoclonais com amostras atenuadas do vírus da Diarréia Vfil de reatividade de anticorpos monoclonais com amostras atenuadas do vírus da Diarréia Vfil de reatividade de anticorpos monoclonais com amostras atenuadas do vírus da Diarréia Vfil de reatividade de anticorpos monoclonais com amostras atenuadas do vírus da Diarréia Viral Bovinairal Bovinairal Bovinairal Bovinairal Bovina
(BVDV) tipos 1 e 2 obtidas por clonagem, em diferentes passagens em cultivo celular(BVDV) tipos 1 e 2 obtidas por clonagem, em diferentes passagens em cultivo celular(BVDV) tipos 1 e 2 obtidas por clonagem, em diferentes passagens em cultivo celular(BVDV) tipos 1 e 2 obtidas por clonagem, em diferentes passagens em cultivo celular(BVDV) tipos 1 e 2 obtidas por clonagem, em diferentes passagens em cultivo celular

Vírus/AcMs Especificidade protéica dos anticorpos monoclonais (AcMs)
BVDV-1

gp53 gp48 p125
1c 2 3d 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15e 16 17 18 19 20d 21 22 23 24

Singerg +h + + + + + + + + + + + + + + + + + + - + + + +
IBSP-2j -i + - - + + - + - - - - + - + + + + + - - + + +
1ª UVk + + - - - + - + + - - - + - + + + + + - - + + +
10ª UVk + + - - - + - + + - - - + - + + + + + + - + + +
20ª UVk + + - - - + - + + - - - + - + + + + + + + + + +
30ª UVk + + - - - + - + - - - - + - + + + + + - - + + +

890l + + - - - - - - - - - - + + + + + + - - - + + +
SV-253j + + - - - - - - - - - - + + + + + + - + - + + +
1ª UVk + + - - - - - - - - - - + + + + + + - + - + + +
10ª UVk + + - - - - - - - - - - + + + + + + - + - + + +
20ª UVk + + - - - - - - - - - - + + + + + + - + - + + +
30ª UVk + + - - - - - - - - - + + + + + + + - + - + + +

BVDV-1a BVDV-2b

Proteína não determinada gp53
25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36f 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

Singerg + + + + + + + + + - + - + - - - - - - - + - - -
IBSP-2j + - - - - - - + + - + - - - - - - - - - - - - -
1ª UVk - - - - - - - + + - + - - - - - - - - - - - - -
10ª UVk - - - - - - - + + - + - - + - - - - - - - - - -
20ª UVk - - - - - - - + + - + - - - - - - - - - - - - -
30ª UVk + - - - - - - + + - + - - - - - - - - - - - - -

890l - - - - - - - + - - - + + + + + + + + + + + + +
SV-253j - - - - - - - - - + - + + + + + - + + + + + + +
1ª UVk - - - - - - - - - - - + + + + + - + + + + + + +
10ª UVk - - - - - - - + - - + + + + + + - + + + + + + +
20ª UVk - - - - - - - + - - + + + + + + + + + + + + + +
30ª UVk - - - - - - - + - - + + + + + + - + + + + + + +

aAcMs produzidos contra o BVDV-1.
bAcMs produzidos contra o BVDV-2.
cAcMs (1-2): Kreutz et al. 2000.
dAcMs (3-14; 20-35): Corapi et al. 1990.
eAcMs (15-19): Bolin et al. 1988
fAcMs (36-48): Deregt et al. 1998.
gAmostra de referência do BVDV-1.
h(+) Reação positiva na técnica de imunofluorescência indireta.
i (-) Reação negativa na técnica de imunofluorescência indireta.
jAmostra original sem exposição à radiação UV.
k Clone de vírus obtido após passagem em cultivo celular e exposição à radiação UV.
lAmostra de referência do BVDV-2.
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submetidas à imunofluorescência indireta (IFI) de acordo com a técnica
descrita por Botton et al. (1998). Para isso, foram utilizados 48
anticorpos monoclonais (AcMs) produzidos contra glicoproteínas do
envelope, proteínas não-estruturais e outros de especificidade protéica
não determinada do BVDV (Quadro 1). Células MDBK infectadas com
as cepas padrão Singer (BVDV-1) ou 890 (BVDV-2) e células não
infectadas foram utilizadas como controles positivos e negativos,
respectivamente.

Cinética de replicação. Cinética de replicação. Cinética de replicação. Cinética de replicação. Cinética de replicação. Os clones de vírus obtidos nas passagens
0, 1, 10, 20 e 30 foram inoculados em monocamadas de células MDBK
com multiplicidade de infecção de 0,1 DICC50/célula (dose infectante
para 50% dos cultivos celulares). Após 1h de adsorção, o inóculo foi
removido, a monocamada de células lavada três vezes com MEM,
acrescentando-se meio de cultivo suplementado com soro eqüino.
Alíquotas de 250mL foram coletadas em diferentes intervalos (1, 10,
15, 20, 24, 36, 48 e 60h pós-inoculação) e tituladas através do método
de diluição limitante e os títulos expressos de acordo com Reed &
Müench (1938).

TTTTTamanho e moramanho e moramanho e moramanho e moramanho e morfologia de placas. fologia de placas. fologia de placas. fologia de placas. fologia de placas. Para a observação do tamanho
e morfologia de placas, os clones obtidos nas referidas passagens
foram submetidos a técnica de ensaio de placa, conforme descrito
por Botton et al. (1998).

Inocuidade para bovinos. Inocuidade para bovinos. Inocuidade para bovinos. Inocuidade para bovinos. Inocuidade para bovinos. Foram utilizadas 15 novilhas mestiças
com idade média de 15 meses, soronegativas para o BVDV. Doze
animais foram inoculados pela via intramuscular (IM) com 1mL de
cada amostra viral (IBSP-2: 107,3 DICC50 e SV-253: 106,8 DICC50). Três
animais permaneceram como sentinelas, em contato com os animais
inoculados. Após a inoculação, os animais foram monitorados
clinicamente durante 14 dias e submetidos à coleta diária de sangue
e secreções nasais para verificação da replicação e excreção viral.
Aos 240 dias pós vacinação (dpv) os animais receberam uma segunda
dose das amostras vacinais (IBSP-2: 107,3 DICC50/mL e SV253: 106,8

DICC50/mL) pela via IM. Aos 270dpv, realizou-se uma nova coleta de
sangue para avaliação da resposta sorológica secundária.

PPPPPesquisa de vírus. esquisa de vírus. esquisa de vírus. esquisa de vírus. esquisa de vírus. O material proveniente dos swabs nasais ou
da capa flogística foi inoculado em monocamadas de células MDBK
e os cultivos foram monitorados por três passagens consecutivas de
72h cada para verificação do efeito citopático (ECP). No final da
terceira passagem, as células inoculadas foram submetidas à técnica
de IFI para a possível detecção de antígenos virais.

Sorologia. Sorologia. Sorologia. Sorologia. Sorologia. Para a avaliação da resposta sorológica aos vírus
vacinais inoculados, utilizou-se a técnica de soroneutralização (SN)
conforme descrito por Botton et al. (1998). A resposta sorológica foi
avaliada frente às amostras homólogas nos dias 7, 14, 21, 33, 240 e
270 pós-vacinação (pv). Com o soro coletado no dia 33pv, avaliou-se
a resposta sorológica cruzada frente à cepas de referência e diferentes
isolados brasileiros do BVDV-1 (Singer, NADL, SV-126.1, SV-126.8,
SV-216/02, IBSP-4 e UFSM-1) e do BVDV-2 (890, Soldan, 34-B, SV-63 e
SV-260). O título neutralizante foi considerado a recíproca da maior
diluição capaz de prevenir a replicação viral. As médias dos títulos
de anticorpos dos animais vacinados foram expressas em títulos
médios geométricos (GMT) (Thrusfield 1986).

RESULRESULRESULRESULRESULTTTTTADOSADOSADOSADOSADOS
PPPPPerererererfil antigênico. fil antigênico. fil antigênico. fil antigênico. fil antigênico. O perfil de reatividade de 48 AcMs com

os clones das amostras (IBSP-2 e SV-253) obtidos nas diferen-
tes passagens em cultivo celular está apresentado no Quadro
1. Pequenas variações de reatividade com alguns AcMs foram
observadas entre os clones de diferentes passagens. No en-
tanto, o perfil de reatividade com a maioria dos AcMs perma-
neceu muito semelhante.

Fig. 1.  Cinética de replicação das amostras vacinais clonadas obti-
das em diferentes passagens em cultivo celular. IBSP-2 (A) e SV-
253 (B).
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Quadro 2. Isolamento de vírus de secreções nasais e leucócitosQuadro 2. Isolamento de vírus de secreções nasais e leucócitosQuadro 2. Isolamento de vírus de secreções nasais e leucócitosQuadro 2. Isolamento de vírus de secreções nasais e leucócitosQuadro 2. Isolamento de vírus de secreções nasais e leucócitos
de bovinos inoculados com uma vacinade bovinos inoculados com uma vacinade bovinos inoculados com uma vacinade bovinos inoculados com uma vacinade bovinos inoculados com uma vacina     experimentalexperimentalexperimentalexperimentalexperimental

contendo duas amostras atenuadas docontendo duas amostras atenuadas docontendo duas amostras atenuadas docontendo duas amostras atenuadas docontendo duas amostras atenuadas do     vírus davírus davírus davírus davírus da     DiarréiaDiarréiaDiarréiaDiarréiaDiarréia
VVVVViral Bovina (BVDV)iral Bovina (BVDV)iral Bovina (BVDV)iral Bovina (BVDV)iral Bovina (BVDV)

Animal Dia pós-inoculação (dpi)
nº 1 - 2 3 4 5 6 7 8 9 - 14

Vacinados
51 -a - +b (lc)c - - + (sn)d - -
52 - - - - - - - -
53 - + (lc) - - - - - -
54 - + (lc) - - - - - -
91 - + (lc) - - - - - -
92 - - + (lc) - + (lc) - - -
93 - + (lc) - - - - - -
94 - - - - - - - -
95 - - + (lc) - + (lc) - + (sn) -
96 - - - + (lc) + (lc) - - -
97 - + (lc) + (sn) - - + (sn) - -
98 - - - + (lc) - - - -

Controles
45 - - - - - - - -
46 - - - - - - - -
47 - - - - - - - -

aNegativo para vírus.
bPositivo para vírus.
clc = leucócitos.
dsn = secreção nasal.
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TTTTTamanho e moramanho e moramanho e moramanho e moramanho e morfologia de placas. Nfologia de placas. Nfologia de placas. Nfologia de placas. Nfologia de placas. Não foram observa-
das alterações significativas no tamanho ou morfologia das pla-
cas produzidas pelos vírus clonados obtidos nas diferentes pas-
sagens (resultados não mostrados). Observou-se apenas uma re-
dução discreta no tamanho das placas formadas pela amostra
SV-253 na passagem 20 (p20). No entanto, em passagens subse-
qüentes, observou-se a formação de placas de tamanho e
morfologia semelhantes à amostra original.

Cinética de replicação. Cinética de replicação. Cinética de replicação. Cinética de replicação. Cinética de replicação. Os resultados do estudo da cinética

Fig. 2. Evolução  dos  títulos  de  anticorpos  neutralizantes  frente  às
amostras homólogas no soro de bovinos imunizados com uma
vacina experimental contra  o  vírus  da  Diarréia  Viral  Bovina
(BVDV).  Títulos  expressos em média geométrica (GMT).

de replicação dos vírus clonados estão apresentados na Figura
1. O clone obtido da amostra IBSP-2 apresentou títulos inferio-
res à amostra original quando examinado na passagem 10 (p10).
No entanto, os títulos foram superiores a partir da p20, obser-
vando-se títulos semelhantes aos obtidos com a amostra origi-
nal. Os clones da amostra SV-253 apresentaram redução nos
títulos na p1, aumento na p10 e novamente redução nas passa-
gens posteriores quando comparados com a amostra original.
Em passagens subseqüentes foram obtidos títulos de 107,3 DICC50/
mL com a amostra IBSP-2 e 106,8 DICC50/ml com a amostra SV-
253.

Inocuidade para bovinos. Inocuidade para bovinos. Inocuidade para bovinos. Inocuidade para bovinos. Inocuidade para bovinos. Os vírus amplificados a partir
dos clones obtidos na p30 não produziram sinais clínicos nos
animais inoculados. Observou-se apenas uma elevação dis-
creta na temperatura retal no dia 4 pós-inoculação (pi). De-
tectou-se vírus nos leucócitos de dez dos doze animais ino-
culados, entre os dias 3 e 6 pi, com um período de viremia
máximo de dois dias (Quadro 2). A presença de vírus nas se-
creções nasais foi detectada inicialmente no animal nº 97 (4
e 7dpi) e nos animais nº 51 e 95 aos 7 e 8dpi, respectivamen-
te. A presença de vírus nos leucócitos e em secreções nasais
dos animais inoculados indicam que houve replicação efici-
ente. Esses resultados demonstraram que os vírus inocula-
dos replicaram eficientemente e apresentaram atenuação
satisfatória para bovinos. Não detectou-se vírus nos leucócitos
e em secreções nasais dos animais sentinelas mantidos em
contato, demonstrando que não houve transmissão dos ví-
rus vacinais a esses animais.

RRRRResposta sorológica.esposta sorológica.esposta sorológica.esposta sorológica.esposta sorológica. Os resultados dos testes sorológicos
realizados nos animais vacinados estão apresentados na Fi-
gura 2 e Quadros 3 e 4. Anticorpos neutralizantes foram de-

 Quadro 3. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental Quadro 3. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental Quadro 3. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental Quadro 3. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental Quadro 3. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental
contra o vírus da Diarréia Vcontra o vírus da Diarréia Vcontra o vírus da Diarréia Vcontra o vírus da Diarréia Vcontra o vírus da Diarréia Viral Bovina (BVDV)iral Bovina (BVDV)iral Bovina (BVDV)iral Bovina (BVDV)iral Bovina (BVDV)aaaaa

Animal Dias pós-vacinação
nº 7 14 21 33 240b 270

IBSP-2 SV-253 IBSP-2 SV-253 IBSP-2 SV-253 IBSP-2 SV-253 IBSP-2 SV-253 IBSP-2 SV-253

Vacinados
51 < 5 < 5 320 20 1280 40 2560 320 640 20 1280 160
52 < 5 < 5 160 20 640 80 2560 160 1280 80 2560 640
53 < 5 < 5 160 20 1280 40 2560 160 1280 40 2560 160
54 < 5 < 5 80 20 640 40 1280 160 640 40 2560 320
91 < 5 < 5 160 40 1280 40 2560 160 1280 80 2560 160
92 < 5 < 5 20 5 320 40 640 80 640 80 2560 640
93 < 5 < 5 80 20 640 40 1280 160 1280 160 5120 640
94c < 5 < 5 80 5 320 10 640 40 640 40 ntd ntd

95 < 5 < 5 160 20 640 80 2560 320 1280 40 5120 320
96 < 5 < 5 80 40 320 80 640 80 320 40 640 160
97 < 5 < 5 640 40 2560 80 5120 320 2560 320 10240 1280
98 < 5 < 5 40 5 320 40 1280 160 640 20 2560 320

Controles
45 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5
46 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5
47 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5 < 5

a Títulos frente às amostras homólogas expressos como a recíproca da maior diluição capaz de inibir a replicação viral.
bDia da revacinação.
cNão recebeu a dose de reforço aos 240 dpv.
eAmostra não testada.
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tectados aos 14dpv em todos os animais inoculados, sendo que
aos 33dpv os animais possuíam títulos moderados a altos, prin-
cipalmente frente à amostra IBSP-2 (GMT=1612,7) e isolados
brasileiros do BVDV-1. Por ocasião da segunda imunização
(240dpv), os animais ainda possuíam títulos altos de anticorpos
neutralizantes frente à amostra homóloga do BVDV-1 (GMT=905)
e títulos moderados frente à amostra homóloga do BVDV-2
(GMT= 56,6). A revacinação induziu resposta secundária na
maioria dos animais, com um aumento dos títulos de anticorpos,
principalmente contra o BVDV-2 aos 270dpv. Trinta dias após o
reforço, todos os animais apresentavam títulos altos (≥640) con-
tra o BVDV-1 (GMT= 2416,3) e moderados (≥160) contra o BVDV-
2 (GMT=340).

DISCUSDISCUSDISCUSDISCUSDISCUSSÃOSÃOSÃOSÃOSÃO
Apesar dos esforços realizados para o controle e erradicação
do BVDV nos Estados Unidos e Europa, o impacto econômico
da infecção em rebanhos de corte e leite ainda é significati-
vo. Estudos realizados para estimar o impacto econômico da
infecção pelo BVDV em rebanhos leiteiros indicam que as
perdas situam-se entre 10 e 40 dólares por terneiro nascido
(Houe 2003). O sucesso limitado dos programas de controle
deve-se, principalmente à grande variabilidade antigênica do
vírus e ao surgimento de cepas altamente virulentas (Ridpath
2003a). A análise antigênica de amostras brasileiras do vírus
e testes de vacinas comerciais demonstraram a necessidade
da reformulação dos imunógenos do BVDV utilizados em va-
cinas no Brasil (Botton et al.     1998, Flores et al. 2002, Vogel et
al. 2002).

O objetivo principal da vacinação deve ser a indução de
uma resposta imunológica capaz de prevenir a infecção fetal.
No entanto, a grande maioria das vacinas não são eficazes
nesse aspecto (Oirschot et al. 1999). Diversos estudos avali-
ando a imunogenicidade e proteção fetal conferidas por di-
versos tipos de vacinas, têm demonstrado diferentes graus

Quadro 4. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental atenuadaQuadro 4. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental atenuadaQuadro 4. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental atenuadaQuadro 4. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental atenuadaQuadro 4. Títulos de anticorpos neutralizantes no soro de bovinos imunizados com uma vacina experimental atenuada     contracontracontracontracontra
o vírus da Diarréia Vo vírus da Diarréia Vo vírus da Diarréia Vo vírus da Diarréia Vo vírus da Diarréia Viral Bovina (BVDV), frente à cepas de referência e isolados brasileiros do BVDViral Bovina (BVDV), frente à cepas de referência e isolados brasileiros do BVDViral Bovina (BVDV), frente à cepas de referência e isolados brasileiros do BVDViral Bovina (BVDV), frente à cepas de referência e isolados brasileiros do BVDViral Bovina (BVDV), frente à cepas de referência e isolados brasileiros do BVDVa,ba,ba,ba,ba,b

Animalc BVDV-1 BVDV-2
nº Refer.d Isolados brasileiros Refer.e Isolados brasileiros

Singer NADL 126.1 126.8 1BSP-4 1216/02 UFSM-1 890 SV63 Soldan 34B SV 260

51 320 160 80 640 320 160 640 40 40 40 160 40
52 160 160 80 320 160 160 320 80 40 80 40 40
53 80 160 320 640 320 ≥ 1280 640 80 80 40 20 40
54 80 160 80 320 160 160 160 20 40 80 40 40
91 320 320 80 640 320 320 160 20 80 40 40 40
92 160 80 80 320 80 160 80 20 160 40 80 40
93 160 80 80 640 160 160 160 20 40 80 40 80
94 320 80 160 320 160 320 160 40 40 40 20 20
95 320 640 160 160 320 ≥ 1280 640 40 160 80 80 40
96 160 160 80 160 80 320 80 40 40 20 40 20
97 ≥ 1280 320 640 ≥1280 640 ≥1280 ≥1280 160 640 320 640 320
98 320 160 80 320 160 320 160 40 40 40 40 20

aRecíproca da maior diluição do soro capaz de inibir a replicação viral.
bSoro coletado no dia 33 pós-vacinação.
cOs animais controle apresentaram títulos inferiores a 5.
dCepa de referência do BVDV-1.
eCepa de referência do BVDV-2.

de eficácia (Cortese et al. 1998a, Bruschke et al. 1999, Beer et al.
2000; Fulton & Burgue 2001, Hamers et al. 2002, Zimmer et al.
2002, Fulton et al. 2003b).

No presente estudo, a caracterização in vitro demonstrou
que as amostras utilizadas na vacinação dos animais (p30) eram
muito semelhantes às amostras originais, indicando que o pro-
cedimento de atenuação não alterou as características
antigênicas e fenotípicas das amostras.

A inoculação intramuscular das amostras vacinais em no-
vilhas soronegativas, não resultou em sinais clínicos. Verifi-
cou-se apenas uma elevação discreta na temperatura retal no
dia 4pi. Esses resultados demonstraram que a atenuação das
amostras vacinais para bovinos jovens foi satisfatória. Entre-
tanto, não se pode atribuir a atenuação das amostras vacinais
ao processo utilizado para a obtenção das mesmas, uma vez
que a virulência das amostras originais não foi testada em
animais (Brum et al. 2002).

A imunização de ovelhas com as mesmas amostras, porém
na p17 (IBSP-2) e p20 (SV-253), induziu uma resposta
imunológica que foi capaz de prevenir a infecção fetal após o
desafio intranasal com amostras heterólogas do BVDV tipos 1 e
2 (Brum et al. 2002). No entanto, as amostras mantiveram a
capacidade de infecção transplacentária e por isso não seriam
recomendadas para uso em fêmeas prenhes (Brum et al. 2002).
Embora os ovinos sejam considerados bons modelos para es-
tudar-se diversos aspectos da infecção e imunidade pelo BVDV
(Scherer et al. 2001, Brum et al. 2002), estudos similares devem
ser conduzidos em vacas prenhes, com o objetivo de verificar
a segurança dessas amostras vacinais para fetos bovinos, as-
sim como a capacidade de prevenção da infecção fetal frente à
desafio.

No presente estudo, detectou-se vírus nos leucócitos da
maioria dos animais vacinados (10/12) entre os dias 3 e 6 pós-
vacinação. A presença de vírus em secreções nasais foi detecta-
da por um período curto e em apenas três animais. Do ponto
de vista de segurança, é importante ressaltar que nenhum ani-
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mal sentinela soroconverteu durante o experimento. Além da
ausência de sinais clínicos nos animais inoculados, não houve
transmissão dos vírus vacinais aos animais mantidos em conta-
to.

Avaliando-se a resposta humoral induzida por vacinas
inativadas comercializadas no Brasil, observou-se que uma
parcela significativa dos animais não respondeu à vacinação.
Além disso, os títulos neutralizantes foram muito variáveis e de
curta duração na maioria dos animais (Vogel et al. 2002). Neste
trabalho, todos os animais apresentaram anticorpos
neutralizantes no dia 14 pv. No dia 33pv, os títulos neutralizantes
situavam-se entre 640 e 5120 (GMT=1612,7) para a amostra
IBSP-2 e entre 40 e 320 (GMT=151) para a amostra SV-253 aos
33dpv. Nesta data, os animais apresentavam títulos moderados a
altos de anticorpos neutralizantes frente à diferentes isolados
do BVDV-1 (80 até ≥1280) e  títulos de magnitude inferior frente
às amostras brasileiras do BVDV-2 (20 até 640). Isso pode ser
explicado, em parte, pelo fato da amostra vacinal SV-253 ser um
isolado norte americano e que provavelmente possua diferen-
ças antigênicas em relação às amostras brasileiras de BVDV-2. Os
títulos inferiores contra as amostras do BVDV-2 (e mesmo contra
a amostra homóloga) podem ser devidos também a uma capaci-
dade inferior de replicação da amostra SV-253 in vivo, em rela-
ção à amostra IBSP-2.  Além disso, nas duas imunizações, o título
da amostra SV-253 utilizado foi inferior ao da amostra IBSP-2. De
qualquer modo, os títulos de anticorpos neutralizantes foram
muito superiores e o espectro de reatividade com isolados de
campo foi mais amplo do que os induzidos por vacinas inativadas
(Vogel et al. 2002).

No dia da revacinação (240dpv), todos os animais ainda
apresentavam títulos de anticorpos neutralizantes (IBSP-2:
GMT=905; SV-253: GMT=56,6). O teste do soro coletado aos
270dpv demonstrou que a revacinação induziu resposta se-
cundária na maioria dos animais, refletindo-se na elevação
dos títulos de anticorpos. Nesta data, os títulos médios fo-
ram GMT=2416,3 (IBSP-2) e GMT=340,8 (SV-253). Uma res-
posta anamnéstica mais intensa foi observada frente ao BVDV-
2. Isso deve-se, provavelmente, ao fato de que os títulos
neutralizantes contra o BVDV-2 no momento da revacinação
eram de magnitude inferior. Com isso, teriam sido insuficien-
tes para prevenir a replicação da cepa vacinal homóloga, re-
sultando em replicação do vírus vacinal e conseqüentemente
em reestimulação do sistema imunológico.

Por outro lado, os altos títulos neutralizantes contra a
amostra IBSP-2 no dia do reforço poderiam ter inibido a
replicação do vírus homólogo e  a indução de uma resposta
secundária mais significativa. Avaliando a resposta sorológica
induzida por vacinas inativadas contra o BVDV, Fulton & Burge
(2001) observaram que títulos neutralizantes ≥128 geralmente
inibem a elevação dos níveis de anticorpos após a revacinação.
Embora a relação entre títulos de anticorpos neutralizantes e
proteção frente ao desafio, ainda seja questionável (Oirschot et
al.1999), é importante ressaltar que no dia 270 pós-vacinação
(30 dias após o reforço) todos os animais possuiam títulos ≥640
para o BVDV-1 e ≥160 para o BVDV-2.

No Brasil, atualmente só existem vacinas comerciais inativadas
para o BVDV. Entretanto, tem sido demonstrado que vacinas

atenuadas induzem uma resposta imunológica mais sólida e
duradoura (Cortese et al. 1998b). A utilização dessas vacinas, no
entanto, pode resultar em infecção transplacentária,
imunossupressão nos animais vacinados e manter virulência re-
sidual (Oirschot 1999), além da possibilidade de recombinação
com vírus NCP e a indução da Doença das Mucosas em animais
com infecção persistente (Ridpath & Bolin 1995). Não obstante
esses riscos, vacinas atenuadas podem ser administradas com
segurança desde que sejam observadas rigorosamente as indi-
cações do fabricante.

O objetivo principal da vacinação contra o BVDV é prevenir
a infecção transplacentária e impedir a geração de animais PI.
Nesse sentido, o uso de vacinas atenuadas parece ser uma boa
alternativa, visto que já foi demonstrada proteção fetal comple-
ta em ovinos (Brum et al. 2002) e em bovinos (Frey et al. 2002).
Porém, faz-se necessário a realização de experimentos adicio-
nais para avaliar a capacidade dessas amostras vacinais de con-
ferir proteção fetal em vacas prenhes.

Em resumo, as observações mais importantes desse estudo
foram: (1) O procedimento utilizado para a atenuação não inter-
feriu negativamente no fenótipo das amostras vacinais; (2) As
amostras foram suficientemente atenuadas para bovinos e não
foram transmitidas aos animais sentinelas; (3) Houve replicação
eficiente em bovinos após a inoculação intramuscular; (4) A
inoculação induziu títulos moderados a altos de anticorpos
neutralizantes frente às amostras homólogas e isolados brasilei-
ros, principalmente do BVDV-1; (5) Os títulos neutralizantes man-
tiveram-se em todos os animais até 8 meses após a primovacina-
ção; (6) A revacinação induziu uma resposta secundária, princi-
palmente frente ao BVDV-2, resultando em títulos altos de
anticorpos neutralizantes em todos os animais. Esses resultados
são promissores no sentido da utilização dessas amostras em
vacinas atenuadas contra o BVDV.
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