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INTRODUÇÃO

O gênero Pestivirus da família Flaviviridae possui três espécies reconhecidas que infectam bovinos: vírus da diarreia

viral bovina tipo 1 (BVDV,1), BVDV-2 e vírus da doença da fronteira (BDV), além de uma espécie atípica conhecida

como “HoBi-like”. Esses vírus causam principalmente alterações respiratórias, digestivas e reprodutivas em bovinos, e,

além disso, podem contaminar culturas celulares e o soro fetal bovino (SFB), comumente utilizado como nutriente para

os cultivos de células. A contaminação viral em culturas celulares afeta negativamente as pesquisas, os testes

diagnóstico e a produção de vacinas.

OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi analisar a presença de pestivírus nas diferentes linhagens de culturas celulares,

como células de rim bovino (MDBK), rim felino (CRFK), rim canino (MDCK), rim suíno (PK-15) e embrião de galinha

(CER) armazenadas no Laboratório de Virologia Veterinária da UFRGS.

MATERIAIS E MÉTODOS

41 culturas celulares 

armazenadas em nitrogênio 

líquido foram analisadas

As células foram descongeladas a 37°C Após, foram diluídas em 15 mL de 

DMEM e centifugadas (8 min/362  g) Pelete de células O sobrenadante foi descartadoO pelete foi ressuspendido em

200 µL de DMEM

O RNA total foi extraído utilizando

o reagente TRIzol™ LS (Life 

Technologies™)

O cDNA foi sintetizado com SuperScript™ III 

Reverse Transcriptase Kit (Life Technologies™), e 

o PCR utilizou primers que amplificaram 280-290 

pb da região 5’UTR.

O produto da amplificação foi

submetido a eletroforese em gel 

de agarose a 2%

O produto da PCR foi purificado

utilizando o kit NucleoSpin Extract II 

(Macherey-Nagel, Düren, Germany)

O produto purificado de  8 amostras

positivas foram sequenciados

A árvore filogenética foi construída 

através  do programa MEGA6

RESULTADOS
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Figura 1: Resultados em gel de

agarose utilizando os primers

específicos. As bandas correspondem

à 280-290 pb.
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Figura 2: Árvore filogenética contendo as 

8 amostras sequenciadas (     ).

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

 18 amostras positivas (43,9%)
 8 amostras sequenciadas (BVDV-1 (5), BVDV-2 (2), “HoBi-ike”(1).

 Contaminações celulares por vírus são mais difíceis

de serem detectadas se comparadas às contaminações

por fungos e bactérias.

 A maioria das cepas de BVDV são não-citopáticas,

não causando alterações aparentes na morfologia

celular, o que dificulta a detecção desse tipo de

contaminação celular.

 O SFB é um importante insumo relacionado à

contaminação celular.

 O estudo corrobora com outros semelhantes

encontrados na literatura, salientando a necessidade de

constante controle de pestivírus em cultivos celulares.

 O estudo foi de grande importância para o

monitoramento das células armazenadas no laboratório.


