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RESUMO 

 

No presente estudo, técnicas para a detecção do vírus respiratório sincicial bovino, BRSV, 

visando ao diagnóstico e caracterização molecular deste patógeno, foram adaptadas e 

aplicadas em amostras coletadas de animais sem levar em consideração a presença de sinais 

e sintomas clínicos característicos de infecções causadas por esse agente. Foi coletado um 

total de 278 amostras de secreções nasais e fragmentos pulmonares de rebanhos bovinos 

provenientes dos estados de São Paulo e Rio Grande do Sul. Utilizando a técnica de RT-

PCR detectou-se a presença de BRSV em sete amostras, duas de secreções nasais e cinco 

de fragmentos de pulmões.  As amostras positivas foram submetidas ao isolamento viral e 

um novo isolado, denominado BRSV-108-BR, foi obtido após nove passagens em cultivos 

de células. Os fragmentos de 603 pb correspondentes ao segmento genômico da proteína G 

das amostras de BRSV em estudo, obtidos com a técnica de RT-PCR, foram submetidos à 

análise por enzimas de restrição-REA e ao seqüenciamento, visando sua caracterização 

molecular. Com a técnica de REA foram identificadas variações genéticas entre as amostras 

de BRSV detectadas, sugestivas de que duas amostras pertenciam ao subgrupo AB e cinco, 

ao subgrupo B de BRSV. Entretanto, a análise filogenética realizada pelo alinhamento das 

seqüências obtidas com seqüências disponíveis no GeneBank revelou que todas as amostras 

detectadas pertenciam ao subgrupo B. Com este estudo sugerimos que a técnica de REA 

possui utilidade limitada para classificação de BRSV em subgrupos, podendo ser utilizada 

como um instrumento prévio na caracterização das amostras, sendo, todavia, estritamente 

necessária uma análise baseada no seqüenciamento do gene da proteína G para 

caracterização de BRSV em  subgrupos. 
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ABSTRACT 

 

In this study techniques to detect the bovine respiratory syncytial virus (BRSV), 

aiming at the diagnosis and molecular characterization of this pathogen, where adapted and 

applied in samples collected from animals regardless of the presence of clinical signs and 

symptoms characteristic of infections caused by this agent. A total of 278 samples of nasal 

secretion and pulmonary fragments of bovine herds from the States of São Paulo and Rio 

Grande do Sul. By using the RT-PCR technique it was detected the presence of BRSV in 

seven samples, two of the nasal secretion samples, and five of the pulmonary fragments 

samples. The positive samples were submitted to viral isolation, and a new isolate named 

BRSV-108-BR was obtained after nine passages in cell cultivations. 603 pb fragments 

corresponding to the genomic segment of the G protein of the BRSV samples in study and 

obtained through the RT-PCR technique were submitted to restriction enzyme analysis 

(REA) and sequencing, aiming at their molecular characterization. With the REA 

technique, genetic variations were identified among the detected BRSV samples, 

suggesting that two samples belonged to the BSRV AB subgroup and five belonged to the 

BRSV B subgroup. However, phylogenetic analysis carried out by sequence alignment 

obtained with sequences available at the GeneBank revealed that all samples detected 

belonged to subgroup B. With this study we suggest that the REA technique to classify 

BRSV subgroups has a limited usefulness, serving only as a prior instrument to 

characterize the samples. Nevertheless, a subsequent analysis based on G protein 

sequencing is extremely necessary to characterize samples in one of the different BRSV 

existing subgroups. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O Brasil possui o maior rebanho comercial de bovinos do mundo, com cerca de 

185,5 milhões de animais, totalizando 15% dos bovinos do globo, sendo seguido pela 

China (135 milhões) e Estados Unidos (97 milhões). A pecuária bovina é um dos 

segmentos mais importantes do setor agropecuário brasileiro, pois além de ser uma 

atividade econômica presente em todo o território nacional, é uma exploração tipicamente 

desbravadora que emprega mais de sete milhões de pessoas. Assim, poder-se-ia esperar que 

o Brasil ocupasse um lugar de grande destaque internacional em termos de produção animal 

em sistemas pastoris. Entretanto, isso não ocorre devido a grandes perdas de animais 

(http://www.paginarural.com.br/). 

 Dentre as principais causas de enfermidades de bovinos, não apenas no Brasil bem 

como no mundo, evidenciam-se as doenças de origem respiratória (Baker et al., 1986; Van 

der Poel et al., 1993, Paton et al.,1998; Obando et al., 1999; Norström et al., 2000; 

Uttenthal et al., 2000; Woldemeskel et al., 2000). Essas podem ser classificadas em dois 

grupos, sendo o primeiro constituído por doenças causadas por um único agente e o outro 

representado pela síndrome respiratória bovina, que é multifatorial (Lekeux, 1995; Larsen, 

2000). Embora várias espécies de microrganismos possam estar associadas a desordens 

respiratórias, o vírus respiratório sincicial bovino (BRSV) é o agente mais comumente 

encontrado em animais que apresentam as formas severas da doença e é um importante 

iniciador da síndrome respiratória, especialmente em bezerros (Lekeux, 1995; Baker et al., 

1986, Samal & Zamora, 1991; Ames, 1993; Collins et al., 1996a; Van der Poel et al., 

1995). 
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O BRSV é um pneumovírus pertencente à família Paramixoviridae, ordem 

Mononegavirales, muito semelhante ao vírus respiratório sincicial humano (HRSV) e aos 

vírus respiratórios sinciciais de ovinos e caprinos (ORSV e CRSV) (Murphy et al., 1995; 

Trudel et al., 1989).  

Muitos aspectos da patogênese, epidemiologia e imunologia relacionados às 

infecções por BRSV permanecem indefinidos. Clinicamente, o vírus causa uma típica 

pneumonia que gera alterações hiperêmicas na cavidade nasal, traquéia e brônquios dos 

animais infectados (Kimman et al., 1988; Jacobs & Edington, 1975), além de exsudato 

mucopurulento, hemorragia e enfisema (Belknap et al., 1995; Woolums et al., 1999). Os 

sintomas clínicos da enfermidade em estágio inicial são semelhantes àqueles de outras 

doenças respiratórias, tais como aumento de temperatura, apatia e inapetência. Todavia, 

quando a doença apresenta sintomatologia mais severa, pode estar associada a infecções 

secundárias, tornando bastante difícil o diagnóstico diferencial (Kimman et al., 1988; 

Sharma & Woldehiwet, 1990; Larsen, 2000). Os achados histopatológicos revelam 

bronquite, bronquiolite, peribronquiolite e pneumonia intersticial difusa, entre outros. 

Entretanto, o principal achado é a presença de células sinciciais nos epitélios bronquiolar e 

alveolar (Bryson  et al., 1983; Sharma & Woldehiwet, 1990;  Baker & Frey, 1985; 

Driemeier et al., 1997). 

As taxas de morbidade da infecção pelo BRSV variam dependendo da exposição 

prévia ou não dos animais ao vírus. As formas mais graves geralmente são apresentadas por 

bezerros de 2 a 5 meses de idade, com taxas de mortalidade entre 5 a 10%  dos animais 

infectados (Inaba et al., 1972; Bryson et al., 1978). No entanto, a infecção subclínica pelo 

BRSV é um evento comum, uma vez que são altos os percentuais de animais com títulos de 
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anticorpos específicos contra o BRSV. Recentes estudos sorológicos em rebanhos bovinos 

brasileiros de diferentes regiões geográficas demonstraram uma alta prevalência de 

anticorpos específicos contra BRSV (Campalans & Arns, 1997; Domingues et al., 2002). 

Contudo, a detecção do BRSV ainda é um desafio devido às dificuldades inerentes ao 

isolamento do vírus dadas principalmente pela labilidade da partícula viral (Dubovi, 1993). 

O diagnóstico laboratorial do BRSV é feito por métodos de isolamento do vírus, 

detecção de antígenos virais, testes sorológicos e histopatológicos. O método clássico 

utilizado para diagnosticar infecções causadas por BRSV é o isolamento em cultivo celular, 

método este demorado e restrito para amostras recém coletadas (Dubovi, 1993). Métodos 

de detecção em amostras clínicas como as técnicas imunoenzimáticas como ELISA, 

imunofluorescência e imunohistoquímica também vêm sendo amplamente aplicadas com 

bons resultados (Lokensgard et al., 1992; Grubbs & Potgieter, 2001). 

Atualmente, técnicas moleculares para o diagnóstico de BRSV como o RT-PCR, 

com base na detecção do acido nucléico viral, têm mostrado ser métodos promissores 

(Furze et al., 1994). 

Apesar dos achados sorológicos obtidos no Brasil por Campalans & Arns (1997), 

que demonstraram a circulação do BRSV nos rebanhos bovinos brasileiros, não existem 

estudos conclusivos que definam pelos subgrupos circulantes. Ainda, técnicas moleculares 

como a RT-PCR, que são mais sensíveis e específicas para a caracterização dos isolados 

virais, não foram empregadas de maneira sistemática. Assim, no presente estudo foram 

utilizadas técnicas moleculares para a detecção e caracterização molecular de BRSV em 

amostras de bovinos, com e sem sintomatologia clínica, na tentativa de se obter o perfil das 

amostras de BRSV que acometem o rebanho bovino brasileiro. 



 17
 

 

2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1.Histórico 

 

Em 1955 foi detectado um episódio de doença respiratória em uma colônia de 

chimpanzés de laboratório em Washington. O novo agente foi isolado e previamente 

denominado como “agente da coriza dos chimpanzés” (Morris et al., 1956). No mesmo 

ano, partículas virais antigênica e morfologicamente idênticas foram isoladas de duas 

crianças com sintomatologia respiratória (Channock et al., 1957). Esse agente foi então 

denominado vírus respiratório sincicial humano (HRSV), em virtude do efeito 

citopatogênico (formação de sincícios) produzido em culturas celulares (Chanock & 

Finberg, 1957). Subseqüentemente, o vírus foi detectado em inúmeras ocasiões na década 

de 60, estabelecendo assim a importância do HRSV como agente de doença respiratória em 

crianças de todo o mundo (Chanock et al., 1961; Beem et al., 1961). 

 Posteriormente, anticorpos neutralizantes contra HRSV foram detectados em soros 

de bovinos (Dogget et al., 1968), sugerindo que bovinos poderiam ser hospedeiros 

susceptíveis a um vírus antigenicamente relacionado ao HRSV. De fato, em 1967 e 1968 

foi isolado no Japão um vírus semelhante ao HRSV de um surto de doença respiratória em 

bovinos (Inaba et al., 1970), em 1969 na Bélgica (Wellemans & Leunen, 1971), em 1971 

no Reino Unido (Jacobs & Edington, 1971), em 1971/72 nos Estados Unidos (Rosenquist, 

1974; Smith et al., 1975), em 1974/75 na Dinamarca (Bitsch et al., 1976), em 1976 na 

Noruega (Oeedegaard & Krogsrud, 1977) e em 1979 na Suécia (Moreno Lopez, 1979).  

 No Brasil, o vírus foi detectado pela primeira vez por Gonçalves et al. (1993) por 
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imunofluorescência em cortes de tecidos congelados obtidos de pulmões de bezerros do estado 

do Rio Grande do Sul.  O isolamento e a identificação viral foram obtidos por Arns et al. 

(2003) a partir de 33 amostras de secreções nasotraqueais de bezerros com sintomas 

respiratórios procedentes do Rio Grande do Sul que foram replicadas por passagens sucessivas 

em linhagens celulares, culminando com o isolamento de uma amostra, denominada BRSV-

25-BR.  

Desde então este agente tem sido associado a doenças respiratórias em bovinos de 

todo o mundo e têm-se acumulado evidências de que o BRSV é um importante patógeno 

para bovinos (Baker et al., 1986).  

 

 

2.2. Estrutura e Organização genômica do BRSV 

 

 
 

A ordem Mononegavirales, na qual está incluído o BRSV, compreende partículas 

virais dotadas de RNA fita simples (“mono”) de polaridade negativa (“nega”), com 

nucleocapsídeo helicoidal, ligado a um envelope viral derivado da membrana celular, 

dotado ainda de duas ou três glicoproteínas virais incorporadas (Murphy et al., 1995). Os 

552299 449933 11220033 886644 994499 558877 883399 11990033 996622 66556622

 Figura 1. Estrutura genômica do vírus respiratório sincicial bovino-BRSV. 
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vírions são pleomórficos, com tamanho variável (partícula esférica: 80-350nm, partículas 

filamentosas: 60-100nm e até 1µm de comprimento) (Collins, 1994; Murphy et al., 1995). 

O tamanho do genoma do BRSV é de aproximadamente 15.000 nucleotídeos, o qual 

codifica 10 polipeptídeos no sentindo 3’ [NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L] 5’ (Figura 1), 

cada um codificado por um único mRNA (Huang et al., 1985; Mallipeddi et al., 1990). 

Como todos os membros desta ordem, o RNA do BRSV é fortemente associado à 

nucleoproteína (N) a qual, juntamente com a fosfoproteína (P) e a polimerase viral (L), 

forma o complexo ribonucleoproteico (RNP). As duas maiores glicoproteínas de membrana 

viral são a proteína de ligação G e a proteína de fusão F. Outra glicoproteína de membrana, 

a SH (small hidrophobic) de função ainda não definida; todavia, parece aumentar a 

eficiência de fusão entre membranas promovida pela proteína F e, portanto, contribuir para 

a formação de sincícios (Pastey & Samal, 1997). 

 O BRSV está estreitamente relacionado com o HRSV e com os vírus respiratórios 

sinciciais de ovinos (ORSV) e caprinos (CRSV) (Trudel et al., 1989; Murphy et al., 1995).  

 

 

2.3. Multiplicação Viral 

 

Presume-se que a proteína de ligação do BRSV, a glicoproteína G, entre em contato 

com um ou mais receptores celulares, fazendo a adsorção do vírus à superfície celular. 

Após, a proteína de fusão viral (F) medeia a fusão entre o envelope viral e a membrana 

celular, liberando o nucleocapsídeo no citoplasma, onde a replicação viral é realizada sem 

qualquer envolvimento do núcleo celular (Collins et al., 1996b). 
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O RNA genômico é molde tanto para a síntese de mRNA, o qual é 

subseqüentemente traduzido em novas proteínas virais, como para a síntese dos 

antigenomas.  Os antigenomas, por sua vez, servem como molde para a síntese de um novo 

RNA genômico. O genoma viral é transcrito em 10 mRNA por uma RNA polimerase 

RNA-dependente de origem viral e cada mRNA codifica uma única proteína (Banerjee et 

al., 1991).  

 A polimerase viral (proteína L) liga-se ao RNA genômico na região líder 3’ do 

genoma e inicia a transcrição. O transcrito de RNA líder é liberado e o primeiro sinal de 

iniciação do gene é dado, e o primeiro mRNA, codificante para a proteína NS1, é transcrito. 

A transcrição do mRNA para a proteína NS1 termina quando a polimerase alcança o sinal 

de finalização, e a polimerase continua ao longo do genoma até o próximo sinal de 

iniciação, onde a transcrição do mRNA da próxima janela de leitura (Open Read Frame - 

ORF) se inicia (no caso a proteína NS2). A transcrição seqüencial das ORFs codificantes 

para todas as proteínas dos vírus respiratórios sinciciais (RSV) se dá da mesma forma. O 

mecanismo pelo qual a polimerase transita do sinal de finalização do gene da proteína M2 

para o sinal de iniciação do gene L é desconhecido. Foi sugerido que a polimerase 

“saltaria” para o início do gene L, encontrando assim um novo sinal de iniciação (Collins et 

al, 1996b). Os vírions maduros são liberados da célula infectada por brotamento. 

Entretanto, os vírus permanecem altamente associados à célula e, 90% ou mais das 

partículas virais, falham ao se desligarem da superfície celular (Collins, 1991), o que 

contribuiria para a pequena quantidade de vírus infecciosos recuperados em cultivos 

celulares (Wechsler et al., 1985; Furze et al., 1994). 
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2.4. Glicoproteínas de superfície dos BRSV 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

          
 
 

Figura 2 – Modelo da partícula do vírus respiratório sincicial (Hall, 2001). 

 

 

2.4.1. Proteína F: 

 

A proteína F está ancorada ao envelope na superfície dos vírions (Figura 2) e está 

diretamente envolvida com a fusão do vírus à membrana da célula-alvo e na formação do 

sincício em células infectadas (Matheise et al., 1995; Walsh et al., 1986). Sincícios, células 

gigantes multinucleadas, são formados pela fusão das membranas das células infectadas 

com a célula vizinha, mediados pela proteína F, possivelmente em conjunção com as 

proteínas G e SH (Heminway et al., 1994).  
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  A proteína F do BRSV é distinta da proteína homóloga do HRSV, com apenas 

71,5% de identidade nas seqüências de nucleotídeos e 81-84% de identidade para os 

aminoácidos. A proteína F de BRSV possui poucos sítios de glicosilação quando comparada 

ao HRSV (Lerch et al., 1991; Himes & Gershwin, 1992). Entretanto, esta proteína é altamente 

conservada entre cepas de BRSV, com identidade de aminoácidos entre 97 e 99% (Himes & 

Gershwin, 1992). O mRNA correspondente à proteína F do BRSV compreende 1899 

nucleotídeos excluindo a cauda poli (A). O gene contém uma única ORF que se inicia no 

nucleotídeo 14 e se estende até o códon de terminação no nucleotídeo 1736. Esta ORF prediz 

um polipeptídeo de 574 aminoácidos, com um peso molecular estimado em 63,8 kDa.  O 

mesmo é traduzido como um precursor inativo da proteína F0, o qual é clivado mais tarde em 

duas proteínas, F1 e F2, sendo o sítio mais variável a região que precede o sítio de clivagem 

(Lerch et al., 1991).  

O transporte da proteína F para a superfície celular foi demonstrado como dependente 

da glicosilação da subunidade F1, enquanto a deleção dos sítios de glicosilação na subunidade 

F2 não causa nenhum impacto (Pastey & Samal, 1997). 

 

 

2.4.2. Proteína G: 

 

A proteína G (Figura 2) dos RSV permite a ligação entre o vírus e a célula 

hospedeira.  O receptor celular para a proteína G não é conhecido, mas, provavelmente, 

pode ser encontrado em abundância na superfície da célula alvo, uma vez que parece não 
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ocorrer a saturação dos sítios das ligações da proteína G à membrana celular (Walsh et al., 

1984; Walter & Downing, 1993). 

A proteína G de BRSV consiste em 257 aminoácidos e contém um domínio externo, 

um domínio transmembrana e um domínio interno ou domínio citoplasmático (Wertz et al., 

1985; Lerch et al., 1990).  Várias são as características que a tornam uma proteína viral 

distinta. A primeira é que ela não está relacionada com as proteínas de ligação dos outros 

vírus da família Paramixoviridae, tais como as proteínas hemaglutinina (H) e 

neuraminidase (N) dos vírus da parainfluenza, ou à proteína hemaglutinina dos morbilivírus 

(Collins, 1991), não possuindo atividades homólogas de hemaglutinação e neuraminidase. 

Além disso, a proteína G tem uma alta concentração de carboidratos, cerca de 60%, quando 

comparada à proteína F, que apresenta aproximadamente 7% (Collins, 1994; McIntosh & 

Chanock, 1985). Outra característica importante é que 80% dos carboidratos da proteína G 

tem glicosilação semelhante à mucina (Collins, 1991), facilitando assim penetração dos 

RSV no muco que cobre o epitélio da mucosa e, subseqüentemente, facilitam a ligação às 

células epiteliais (Lambert, 1988; Wertz et al., 1989; Langedijk et al., 1996; Sullender & 

Wertz, 1991; Walter & Downing, 1993).  

A proteína G apresenta uma maior variação antigênica do que a proteína F, que é 

considerada antigenicamente conservada entre as cepas de HRSV e BRSV (Furze et al., 

1994; Sullender & Wertz, 1991). A variabilidade da proteína G entre os subgrupos dos 

vírus respiratórios (RSV) está mais concentrada no ectodomínio, enquanto os domínios 

citoplasmáticos e transmembrana são mais conservados (Johnson et al., 1987). A alta 

quantidade de carboidratos pode explicar porque a proteína G aparece como menos 

imunogênica do que a proteína F (Ward et al., 1983). Anticorpos protetores contra a 
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proteína G provavelmente funcionam inibindo a ligação dos vírus à célula (Levine et al., 

1987), mas muitos dos anticorpos monoclonais caracterizados direcionados contra a 

proteína G não possuem atividade neutralizante in vitro (Orvell et al., 1987). 

 

2.4.3. Proteína SH: 

 

Existe uma terceira glicoproteína associada ao envelope viral dos RSV (Figura 2), a 

proteína SH (ou 1A), que só é encontrada nos membros da subfamília Pneumovirinae, nos 

vírus símio 5 (SV5) e nos vírus da caxumba. Essa é uma proteína integral de membrana 

com a porção C-terminal voltada para o lado extracelular da membrana (Collins & Mottet, 

1993). Vários trabalhos examinando células infectadas com RSV revelaram várias formas 

da proteína SH (Anderson & Clement, 1992; Olmsted & Collins, 1989). Até o presente não 

se conhece a real função desta proteína, entretanto, parece colaborar com a proteína F 

mediando a fusão entre as membranas celular e viral. Acredita-se também que ela contribua 

para a formação de sincícios (Larsen, 2000). Entretanto, foi mostrado que a deleção do 

gene SH de partículas de SV5 não levou a uma alteração fenotípica notável He et al., 

(1998) e Takeuchi et al. (1996) relataram a ocorrência de uma amostra selvagem do vírus 

da caxumba que não expressava a proteína SH.  
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2.5. Subgrupos de BRSV 

 

Os BRSV têm muitas similaridades com os HRSV quanto à organização genômica, 

estrutura viral e antigenicidade (Collins, 1991). As cepas de HRSV são atualmente 

classificadas em subgrupos A e B dependendo da reatividade com anticorpos monoclonais  

(Anderson et al., 1985; Mufson et al., 1985; Collins, 1994; Lerch et al., 1990; Furze et al., 

1994). A proteína G desses subgrupos, ou subtipos, tem apenas 53% de identidade em seus 

aminoácidos (Johnson et al., 1987), e a patogenicidade, assim como a antigenicidade das 

cepas, parece depender do subgrupo específico (McConnochie et al., 1990).     

Enquanto as proteínas F-, M-, N- e P- de BRSV reagem com monoclonais 

desenvolvidos contra os subgrupos A e B de HRSV, a proteína G não reage frente a 

nenhum monoclonal desenvolvido para HRSV (Baker et al., 1992). Baseados nestes 

achados, Lerch et al. (1990) e Baker et al. (1992) concluíram que o BRSV deva ser 

considerado como um membro independente do gênero Pneumovirus.  

Em 1992, Baker et al. descreveram diferenças antigênicas entre as cepas de BRSV, que 

foram divididas em dois diferentes subgrupos: A e B. Atualmente, o BRSV pode ser 

classificado em três diferentes subgrupos denominados A, B e AB ou Intermediário. Esta 

caracterização foi definida por pesquisas da reatividade a vários grupos de anticorpos 

monoclonais contra a proteína G (Furze et al., 1994; Schrijver et al., 1996; Prozzi et al., 

1997; Furze et al., 1997; Larsen et al., 1998), pela caracterização dos tamanhos moleculares 

das proteínas P e F (Baker et al., 1992; Furze et al., 1994) e pela análise de seqüências da 

proteína G (Larsen et al., 1998; Furze et al. 1997). Entretanto, a importância biológica da 

existência de diferentes subgrupos de BRSV não é conhecida. Para HRSV foi sugerido que 
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cepas do subgrupo A são mais virulentas que as pertencentes ao subgrupo B (Kimman et 

al., 1987). 

Estudos de Schrijver et al. (1997) sugerem que tanto cepas do subgrupo A quanto 

AB podem ser altamente virulentas, embora não tenham verificado a presença de outros 

patógenos nos animais pesquisados. 

 

 

2.6 Diagnóstico de infecções por BRSV 

 

Vários são os métodos que podem ser utilizados para a detecção de BRSV. O 

método clássico para o diagnóstico de infecções provocadas por BRSV é o isolamento 

viral. No entanto, este método é demorado, laborioso e muitas vezes ineficiente quando não 

empregado imediatamente após a coleta das amostras (Pirie et al., 1981; Thomas & Stott, 

1981) e por muitas vezes requer várias passagens do material suspeito em cultura celular 

antes do efeito citopático viral se tornar evidente (Potgieter & Aldridge, 1977). Portanto, 

um diagnóstico baseado nesse procedimento ainda é um desafio (Dubovi, 1993).  

Técnicas de diagnósticos do tipo ELISA para a detecção de antígenos virais têm 

sido desenvolvidas como alternativa para a detecção do BRSV (Lokensgard et al.,1992; 

Grubbs et al., 2001). Entretanto, a confiabilidade e exatidão do diagnóstico obtido por esta 

técnica dependem diretamente dos reagentes utilizados, sendo que a sensibilidade e a 

especificidade variam com a qualidade dos anticorpos anti-BRSV utilizados. Técnicas 

alternativas como imunofluorescência e imunohistoquímica também vêm sendo 

amplamente aplicadas com bom desempenho na detecção do BRSV em amostras clínicas 
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(Kimman et al., 1986; Haines et al., 1989; Osório et al., 1989; Lokesgard et al., 1992; 

Masot et al., 1993; Schrijver et al., 1996; Brodersen & Kelling, 1999; Flores et al., 2000; 

Peixoto et al., 2000). 

Atualmente tem-se buscado a adaptação de técnicas moleculares para a detecção e 

identificação do BRSV com base na detecção do acido nucléico viral (Belak & Pordany, 

1993; Larsen et al., 1999) sendo a técnica de reação em cadeia pela polimerase (PCR) a 

mais empregada (Paton et al., 1992; Oberst et al., 1993; Vilcek et al., 1994; Tantivanich et 

al., 1995; Viuff et al., 1996; Henkel et al., 1997; West et al., 1998; Larsen et al., 1999; 

Valarcher et al., 1999; Masot et al., 2000). 

 A detecção de um patógeno pela técnica de PCR baseia-se na amplificação de um 

segmento único, relativamente pequeno, de DNA específico do organismo a ser estudado. 

No caso do BRSV, por se tratar de um vírus RNA, o material genético precisa ser 

inicialmente convertido em um DNA complementar pela enzima transcriptase reversa (RT), 

e assim a reação de PCR denomina-se RT-PCR (Mahony, 1996). 

As possibilidades de se encontrar vírus em amostras clínicas são escassas devido 

aos baixos títulos e à dificuldade da replicação em sistemas celulares sensíveis. De acordo 

com Furze et al. (1997), a RT-PCR tem-se mostrado um excelente método de diagnóstico 

para BRSV, sendo citada como vantajosas sua boa sensibilidade e especificidade, pois 

possibilitam a produção de inúmeras cópias a partir de uma cópia viral na amostra, sem 

necessitar de formas viáveis da partícula viral para obtenção de resultados positivos. 

 As amostras utilizadas para a pesquisa do patógeno pela técnica de RT-PCR podem 

ser fragmentos de pulmões (que somente podem ser obtidas de animais mortos), lavagem 

pulmonar e/ou traqueal e ainda a utilização de secreções coletadas por suabes nasais, cuja 
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grande vantagem é a  coleta de amostras de animais vivos.  É importante ressaltar que os 

melhores animais para se coletar as amostras são aqueles que apresentarem os sinais 

clínicos mais brandos, muito embora não se deva descartar a amostragem de animais com 

sintomas mais avançados, haja vista que a carga viral atinge seu pico 2 a 3 dias após o 

início dos sinais clínicos severos (Belknap et al., 1995). 

A realização da RT-PCR, além de ser um bom teste para o diagnóstico de BRSV 

(Larsen et al., 1999), permite ainda que técnicas para análise da variabilidade entre as 

amostras de BRSV tais como as técnicas de análise com enzimas de restrição (REA) e 

seqüenciamento sejam aplicadas. 

A análise com enzimas de restrição é uma técnica essencial utilizada na biologia 

molecular para a manipulação do DNA (Sambrook et al., 1989). Como essas enzimas 

reconhecem seqüências específicas de quatro a oito nucleotídeos, variações na seqüência do 

DNA analisado podem ser detectadas através de eletroforese horizontal em gel de agarose, 

obtendo-se um perfil de restrição enzimática, com bandas em diferentes posições, de acordo 

com o tamanho dos fragmentos gerados (Sambrook et al., 1989; Zaha, 2000). A obtenção 

de diferenças nos perfis de restrição enzimática, como ganho ou perda de sítios de restrição 

ou, ainda, diferenças no tamanho dos fragmentos gerados e, assim, podem determinar 

diferentes cepas do patógeno pesquisado (Madigan et al., 2000). 
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3. OBJETIVOS 

 

 

Em face do exposto, no que se refere à ausência de informações com relação à 

classificação das amostras de BRSV circulantes no Brasil, o presente estudo teve como 

objetivo detectar e caracterizar molecularmente amostras de BRSV circulantes nos 

rebanhos bovinos brasileiros.  Para tanto, as técnicas de RT-PCR, isolamento viral, cortes 

com enzimas de restrição e seqüenciamento foram aplicadas em amostras provenientes de 

secreções nasais e fragmentos pulmonares de rebanhos bovinos com e sem sintomatologia 

clínica, na tentativa de se obter o perfil das amostras de BRSV que acometem o rebanho 

bovino de nosso país. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1. Métodos utilizados para a detecção de BRSV 

 

4.1.1. Cultivos celulares 

 

Foram utilizadas linhagens contínuas de células Chicken Embryo Related (CER) 

cultivadas em garrafas de 75 cm2 (Corning), na concentração de 1,3 x 105 células/mL 

(concentração inicial) em meio essencial mínimo Eagle (MEM-Cultilab) com 10% de 

soro fetal bovino (SFB, Sigma Chemical Company), por 24 horas a 37oC. Foram 

utilizadas também células da linhagem finita Bovine Turbinate (BT) na concentração de 2,0 

X 105cel/ml, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Lars Erik Larsen, do Instituto Dinamarquês 

de Veterinária. Essas células foram cultivadas e mantidas com os mesmos parâmetros 

descritos acima para a linhagem celular CER.  

 

 
4.1.2 Amostras-padrão de vírus 

 

Foram mantidas e utilizadas amostras pertencentes aos diferentes subgrupos de 

BRSV. Como representante do subgrupo A, o isolado BRSV Lehmkuhl 375 (Lehmkhul et 

al., 1979), proveniente dos Estados Unidos e adquirido através da American Type Culture 

Collection (ATCC) Catalogue of Animal Viruses & Antisera,  Chlamydiae & Rickettsiae; 

6th edition, 1990. A amostra BRSV-25-BR isolada no Laboratório de Virologia 
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Animal/IB/Unicamp foi utilizada como representante do subgrupo B (Arns et al., 2003), e o 

isolado cedido pelo Dr. Lars Erik Larsen (BRSV-9402022), como representante do 

subgrupo AB (Larsen et al., 1998). Todos os isolados foram propagados utilizando-se as 

linhagens celulares descritas no item 4.1.1, onde o meio de crescimento dos cultivos 

celulares foi eliminado e cada garrafa foi infectada com 0,01 a 0,1 DICC50/mL da amostra 

viral a ser propagada. Após duas horas de adsorção viral a 37oC, o inóculo foi eliminado e 

foram adicionados 25 mL de MEM por garrafa. A incubação foi realizada a 37oC, e as 

culturas foram observadas diariamente em microscópio invertido (Axiovert 100, Carl Zeiss) 

para observação do efeito citopático (ECP) característico do BRSV, isto é, formação de 

sincício e arredondamento celular (Buys et al., 1989).   

 

 
4.1.3. Amostras de Bovinos 

 

Foram obtidas e analisadas 278 amostras provenientes de bovinos, dentre as quais 

277 foram colhidas de animais adultos sem sintomatologia clínica da doença. Um total de 

209 amostras foi colhido de secreções nasais de animais vivos de rebanhos localizados no 

estado de São Paulo e acondicionadas em tubos de 1,5mL livres de RNAses e DNAses, 

contendo 500µL de tiocianato de guanidina-fenol (TRIzol, InvitrogenTM Carlsbad, 

Califórnia, USA). As 69 amostras restantes foram colhidas no Estado do Rio Grande do 

Sul, sendo 68 amostras provenientes de animais de abatedouros sem sintomatologia de 

doença respiratória, dentre essas amostras, 34 provinham de secreções nasais colhidas 

previamente ao abate e, 34 fragmentos de pulmões dos mesmos animais; e uma amostra de 

pulmão colhida de animal adulto com sintomatologia clínica de doença 
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respiratória. Essas amostras foram armazenadas em tubos de 1,5mL  e 50 mL 

respectivamente e mantidas a –70ºC até o momento do uso.  

 

 
4.1.4.Técnica de RT-PCR 

 

 

As 278 amostras obtidas, bem como sobrenadantes de cultivos celulares dos isolados 

BRSV-25-BR, BRSV-375, BRSV-9402022 e de células não infectadas (controle negativo), 

foram analisadas pela técnica de RT-PCR, seguindo método descrito por Almeida et al. 

(2004). 

 

 
4.1.4.1. Extração do RNA Viral 

 

O RNA do material de campo, bem como as amostras isoladas e os controles de 

células, foi submetido à extração viral utilizando-se diferentes protocolos, os quais 

variaram conforme a amostra utilizada.  

 

 
4.1.4.1.1. Obtenção do RNA total 

 

4.1.4.1.1.1.Amostras de cultivos de células 

As monocamadas celulares não infectadas, bem como as infectadas com os 

diferentes isolados mencionados no item 4.1.1 que apresentavam aproximadamente 20% de 
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ECP, foram raspadas utilizando-se Cell Scraper II (Costar ), e a suspensão obtida foi 

transferida para tubos de 15mL (Costar )  e centrifugada a 720 x g durante 12 minutos.  O 

sedimento foi então dissolvido com 1 mL de TRIzol. A mistura foi transferida para tubos 

de 1,5 mL estéreis e livres de RNAses, e mantida por 10 minutos em temperatura ambiente.  

4.1.4.1.1.2.Amostras de secreções nasais de bovinos 

As amostras de secreções nasais que estavam em meio de transporte foram 

descongeladas e a seguir centrifugadas a 3.000 x g durante 10 minutos. Após retiraram-se 

os suabes coletores e acrescentaram-se 12,5µl de glicogênio.  

4.1.4.1.1.3.Amostras provenientes de pulmões bovinos 

Aproximadamente 200 mg de cada amostra de fragmento de pulmão foram 

macerados e dissolvidos com 1mL de TRIzol e 12,5µL de glicogênio e deixados reagir 

por 10 minutos à temperatura ambiente.  

Em seguida, foram acrescentados a todas as amostras 200 µL de clorofórmio gelado 

para cada mL de trizol usado, seguido de agitação vigorosa (vórtex) durante 15 segundos e 

repouso por 3 minutos à temperatura ambiente. Após realizou-se centrifugação a 4oC 

durante 20 minutos a 12.000 x g, e a fase transparente resultante, contendo o RNA total, foi 

transferida para outro tubo de 1,5 mL estéril e livre de RNAses. A seguir acrescentou-se v/v 

de isopropanol gelado, que foi seguido de repouso durante 10 minutos a –20o C. Para a 

precipitação completa do RNA total o material foi centrifugado por 20 minutos a 12.000 x 

g a 4o C. O sobrenadante resultante foi então descartado e o sedimento lavado com 1mL de 

etanol 70o em água contendo 0,1% de dietilpirocarbonato (DEPC), e foi deixado reagir por 

10 minutos em gelo. Uma nova centrifugação foi realizada a 12.000 x g a 4o C durante 5 

minutos, em seguida descartou-se o sobrenadante e procedeu-se novamente à 
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centrifugação, utilizando-se os mesmos parâmetros acima citados. O etanol remanescente 

foi retirado com auxílio de ponteira, e o sedimento foi diluído em 25µL de água com DEPC 

e mantido 10 minutos a 55o C para inibir prováveis RNAses. Após uma alíquota de 5µl foi  

submetida à espectrofotometria. 

 

 

4.1.4.1.2. Espectrofotometria do RNA total obtido 

 

Previamente à realização da síntese de cDNA, o RNA total obtido de cada amostra 

foi mensurado por espectrofotometria. Brevemente, 5 µl do RNA total obtido foram 

diluídos em 445µl de água (1:100) e submetidos à leitura em aparelho Ultrospec 3000 

Pharmacia Biotech. A leitura foi procedida em 260 nm e 280 nm, calibrada previamente 

com água usada para diluição (Branco) e então realizado o cálculo de concentração e 

pureza do RNA. 

Pureza: DO260 obtida /DO280 obtida (menos o background obtido da leitura com o 

Branco) 

Concentração: DO260 * 40 * fator de diluição (1:100) / 1000 

 

 
4.1.4.2 Síntese de cDNA 

 

 Para a síntese do cDNA utilizou-se o kit comercial (Superscript II para RT-PCR, 
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InvitrogenTM Carlsbad, Califórnia, USA), seguindo recomendações do fabricante.  Para um 

volume final de 11µl acrescentou-se a um tubo de 200µL, 1 µL de iniciador randômico 

(InvitrogenTM Carlsbad, Califórnia, USA) e 2µg de RNA total (a diferença para 10µl foi 

completada com água tratada com DEPC). A mistura foi incubada a 72ºC por 10 minutos. 

Após, acrescentaram-se 2µl de DTT, 1 µl de dNTP e 4µl de tampão 5x da enzima e 1µl da 

enzima Transcriptase reversa-RT (InvitrogenTM Carlsbad, Califórnia, USA). Assim, o 

material foi incubado a 40ºC por 60 minutos e 96 ºC por 10 minutos.  

 

4.1.4.3. Reação de PCR para Glicoproteínas G, F e SH. 

 

 Para um volume final de 50 µL foram acrescentados em tubo de 200 µL estéril os 

seguintes reagentes: 5 µL tampão PCR 10X [200 mM Tris-HCl (pH 8,4), 500 mM KCl]; 

1µl dNTP 10mM; 1 µL do iniciador B5A (10pmol) e 1 µL iniciador B6A para a 

glicoproteína G (Vilcek et al, 1994; Quadro 1), 1 µL do iniciador B1 (10pmol) e 1 µL do 

iniciador B2A para a glicoproteína F (Vilcek et al, 1994; Quadro 2) ou 1 µL iniciador SH1 

(10pmol) e 1 µL iniciador G102 para a glicoproteína SH (Larsen et al. 1999; Quadro 3); 

0,5µL da enzima Platinum (Pfx DNA Polimerase; InvitrogenTM Carlsbad, Califórnia, USA), 

contendo 2,5U/µL; 2 µL de MgCl2; 3µL cDNA e água destilada estéril com DEPC, até 

atingir o volume final. A mistura foi aquecida por 3 minutos a 94oC para sofrer 

desnaturação. A amplificação foi realizada em um termociclador PCR System 9700 (Gene 

Amp, Applied Biosystems). O ciclo termal consistiu em denaturação a 94oC durante 60 

segundos, anelamento a 55oC durante 60 segundos e extensão a 72oC durante 90 segundos. 
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Foram realizados 32 ciclos de amplificação. O último ciclo de extensão foi prolongado por 

10 minutos. Após a reação as amostras foram diluídas 1:6 em tampão de corrida da amostra 

(0,25% de azul de bromofenol, 40% p/v de sacarose em água), aplicadas em gel de agarose 

1% contendo brometo de etídeo e separadas por eletroforese a 100 V por 1 hora. Os 

fragmentos obtidos foram visualizados e fotografados sob transiluminação ultravioleta. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Quadro 1. - Descrição dos iniciadores utilizados na RT-PCR para as  proteínas F, G e SH. 

 

 

 
 
 
 
 
 

 

Proteína Iniciador Seqüência (5’→3’) Descritos por Posição Tamanh
o (pb) 

B5A 
CCACCCTAGCAATGATAACCTTGAC 

145-169  
 

G 
 
 

B6A 
AAGAGAGGATGCCTTGCTGTGG 

Vilcek et al., 
1994 747-726 

603 

 

B1 
AATCAACATGCAGTGCAGTTAG 

114-135  
F 
 
 
 

B2A 
TTTGGTCATTCGTTATAGGCAT 

Vilcek et al., 
1994 824-803 

711 

 

SH1 
GGATCCGATCAATCAATAACAAGAGC 

272-298 

SH 
 G102 

CTTGGCTTTAGCATTTCC 

Larsen et al., 
1999 224-207 

539 
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4.2. Isolamento das amostras positivas para BRSV em Cultivos de Células 

 

As amostras de pulmões que foram consideradas positivas pela técnica de RT-PCR 

foram submetidas ao isolamento viral. O material descongelado foi macerado e ressuspenso 

em tampão PBS [8.0 g de NaCl, 0.2 g KH2 PO4, 1.28g Na2HPO4. H20, 0,2 g KCl], 

centrifugado a 3.000 x g por 10 minutos a 4oC e filtrado em membranas de 0,48 µm 

(Corning®). O sobrenadante obtido foi inoculado em triplicata em placas de 24 orifícios 

contendo monocamadas de células CER com 24 horas de crescimento. As placas foram 

incubadas por 1 hora para adsorção viral e após adicionaram-se 2 mL/poço de MEM 

(Cultilab®) contendo 5% de antibióticos (penicilina 5x106, estreptomicina 5g, fungizona 

5g). A incubação foi realizada a 37oC em estufa de atmosfera úmida, contendo 5% de CO2 

(Forma Scientific®). Cada placa continha controle negativo (células sem inóculo) e controle 

positivo (células infectadas com a amostra BRSV-25-BR). As culturas foram observadas 

diariamente até o quinto dia após a inoculação para visualização do efeito citopático. Após 

esse período e a não detecção deste, foram efetuadas 10 passagens cegas. Todo o material 

foi submetido à técnica de RT-PCR após a 1ª, 5ª e 10ª passagens para verificação da 

presença do RNA viral, sendo o material negativo descartado após a 10ª passagem em 

cultivo celular. 
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4.3. Caracterização Molecular 

 

 

4.3.1. Análise por Enzimas de Restrição (REA) 

 

4.3.1.1. Escolha das Enzimas de Restrição 

A seleção das enzimas foi realizada com base nas seqüências obtidas no Genebank 

referentes à proteína G dos diferentes subgrupos existentes de BRSV. Essas seqüências 

foram alinhadas e submetidas à análise utilizando o programa Nebcutter 2.0 (via web), que 

forneceu uma lista de enzimas capazes de clivar e distinguir entre os subgrupos de BRSV. 

Dentre as enzimas disponíveis foram selecionadas as seguintes: HinfI, PstI e EconI 

(InvitrogenTM Carlsbad, Califórnia, USA), que clivam os subgrupos A, B e B/AB 

respectivamente (Figura 3). 

 

 

4.3.1.2. Adaptação da técnica 

A adaptação da técnica foi realizada utilizando os isolados BRSV-375, BRSV-25-

BR e BRSV 9402022, descritos na literatura como pertencentes aos subgrupos A, B e AB 

respectivamente (Valarcher et al., 2000; Arns et al., 2003; Larsen et al., 1998). Para tanto 

foi aplicada a técnica de RT-PCR utilizando os iniciadores para a proteína G (Quadro 1), 

amplificando assim um fragmento de 603pb correspondente à proteína G, que foram 

submetidos ao corte com enzimas de restrição previamente selecionadas. Os fragmentos 

foram então clivados utilizando-se a metodologia descrita por Sambrook et al. (1989) e 
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seguindo instruções do fabricante. Em linhas gerais, a solução de reação foi preparada em 

tubos de 0,2ml (Eppendorff), cada um contendo 17.5µl do amplicom, 0.5µl da enzima 

(10U/µl) e 2µl de tampão de reação (50mM Tris-HCl, 10mM MgCl2, 50mM NaCl). Em 

seguida, as reações foram incubadas a 37°C durante 1 hora e meia.  

 Os produtos obtidos após a técnica na REA foram separados por eletroforese a 90V 

por uma hora e trinta minutos em gel de agarose a 1% contendo brometo de etídeo, 

visualizados e fotografados sob transiluminação ultravioleta após eletroforese em gel de 

agarose a 1% contendo de etídeo e, em seguida, os perfis de restrição enzimática obtidos 

foram analisados. 

G

HinfI (A)

482pb

EconI (B e AB)

477pb

PstI (B)

390pb

 

Figura 3. Esquema ilustrativo demonstrando as enzimas de restrição selecionadas e os 
produtos obtidos após clivagem do produto de 603 pb da proteína G dos diferentes 
subgrupos de BRSV. 
 

4.3.1.3. Análise das amostras positivas para BRSV 

Para caracterização das amostras de bovinos que foram detectadas como positivas 

pela técnica de PCR foram empregadas as enzimas de restrição previamente selecionadas 

(item 4.3.1.1.), seguindo os parâmetros utilizados após a adaptação da técnica (item 

4.3.1.2.).  
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4.3.2.Análise dos Amplicons por Seqüenciamento Genômico 

 

4.3.2.1. Purificação dos amplicons 

 

Para purificação dos produtos da RT-PCR foi utilizado um kit comercial (Maligen 

Gel extraction Kit), seguindo as instruções do fabricante. 

 
 
 
 
 
4.3.2.2. Seqüenciamento automático e análise das seqüências 

 

Os fragmentos amplificados e previamente purificados (item 4.3.2.1) foram 

seqüenciados em seqüenciador automático 3100 Genetic Analyzer ABI PRISM (Applied 

Biosystems, Califórnia, EUA).  O produto foi seqüenciado em ambos os sentidos, 

utilizando os mesmos iniciadores da RT-PCR, com o kit ABI PRISM Big Dye Terminator 

Cycle Sequencing Kit (Amersham Biosciences), de acordo com as recomendações do 

fabricante. Após, as seqüências foram visualizadas e manipuladas utilizando o programa 

BioEdit, versão 7.01 (Hall, 1999) e, então, submetidas à análise de similaridade de 

seqüências, análise filogenética e alinhamento com outras seqüências de BRSV 

armazenadas no GeneBank (National Center for Biotechnology Information 2004), usando 

o programa ClustalW, versão 1.83 (Thompson et al., 1994).  
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5. RESULTADOS 

 

 
5.1. Detecção do BRSV 

 

 
5.1.1. Teste de RT-PCR 

 

Foram detectadas sete amostras positivas para BRSV utilizando a técnica de RT-

PCR, onde se observou a presença de fragmentos de 603pb, correspondentes à fração do 

segmento selecionado da proteína G. Dentre as amostras detectadas apenas uma amostra 

era de animal com sintomatologia clínica da doença, sendo as outras seis amostras de 

animais adultos sem sinais e sintomas característicos de infecção por BRSV. As amostras 

detectadas como positivas foram as amostras 404, 804, 5810, 3610, 4110, 4910, e BRSV-

108-BR. Ressalta-se que as denominações das amostras não seguiram nenhum padrão 

específico.  

As amostras positivas 404 e 804 eram provenientes de suabes nasais de animais do estado 

de São Paulo, e as amostras 3610, 4110, 4910, 5810 e BRSV-108-BR foram obtidas de 

pulmões de bovinos provenientes do estado do Rio Grande do Sul. Salienta-se que a 

amostra BRSV-108-BR provinha do único animal que apresentava sintomatologia clínica 

sugestiva de infecção por BRSV. Os resultados obtidos podem ser visualizados nas Figuras 

4 e 5. 
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Figura 4. RT-PCR para proteína G 
de BRSV de amostras de suabes nasais. 
 
M: peso molecular 1Kb plus 
1: controle negativo 
2: controle positivo (BRSV-25-BR)  
3: amostra 404   
4: amostra 804  

 

 

 
5.2. Isolamento Viral 

 

As amostras de pulmões 3610, 4110, 4910, 5810 e BRSV-108-BR detectadas como 

positivas pela técnica de RT-PCR foram submetidas ao isolamento viral. A exclusão das 

duas amostras detectadas em suabes nasais (404 e 804) ocorreu devido ao fato das mesmas 

terem sido acondicionadas em TRIzol, fator este limitante para esta técnica.  

Dentre as amostras submetidas ao isolamento foi verificado o ECP característico de 

BRSV na amostra BRSV-108-BR (Figura 6) após a nona passagem em cultivo celular, 

sendo sete passagens em células CER e duas em células BT. A confirmação foi dada pela 

observação de produtos de 711pb, 603pb e 539pb, correspondentes às proteínas F, G e SH 

603pb 

  M   1    2    3   4 

603pb 

 M      1        2       3        4        5        6       7        8        

Figura 5. RT-PCR para proteína G de amostras de pulmão.   
 
M: peso molecular 1Kb plus 
1: controle negativo,             5: amostra 4101 negativa 
2: amostra 2509 negativa     6: amostra 4110 
3: BRSV-108-BR                 7: amostra 4910 
4: amostra 3610            8: amostra 5810  
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respectivamente, pela técnica de RT-PCR. Não foram observadas bandas inespecíficas. Os 

resultados estão demonstrados na Figura 7. 

As amostras 3610, 4110, 4910 e 5810 foram mantidas até a décima passagem em 

cultivo celular, sendo que entre a 1ª, 5ª e 10ª passagens foram testadas novamente 

utilizando-se a RT-PCR. Essas amostras foram descartadas após a décima passagem, sendo 

que não foi possível a detecção de fragmentos correspondentes à proteína G em nenhuma 

das passagens testadas. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Fotografia de cultivo de células CER demonstrando o isolamento da nova estirpe 
viral. 

a) controle negativo ( aumento 5X). 

b) amostra isolada (BRSV-108-BR) mostrando ECP característico ( aumento 5X). 

c) controle positivo (BRSV-25-BR) ( aumento 10X). 

 

 

b c 

a 

  M    1    2    3    4      5    6      7     8     9 

539pb 
603pb 

711pb 
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Figura 7: Resultados da reação de PCR para proteína F, G e SH da amostra isolada de 
BRSV. 
M: marcador de peso molecular 50 pb.  
1, 4 e 7: controles negativos. 
2 e 3: Fragmentos de 711 pb  proteínas F dos isolados BRSV-25-BR e BRSV- 108-BR. 
5 e 6: Fragmentos de 603 pb proteínas G dos isolados BRSV-25-BR e BRSV-108-BR. 
8 e 9: Fragmentos de 539 pb proteínas SH dos isolados BRSV-25-BR e BRSV- 108- BR 
 

 

 
5.3. Análise com Enzimas de Restrição (REA) 

 

5.3.1 Adaptação da técnica 

 

Os resultados obtidos com a amplificação de um produto de 603pb correspondente à 

proteína G para os diferentes isolados por RT-PCR  podem ser visualizados na Figura 8. 

A enzima HinfI, que cliva amostras do subgrupo A, utilizada para a digestão dos 

fragmentos dos diferentes isolados, gerou perfil de restrição enzimática com apresentação 

de dois fragmentos distintos de 482 e 121pb para o isolado BRSV-375 pertencente ao 

subgrupo A (Figura 9) e, como esperado, não clivou as amostras representantes dos 

subgrupos B e AB. 
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Figura 8: RT-PCR proteína G dos isolados de BRSV.  
 
M: marcador de peso molecular 
1: controle negativo 
2: poço em branco  
3: isolado BRSV-375 (subgrupo A) 
4: isolado BRSV-25-BR (subgrupo B)  
5: isolado BRSV-9402022  (subgrupo AB). 

 
 

 
 

 

Com a utilização da enzima PstI, que cliva amostras do subgrupo B, o fragmento de 

603 pb obtido do isolado BRSV-25-BR pertencente ao subgrupo B foi clivado gerando um 

perfil de 390pb e 213 pb como o esperado para esta amostra, sendo que os fragmentos das 

amostras representantes dos subgrupos A e AB não foram clivados. Os resultados podem 

ser visualizados na Figura 10. 

A enzima EconI, que cliva amostras dos subgrupos B e AB, mostrou o perfil de 

restrição enzimática esperado gerando fragmentos de 477pb e 126pb a partir de um 

fragmento de 603pb dos isolados BRSV-25-BR e BRSV-9402022 pertencentes aos 

subgrupos B e AB respectivamente (Figura 11).  

603pb 
M    1      2       3      4        5 

603pb 

482pb 

121pb 

  M    1    2    3    4  

Figura 9: Enzima HinfI,  clivagem do 
isolado pertencente ao subgrupo A 
  
M: marcador molecular 1kb plus 
1: controle negativo   
2: amostra BRSV-375 (A)  
3: amostra BRSV-25-BR ( B)    
4:  amostra BRSV 9402022 (AB) 
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Figura 10: enzima PstI it,, clivagem do isolado 
pertencente ao subgrupo B.  
M: marcador molecular 1kb plus 
1: controle negativo 
2: amostra BRSV-375 (A)  
3: amostra BRSV-25-BR (B)   
4: amostra BRSV 9402022 (AB). 

 
 

 

 

 

5.3.2 Análise por REA das amostras detectadas 

 

Todas as sete amostras detectadas por PCR foram submetidas à técnica de REA.  

Para as amostras de suabes nasais o perfil de restrição enzimático observado sugeriu 

que a amostra 404 pertenceria ao subgrupo B, e que a amostra 804 pertenceria ao subgrupo 

AB. Os resultados obtidos estão demonstrados nas figuras 12 e 13. 

 

 

603pb 

390pb 213pb 

M    1      2      3     4 

 M      1      2       3      4  603pb 

126pb 

477pb 

Figura 11: enzima EcoNI clivagem das 
amostras pertencentes aos subgrupos B e 
AB  
M: marcador de peso molecular 1kb plus 
1: controle negativo 
2: amostra BRSV-375 (A),   
3: amostra BRSV-25-BR (B) 
4: amostra BRSV 9402022 (AB). 
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Figura 12: amostras de secreções nasais.  
Perfil de restrição com enzima PstI. 
M: marcador molecular 1kb plus 
1: amostra 804  
2: amostra 404  

 
 
 

 

 

Os perfis de restrição enzimáticos para as amostras de pulmão positivas sugeriram 

que as amostras BRSV-108-BR, 3610, 4110 e 5810 pertenceriam ao subgrupo B, e que a 

amostra 4910 pertenceria ao subgrupo AB (Figuras 14 e 15). 

Os resultados obtidos com a utilização da enzima HinfI, que cliva amostras 

pertencentes ao subgrupo A, não foi demonstrado, pois não ocorreu clivagem dos 

fragmentos. 

 

 

 

 

Figura 13: amostras de secreções nasais. 
Perfil de restrição para enzima EcoNI  
M: marcador molecular 1kb plus  
1: amostra 804  
2:  amostra 404 

213pb 

390pb 

603pb 

M    1       2    
  M      1      2  

126pb 

477pb 
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Figura 14: amostras de pulmão. 
Perfil de restrição enzima PstI 
M: marcador molecular 1kb plus  
1: amostra 4910  
2-5: amostras BRSV-108-BR, 3610,4110 e 5810 

 
 

 
 
 
5.3.2. Resultados da análise por seqüenciamento. 

 

Foram seqüenciados os fragmentos correspondentes à proteína G das amostras 

detectadas 404, 804 e BRSV-108-BR, bem como os fragmentos das proteínas F e SH do 

novo isolado BRSV-108-BR. 

As seqüências dos fragmentos de proteína G obtidos após a analise das amostras 

BRSV-108-BR, 404-BR e 804-BR apresentaram alta homologia com os isolados 220-60 

(Furze et al., 1997) e BOVX (Paccaud & Jaquier, 1970), ambos pertencentes ao subgrupo 

B, superando 95% de identidade (Quadro 2, Figura 16). As alterações nas seqüências de 

aminoácido são demonstradas no Quadro 3. 

477pb 

126pb 

 M    1     2      3      4     5  
6 7

603pb 

213pb 

390pb 

M     1      2       3     4    5  

Figura 15: amostras de pulmão. Perfil de 
restrição enzima EcoNI.  
M: marcador molecular 1kb plus  
1 -5: amostras BRSV-108-BR, 3610, 4110 4910 e 
5810, 
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Quadro 2: Análise do grau de identidade entre os fragmentos de proteína G 

detectados  com seqüências de amostras disponíveis no GeneBank. 
 

Seq-> 375 391-2 BovX 220-60 220-69 RB94 25-BR 108-BR 404-BR 804-BR 
391-2 0,914          
BovX 0,842 0,842         
220-60 0,842 0,842 1,000        
220-69 0,914 0,914 0,876 0,876       
RB94 0,919 0,919 0,880 0,880 0,995      
25-BR 0,829 0,829 0,987 0,987 0,863 0,868     
108-BR 0,817 0,817 0,970 0,970 0,851 0,855 0,957    
404-BR 0,838 0,838 0,995 0,995 0,872 0,876 0,982 0,965   
804-BR 0,800 0,808 0,957 0,957 0,834 0,838 0,948 0,927 0,953  
ORSV 0,676 0,680 0,668 0,668 0,663 0,659 0,659 0,646 0,663 0,646 
 *em negrito estão ressaltados os valores de identidade obtidos entre as amostras pesquisadas e as 
amostras pertencentes ao subgrupo B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
  
 

9 6

9 7

9 9

9 4

9 8

9 6

6 6

9 2

9 1

0.000.050.100.150.20

SSuubbggrruuppoo  AA  

SSuubbggrruuppoo  BB  

SSuubbggrruuppoo  AABB  

Figura 16: Árvore filogenética preparada com seqüências de nucleotídeos do gene da
proteína G das amostras brasileiras e de amostras de ampla distribuição mundial, classificando
as amostras brasileiras como pertencentes ao subgrupo B.  
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Quadro 3:  Comparação das seqüências nucleotídicas de um fragmento do gene que codifica a proteína G  
(posições 353-594) de diferentes isolados a de BRSV. 
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Os resultados do alinhamento do segmento correspondentes à proteína F do isolado 

BRSV-108-BR com as seqüências da mesma proteína de isolados BRSV pertencentes aos 

subgrupos A, B e AB são demonstrados no Quadro 4. Nota-se que os valores encontrados 

superam os 96% de homologia entre as amostras. 

 
 
 
 
 Quadro 4: Análise do grau de identidade entre os fragmentos de proteína F do 
BRSV-108-BR isolado com seqüências de amostras disponíveis no GeneBank. 
 

Amostra 4642 220-69 FV160 LELYSTAD BAYOVAC RB_94 391-2 

220-69 (AB) 0,960       

FV160 (AB) 0,960 1,000      

LELYSTAD(AB) 0,960 1,000 1,000     

BAYOVAC(A) 0,965 0,985 0,985 0,985    

RB_94(AB) 0,960 1,000 1,000 1,000 0,985   

391-2(A) 0,965 0,985 0,985 0,985 0,990 0,985  

BRSV-108-BR 0,975 0,965 0,965 0,965 0,970 0,965 0,970 
 

 

 Os resultados do alinhamento do segmento correspondentes à proteína SH do 

isolado BRSV-108-BR com as seqüências da mesma proteína de isolados BRSV 

pertencentes ao subgrupo AB são demonstrados no Quadro 5. Os valores obtidos variam 

entre 82,5 a 92,4% de homologia entre as amostras. 
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Quadro 5: Análise do grau de identidade entre os fragmentos de proteína SH detectados 
com seqüências de amostras disponíveis no GeneBank. 
 
Amostras 9910244 9810829 9710985 9610783  9510070 9402022 9314893 88Lu195 

9810829(AB) 0,840        

9710985(AB) 0,871 0,833       

9610783(AB) 0,856 0,977 0,840      

9510070(AB) 0,840 0,962 0,840 0,969     

9402022(AB) 0,848 0,954 0,848 0,962 0,992    

9314893(AB) 0,848 0,984 0,833 0,992 0,977 0,969   

88Lu195(AB) 0,848 0,984 0,833 0,992 0,977 0,969 1,000  

BRSV-108-BR 0,825 0,909 0,787 0,931 0,901 0,893 0,924 0,924 
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6. DISCUSSÃO 

 

A detecção e o conhecimento das características moleculares específicas do BRSV 

presentes em amostras coletadas de bovinos foram alvo deste estudo, uma vez que pouco se 

sabe sobre quais são os subgrupos desses vírus que circulam no rebanho bovino brasileiro. 

Para o diagnóstico das amostras coletadas foi utilizada a técnica de RT-PCR, 

baseando-se em relatos de Almeida et al. (2004), que revelaram ser 100 vezes mais sensível 

a amplificação de segmentos correspondentes à proteína G quando comparada ao gene que 

codifica a proteína F, sendo, assim, mais adequado para a detecção de BRSV em amostras 

de campo.  Também se levou em consideração os relatos de Furze et al. (1997), que citam 

que a diferenciação em subgrupos de BRSV deve ser baseada na variação antigênica da 

proteína G ou no seqüenciamento do gene que codifica a mesma. 

Com efeito, o vírus foi detectado e isolado com sucesso em uma amostra de tecido 

de animal com sintomatologia clínica compatível com BRSV durante a realização deste 

trabalho, e a amostra foi denominada BRSV-108-BR. Ainda foram detectadas seis amostras 

positivas para a presença de BRSV em animais adultos sem sinais e sintomas de doença 

respiratória dentre as quais duas amostras de secreções nasais oriundas do estado de São 

Paulo e quatro amostras de fragmentos pulmonares provenientes do estado do Rio Grande 

do Sul. A detecção desses vírus em amostras oriundas de bovinos sem sintomatologia 

clínica (6/277), representando 2,16% do total das amostras analisadas, foi vista pela 

primeira vez no presente estudo, significando um novo e importante achado para estudos de 

BRSV. Estes resultados vão de encontro com a hipótese gerada por Van der Poel et al. 
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(1993) que a partir de evidências sorológicas sugeriram que os BRSV se mantêm nos 

rebanhos bovinos em infecções persistentes subclínicas e por re-infecções esporádicas de 

animais previamente soropositivos, o que poderia explicar, em parte, por que algumas 

propriedades, mesmo passando por longos períodos sem manifestações clínicas da doença, 

voltem a sofrer surtos de BRSV sem a introdução de novos animais no rebanho (Van der 

Poel, 1993; Larsen, 2000).  

Devido aos achados neste estudo, sugerimos que outros estudos envolvendo uma 

análise longitudinal da infecção em rebanhos fechados, adotando as técnicas de detecção 

aqui utilizadas, sejam realizados e possam assim, elucidar tal hipótese.  

A técnica de isolamento viral não foi utilizada neste estudo como técnica de 

diagnóstico, visto que atualmente a técnica de isolamento para o diagnóstico laboratorial de 

BRSV não é um procedimento recomendado, já que amostras contendo baixas 

concentrações de vírus raramente permitem a replicação in vitro, mesmo em sistemas 

celulares sensíveis (Dubovi,1993).  Além disso, o transporte das amostras clínicas reduz 

notavelmente a sensibilidade do isolamento, sendo que muitas vezes o isolamento é 

ineficaz quando as amostras não são prontamente submetidas ao cultivo celular (West et 

al., 1998; Larsen, 2000). Desta forma, utilizamos essa técnica apenas visando à obtenção de 

novos isolados de BRSV, naqueles casos em que as amostras foram previamente 

consideradas positivas pela técnica de RT-PCR. 

 Até o presente momento existia um único isolado de BRSV, o isolado BRSV-25-

BR, obtido por Arns et al. (2003) a partir de secreções nasais de um bezerro de dois meses 

de idade. Neste estudo foi possível o isolamento de uma nova estirpe viral, denominada 

BRSV-108-BR, obtida a partir de fragmentos de pulmão colhidos de um bovino com um 

ano de idade, com sintomatologia clínica de pneumonia, apresentando corrimento nasal 
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seromucoso abundante e dispnéia grave. O material foi enviado ao laboratório e submetido 

imediatamente à técnica de PCR, quando foi possível a visualização de fragmento 

correspondente à amplificação do gene da proteína G do BRSV. Após o resultado positivo 

pela técnica PCR, o material foi submetido ao cultivo celular e após nove passagens foi 

possível a visualização do efeito citopático característico, isto é, formação de sincício e 

arredondamento celular (Buys et al., 1989). 

 Além da detecção e isolamento do BRSV, tem-se mostrado evidente a necessidade 

de uma melhor compreensão do BRSV e sua infecção em nosso rebanho, tendo em vista 

que a taxa de morbidade da infecção pelo BRSV em bezerros pode atingir 80 a 100%, 

enquanto a mortalidade excede 5 a 10% do rebanho (Inaba et al., 1972; Bryson et al., 

1978), tornando fundamental conhecer as características intrínsecas das amostras desse 

patógeno circulante em nosso meio. 

O uso da técnica de REA, com vistas a uma melhor definição dos possíveis 

subgrupos de BRSV a serem encontrados em amostras clínicas, foi considerada uma 

técnica promissora. Alguns aspectos tais como rapidez, eficácia e baixo custo, aliados à 

sensibilidade e especificidade, foram fatores decisivos para a escolha dessa técnica que foi, 

então, aplicada aos produtos oriundos da reação de RT-PCR. 

A adaptação da técnica, utilizando como amostras-padrão três isolados pertencentes 

aos subgrupos A, B e AB de BRSV (Figuras 9, 10 e 11), permitiu a detecção das diferenças 

genéticas entre os subgrupos testados, indicando que essas enzimas poderiam ser usadas 

para classificação em subgrupos de BRSV. Os produtos de PCR obtidos das sete amostras 

positivas e submetidos à técnica de REA geraram um perfil de restrição enzimática que 

sugeriu a classificação das mesmas em um dos subgrupos de BRSV, em que as amostras 

804 e 4910 foram consideradas pertencentes ao subgrupo AB (Figuras 12, 13, 14 e 15), e as 
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amostras BRSV-108-BR, 404, 3610, 4110 e 5810 foram classificadas como pertencentes ao 

subgrupo B (Figuras 14 e 15).  

Subseqüentemente, foi realizado o seqüenciamento dos fragmentos correspondentes 

à proteína G das amostras detectadas BRSV-108-BR, 404 e 804. Os resultados obtidos pela 

análise das amostras seqüenciadas quando submetidas às análises de similaridade de 

seqüências, análise filogenética e alinhamento com outras seqüências de BRSV 

armazenadas no GeneBank (National Center for Biotechnology Information 2004), usando 

o programa ClustalW, versão 1.83 (Thompson et al., 1994),  apresentaram alta homologia 

com as seqüências armazenadas no Genebank. Entretanto, a amostra 804, que foi 

considerada como pertencente ao subgrupo AB pela técnica de REA, após o 

seqüenciamento apresentou alta homologia com amostras representantes do subgrupo B 

(Quadro 2, Figura 16), o que pode ser  explicado por achados de Valentova et al. (2005), 

que sugere que a substituição de um único nucleotídeo leva freqüentemente a alterações na 

seqüência de aminoácidos e, conseqüentemente, no padrão de digestão.  

Dos dados apresentados confirmados pela análise filogenética (Figura 16) da 

dedução da seqüência de aminoácidos que codificam a proteína G podemos afirmar que as 

cepas de BRSV que circulam no Brasil podem ser enquadradas no subgrupo B previamente 

proposto (Nettleton et al., 2003; Prozzi et al., 1997; Schrijver  et al., 1996; Valarcher  et al., 

2000; Yaegashi  et al., 2005).  É importante ressaltar que desde a década de 70, em todo o 

mundo, não havia sido descrita a presença de amostras pertencentes a esse subgrupo. 

Portanto, não é possível determinar a procedência exata de BRSV pertencentes ao subgrupo 

B em nosso país, sendo que qualquer esforço para elucidar esse fato seria somente 

especulativo. Dados encontrados na literatura sugerem que a distribuição de grupos 

genéticos e antigênicos de BRSV possua uma localização geográfica bem definida (Larsen 
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et al., 2000; Larsen et al., 1998; Nettleton et al., 2003; Schrijver et al., 1996; Valarcher et 

al., 2000; Yaegashi et al., 2005).  

De modo geral, podemos concluir que a técnica de RT-PCR aqui utilizada obteve 

sucesso em diagnosticar infecções em bovinos causadas por BRSV e ainda poderá ser 

utilizada futuramente em estudos sobre a epidemiologia dessa infecção em rebanhos 

nacionais, dada a sua capacidade de demonstrar a presença do vírus em material coletado 

de animais sem sintomatologia clínica aparente. A análise pela técnica de REA dos 

produtos obtidos pela RT-PCR não apresentou relutados conclusivos quando da 

classificação das amostras em um dos diferentes subgrupos propostos para BRSV (Furze et 

al., 1994; Schrijver et al., 1996; Prozzi et al., 1997; Furze et al., 1997, Larsen et al., 1998), 

sendo assim indispensável à análise filogenética das amostras de BRSV para uma correta 

classificação em subgrupos. Não obstante, propõe-se a utilização da técnica de REA como 

uma nova ferramenta para selecionar variações genéticas entre amostras pertencentes a um 

mesmo subgrupo de BRSV. 
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7. CONCLUSÕES 

 

• Através da  análise por RT-PCR foram detectadas 06 (seis) amostras positivas para 

o Vírus Respiratório Sincicial Bovino (BRSV) de um total de 277 amostras oriundas 

de bovinos sem sintomatologia clínica respiratória, representado 2,16% do total 

analisado; 

• Para o isolamento viral foram selecionadas 05 (cinco) amostras de bovinos 

(positivas pela técnica de RT-PCR)  as quais foram submetidas a sucessivas 

passagens cegas em cultivo celular,  sendo isolada uma amostra de BRSV 

denominada  BRSV-108-BR; 

• A utilização da técnica Análise por Enzimas de Restrição (REA) não apresentou 

resultados conclusivos para a classificação de BRSV em subgrupos, sendo proposta 

aqui como técnica para detecção de variações genéticas entre amostras pertencentes 

a um mesmo subgrupo de BRSV;  

• O seqüenciamento e a análise filogenética mostraram-se indispensáveis para a 

correta classificação de BRSV em subgrupos;  
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• O presente trabalho demonstrou que as diferentes amostras de BRSV analisadas 

pertencem ao subgrupo B. 
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