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ANTIGENIC AND MOLECULAR ANALYSIS OF CYTOPATHIC
ISOLATES OF BOVINE VIRAL DIARRHEA VIRUS
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RESUMO

Sete amostras citopaticas do virus da Diarréia Viral
Bovina (BVDV) isoladas de casos clinicos e do sangue de bezer-
ros de rebanhos com problemas reprodutivos foram analisadas.
Todas as amostras caracterizadas possuiam uma mistura de virus
citopaticos (cp) e néo-citopaticos (ncp), que foram clonados
biologicamente, originando populagfes puras de virus de cada
biotipo. Os clones cp e ncp obtidos foram caracterizados anti-
genicamente com um painel de anticorpos monoclonais (MAbs) e
quanto a expressao da proteina ndo-estrutural NS3. A analise de
reconhecimento pelos MAbs revelou dois padrdes de reatividade:
1. Em cinco casos, 0s virus cp e ncp de uma mesma amostra
mostraram-se antigenicamente muito semelhantes entre si, indi-
cando tratar-se de verdadeiros "pares"” de virus, nos quais o virus
cp origina-se do ncp através de mutagdes ou recombinagdes; 2.
Duas amostras, no entanto, continham virus cp e ncp com dife-
rengas antigénicas consideraveis entre si. A andlise de polipep-
tideos nao-estruturais das amostras ncp através de Western
immunoblot revelou uma Unica banda de reatividade, de massa
aproximada de 125kDa, correspondente a proteina néo-
estrutural NS23. As amostras cp expressaram, além da NS23, um
polipeptideo de massa aproximada de 80kDa, correspondente a
NS3. Duas amostras cp apresentaram diferengas na migragdo da

NS23. Uma amostra apresentou a NS23 com massa menor do que revealed a unique band of

125kDa, enquanto outra amostra apresentou duas bandas de
reatividade, com massas menor e maior que a NS23 dos demais
virus, respectivamente. Esses resultados confirmam achados
anteriores de que amostras de campo citopaticas do BVDV
geralmente possuem virus dos dois biotipos e que o fendtipo
citopatico esta associado a expressao da proteina NS3. O isola-
mento de amostras citopaticas do sangue de animais clinicamente
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normais e de um feto, no entanto, demonstra que a ocorréncia de
virus cp néo se restringe a casos da Doenca das Mucosas.
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SUMMARY

Seven cytopathic isolates of bovine viral diarrhea
virus (BVDV) isolated from clinical cases and blood of calves
from herds with reproductive problems were analysed. All
isolates contained a mixture of cytopathic (cp) and non-
cytopathic (ncp) viruses which were biologically cloned yielding
pure populations of viruses of either biotype. The cp and ncp
viruses obtained by cloning were characterized antigenically with
a panel of monoclonal antibodies (MAbs) and regarding to the
expression of the non-structural polypeptide NS3. The analysis of
MADb binding revealed two patterns of reactivity: 1. In five
isolates, the cp and ncp viruses from the same isolate were
antigenically very similar to each other, suggesting they represent
true "pairs"of viruses. 2. Two isolates, however, yielded cp and
ncp viruses antigenically different from each other. Western
immunoblot analysis of non-structural polypeptides of ncp viruses
reactivity, with a mass of
approximately 125kDa, corresponding to the NS23 of the
standard BVDV Singer strain. In aitidn to NS23, the cp viruses
expressed a polypeptide of approximatelly 80kDa, corresponding
to the NS3. The NS23 of two cp viruses displayed an altered
migration in SDS-PAGE compared to the other viruses. In one
virus, the NS23 had a molecular mass lower than expected
whereas in other virus, two bands of reactivity were observed:
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one smaller and another bigger than the standard NS23,
respectively. Our findings confirm previous results that cytopathic
BVDV field isolates usually contain a mixture of viruses of both

biotypes and that cytopathogenicity correlates with the expression
of NS3. The isolation of cp viruses from the blood of clinically

normal cattle, hoever, demonstrates that their occurrence is not

restricted to cases of mucosal disease.

Key words: bovine viral diarrhea virus, BVDV, antigenic diver-
sity, cytopathology

INTRODUCAO

O virus da Diarréia Viral Bovinabbvine
viral diarrhea virus BVDV) é considerado um dos
patégenos mais importantes de bovinos e esta dis-
tribuido mundialmente (BOLIN, 1995). O BVDV é
um virus pequeno (40-60nm de diametro), genoma
RNA de polaridade positiva, de aproximadamente
12.5 kilobases (HORZINEK, 1981; COLLET#®t
al., 1989), classificado na familia Flaviviridae,
géneroPestivirus (FRANCKI et al, 1991). A in-
feccao pelo BVDV pode estar associada a varias
manifestagdes clinicas que variam desde infec¢des
subclinicas até formas clinicas fatais (BROWNLIE,
1990; BAKER, 1995; BOLIN, 1995).

Amostras de campo de BVDV podem ser
classificadas em biotipos citopatico (cp) e ndo-
citopatico (ncp) de acordo com o efeito de sua repli-
cacdo em cultivo celular (GILLESPIE, 1962;
McCLURKIN et al, 1985). As amostras ncp repre-
sentam a grande maioria da amostras de campo e

estdo associadas as diversas manifestagdes clinicas

da infec¢do (BOLIN1995; DUBOVI, 1998). Amos-
tras cp constituem uma minoria e sdo isoladas quase
gue exclusivamente de animais afetados pela Do-
enca das Mucosas (DM) (BROWNLIE, 1990;

BOLIN, 1995). A ineccao de fémeas gestantes entre

os dias 40 e 120 de gestagdo com amostras ncp é

freqientemente seguida de infecgdo fetal com in-
ducdo de imunotolerancia (BROWNLIE, 1990).

Fetos infectados nesse periodo nascem persistente-

mente infectados (PI). Em animais PIl, é comum o
desenvolvimento de uma enfermidade aguda e fatal
chamada de Doenga das Mucosas (DM)
(BROWNLIE, 1990; BOLIN, 1995). A etiopatoge-
nia da DM ¢é atribuida a uma superinfeccdo do ani-
mal Pl com um virus cp, geralmente originado a
partir do virus ncp original através de mutagbes ou
recombinacdes no genoma (McCLURKI&t al,
1985; MEYERSet al, 1992; DONIS, 1995). Por
isso, em animais que desenvolvem essa forma
clinica, € comum o isolamento de virus dos dois
biotipos (McCLURKIN et al, 1985; BROWNLIE,
1990; BOLIN, 1995). Geralmente, devido a sua
origem comum, 0s virus ncp e cp isolados de casos

de DM séo antigenicamente muito semelhantes entre
si (HOWARDet al, 1987; CORAPEt al, 1988).

Os biotipos ncp e cp podem ser diferen-
ciados em nivel molecular pela expressao e proces-
samento distintos de dois polipeptideos virais nao-
estruturais (DONIS, 1995). Amostras ncp expressam
apenas um polipeptideo de massa aproximada de
125 kDa (NS23). Em contraste, amostras cp expres-
sam a NS23 e também um polipeptideo de aproxi-
madamente 80kDa (NS3), correspondente a porgéo
2/3 carboxi-terminal da NS23 (DONIS, 1995). A
geracdo da NS3/p80 nas amostras cp pode ocorrer
pela clivagem da NS23 ou por duplicacdo do gene
da NS3 (MEYERSt al, 1992; DONIS, 1995).

O presente estudo teve como objetivos in-

vestigar a presenca de virus dos dois biotipos em

amostras de campo de BVDV que produziram ci-
topatologia em cultivo celular e caracterizar esses

virus antigenicamente e quanto a expressao dos

polipeptideos ndo-estruturais NS3 e NS23.
MATERIAL E METODOS

Sete amostras de BVDV que produziram
efeito citopatico (ECP) em cultivo celular foram
analisadas. A origem e informacgdes adicionais refer-
entes a essas amostras estdo apresentadas na tabela
1. A amostra padrdo Singer foi utilizada como con-
trole nos testes de reatividade com anticorpos mono-
clonais e na andlise de proteinas atravég/dstern
immunoblot As amostras foram propagadas em
Células de linhagem de rim bovino (Madin Darby
bovine kidney, MDBK, ATCC-CCL22), cultivadas
em meio essencial minimo (MEM) com antibiéticos
(penicilina 16mg/l e estreptomicina, 0,4mg/kg) su-
plementado com 5% de soro equino.

A presenca de virus do biotipo cp foi evi-
denciada por ocasido do isolamento do virus, pela
producdo de ECP caracteristico. A presenca de virus
do biotipo ncp foi demonstrada através de ensaios de
placa seguidos de coloragéo dos tapetes celulares por
imunocitoquimica (ICQ), de acordo com técnica
descrita por BOTTONt al.(1998).

As amostras foram inicialmente propa-
gadas em cultivo celular e, apos, clonadas biologi-
camente. A clonagem dos virus cp foi realizada
através de ensaios de placa e, a dos virus ncp,
através do método de diluicdo limitante (BOTTON
et al., 1998). Os clones obtidos foram propagados
em cultivo celular para posterior caracterizagcdo. As
placas produzidas pelos virus cp foram visualizadas
diretamente nos tapetes celulares ou apos coloracéo
com cristal violeta. Os focos infecciosos dos virus
ncp foram evidenciados através de ICQ.
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Tabela 1 - Origem e informacdes adicionais das amostras citopaticas do virus da Dme@f)es referentes a essas amostras

Viral Bovina (BVDV) analisadas.

estdo apresentados na tabela 1.

Identificacdo

Espécie/Curso clinico.

Biotipos

Todas as amostras analisadas con-
Clones obtidos tinham uma mistura de virus dos
dois biotipos (cp e ncp). A pre-

Local/Ano

EMP 2

Soro. Bezerro oriundo dep/ncp
rebanho com problemas
reprodutivos.

senca de virus do biotipo cp foi
evidenciada ja nas primeiras pas-
sagens realizadas durante o isola-
mento do virus do material clinico.
A demonstracdo dos virus ncp

SP-Brasil, 1995 EMP2ncp1,2e3
EMP2cp1,2e3

EMP 4 Soro. Bezerro oriundacp/nep SP-Brasil, EMP4ncpl,2e3 P ; 5 A nni
de rebanho com proble- 1995 EMP4cplz2e 3 exigiu a reahz?gao da te,cm.ca de
mas reprodutivos. ICQ. A execugéo _dessa técnica em
tapetes celulares infectados com as
_ _ amostras de campo permitiu a
EMP 5 Soro. Bezerro oriundo dep/ncp  SP-Brasil, 1995 EMP5ncpl,2e3 visualizacdo de dois tipos de focos
rebanho com problemas EMP5cpl,2e3 . . .o
reprodutivos. infecciosos, com e sem ggstrU|gao
celular. A clonagem biolégica das
_ _ _ amostras, através de diluicdo
34P Rim. Feto bovinocp/ncp  Argentina, 1997 34Pncpl,2e3 limitante ou ensaios de placa,
coletado em matadouro. 34Pcpl,2e3 " ~
permitiu a obtencao de pelo menos
trés clones de cada biotipo por
INTA1 Linfonodo. Doencas dascp/ncp  Argentina, 1995 INTA1lncp 1, 2 e 3 gmostra (tabela 1).
Mucosas. INTAlcpl,2e3 Amostras  citopaticas
representam uma minoria dos
INTA 3 Linfonodo. Doenca dascp/ncp  Argentina, 1995 INTA3ncp1,2e 3isolados de campo do BVDV e
Mucosas. INTA3cpl,2e3 tém sido isoladas quase que exclu-
sivamente de casos de Doenca das
INTA 4 Leucécitos.  Novilha cpincp  Argentina, 1995 INTA4 ncp 1, 2 e 3 Mucosas  (BROWNLIE,  1990;

oriunda de rebanho com
problemas reprodutivos.

RIDPATH et al, 1991; BOLIN,
1995). Vérias evidéncias indicam
gue os virus cp se originam do

INTA4cpl,2e3

A reatividade de um painel de MAbs com

virus ncp original, que infecta os
animais PI, através de muta¢Bes ou recombinacdes

os clones de virus obtidos foi analisada através da no genoma (HOWARIR2t al, 1987; CORAPEt al,

técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl), execu-
tada de acordo com protocolos-padréo (BOTTédN
al., 1998). Para isso, utilizou-se um painel de 18

1988; BOLIN, 1995; DONIS, 1995). Por isso, a
ocorréncia do virus cp esta quase sempre associada
ao virus ncp que Ihe deu origem. A transformacao de

MADbs especificos para as glicoproteinas EO e E2, e yjrus ncp em cp também tem sido reproduzida ex-

para a proteina ndo-estrutural NS23 do BVDV cepa

padréo Singer (CORARt al, 1990).

As proteinas virais produzidas em células
infectadas foram analisadas pela técnica\dstern
immunoblot utilizando o MAb 20.10.6 que reage
com a porcao carboxi-terminal da proteina NS23,
correspondente ao polipeptideo NS3 (CORARI
al., 1990). Células MDBK infectadas com cada um
dos virus foram lisadas conforme metodologia des-
crita por LAEMNLI (1970). A técnica d&Vestern
immunoblotpara analise de polipeptideos virais em
células infectadas com o BVDmbém foi descrita

anteriormente (BOTTOMNt al, 1998).

RESULTADOS E DISCUSSAO

perimentalmente através de manipulacdes genéticas
no RNA viral (MENDEZet al, 1998). Amostras cp
também tém sido esporadicamente isoladas de soro
fetal e de animais Pl imunizados com vacinas com
virus vivo formuladas com cepas cp (RIDPAEH

al., 1991; BOLIN, 1995; BOLIN & RIDPATH,
1998). O isolamento ocasional de amostras puras de
BVDV cp de soro feal bovino também tem sido
relatado, embora com uma freqiiéncia ainda menor.
Algumas dessas amostras tém sido identificadas
como virus vacinal, enquanto outras tém origem
desconhecida (BOLIN & RIDPATH, 1998). No
presente estudo, duas amostras analisadas (INTA 1l e
3) foram isoladas de casos diagnosticados clinica-
mente como DM. Nesses casos, 0 virus cp geral-

Sete amostras de campo citopaticas do mente origina-se do par ncp, embora diferencas
BVDV foram analisadas. A origem e demais infor-

antigénicas significativas tenham sido observadas
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entre os clones cp e ncp da amostra INTA 3. A vaci- cp ocorreu pouco tempo antes da coleta das amo-
nacdo de animais Pl com virus vivo modificado stras. Nesses casos, esses animais ainda ndo teriam
também tem sido implicada no desenvolvimento de desenvolvido a DM e poderiam permanecer sem
DM. Em alguns desses casos, diferencas antigénicasmanifestar a enfermidade por algum tempo, apesar
consideraveis entre os virus ncp e cp tém sido de- da presenca de virus dos dois biotipos. Nesse sen-
tectadas (RIDPATHt al, 1991; BOLIN, 1995). tido, tem sido demonstrado experimentalmente que o
O isolamento de amostras cp do sangue desencadeamento da DM a partir da inoculacao de
de animais saudaveis, oriundos de rebanhos com animais Pl com virus cp pode levar varias semanas,
problemas reprodutivgfEMP-2, 4 e 5, INTA 4) e de até meses, periodo no qual os virus cp e ncp repli-
um feto coletado em matadouro (34P) representa cam no animal (BAKER, 1995; BOLIN, 1995;
excecdo a ocorréncia de amostras cp do BVDV. Os FRAY et al, 1998). Em infec¢bGes naturais, a gera-
clones cp e ncp obtidos de cada amostra foram ent&o¢ao do virus cp em um animal Pl poderia ser seguida
caracterizados com um painel de MAbs, com o da replicacdo dos dois virus durante algum tempo
objetivo de determinar as relagBes antigénicas e antes do desenvolvimento da enfermidade. A com-
demonstrar similaridades antigénicas que pudessem provacéo de que esses virus ncp e cp, isolados de
explicar a provavel origem dos virus cp dessas animais clinicamente saudaveis, constituem-se em
amostras. Os resultados dessa andlise estdoverdadeiros pares podera abrir uma nova perspectiva
apresentados na tabela 2. no estudo da génese dos virus cp e na patogenia das
Considerando-se os trés clones de ambos enfermidades associadas ao BVDV. O isolamento de
os biotipos purificados de cada amostra, quatro Virus cp e ncp, antigenicamente relacionados, de
desses isolados (EMP-2, EMP-5, 34P e INTA 4), fetos bovinos, a exemplo do que ocorreu com a
além da amostra INTA 1, continham pelo menos um amostra 34P, tem sido esporadicamente relatado.
par de virus cp e ncp antigenicamente idénticos ou Nesses casos, os virus cp, provavelmente, originam-
muito semelhantes entre si. Os provaveis "pares" de S€ do ncp, a exemplo do que ocorre nos casos de
cada amostra estdo assinalados com asteriscos (taDM, constituindo o que tem sido denominado de
bela 2). Esse alto nivel de similaridade, ou mesmo “doenca das mucosas fetal” (DUBOVI, E., informa-
de identidade em alguns casos, contrasta com asG&ao pessoal).
diferencas antigénicas marcantes geralmente obser- Ap6s a obtengdo das populagdes puras de
vadas quando diferentes isolados de campo do Virus cp e ncp, as amostras originais e os clones
BVDV sdo comparados (CORAPét al, 1988; foram analisados individualmente quanto aos pa-
1990; BOTTONet al, 1998). Semelhancas dessa drdes de expressdo das proteinas NS23 e NS3. O
magnitude s&o comumente observadas quando virusfenotipo cp do BVDV tem sido associado a habili-
ncp e cp isolados de um mesmo animal acometido dade do virus expressar um polipeptideo de massa
de DM sdo analisados antigenicamente (HOWARD aproximada de 80kDa, denominada de NS3, embora
et al, 1987, CORAPEt al, 1988; RIDPATHet al, o papel dessa proteina na producéo de citopatologia
1991). Por isso, a grande similaridade antigénica permaneca incerto (DONIS, 1995). A andlise da
observada entre alguns componentes ncp e cp dasexpressao desses polipeptideos em células infectadas
amostras mencionadas sugere que esses virus te€om as amostras de campo revelou invariavelmente
nham uma origem comum. A comprovacdo dessa duas bandas de reatividade, correspondentes aos
hipétese, no entanto, depende de seqiienciamento epolipeptideos NS23 e NS3 da cepa Singer (figura
analise filogenética desses pares de virus. 1A; 2B; 2C e 2D, linha 3). Os clones ncp apresenta-
Nos casos das amostras EMP-2 e 5 e ram apenas uma banda de reatividade, com migracédo
INTA 4, os virus foram isolados do sangue de bezer- correspondente a NS23 da cepa Singer (figura 1A;
ros saudaveis de rebanhos com problemas reprodu-1B; 1C e 1D, linha 5 e figura 2A, linhas 3 a 9). Uma
tivos, durante triagem para detectar animais Pl. variagéo significativa na migracéo da NS23 foi ob-
Como entdo explicar a presenca de pares de virus servada na amostra EMP-2 ncp em comparagdo com
cp/ncp antigenicamente semelhantes (ou idénticos) 0s outros virus (figura 2A, linha 3). Por outro lado,
no sangue desses animais, se amostras cp/ncp tém &S Vvirus cp apresentaram uma banda de reatividade
sua génese determinada e restringem-se basicamentedicional, correspondente a NS3 da cepa Singer
a casos de DM? Pelo menos duas hipéteses sdo(figura 1A; 1B; 1C e 1D, linha 4; figura 2B, linhas 3
possiveis: 1) os virus cp foram gerados em outros a 9). Alguns virus cp apresentaram alteracGes de
animais do rebanho (possivelmente animais Pl que migracdo da NS23 (figura 1A, linha 4; figura 2B,
geraram o cp a partir do ncp) e, eventualmente, linha 3). Os clones cp da amostra 34P, por exemplo,
transmitidos aos animais testados; 2) os animais apresentaram a banda correspondente a NS23 com
testados eram PI, e a mutagdo do ncp originando o uma migragdo maior (massa menor) do que as
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Tabela 2- Reatividade de um painel de anticorpos monoclonais com os clones de virus citopaticos e ndo-citopaticos obtittas de am
citopaticas do BVDY.

Clone NS 23/ MAb (especificidade} E2/gp53 EO/gp48 Indeterminado
P125-P80
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
EMP2 ncp 1* ® ® ® ® ® ® ® [ [ [ [
ncp2 © @ e o o [ e o o [ e o o o
ncp3 & @ e o o [ [ [ e o e o o o
cpl* o @ o o [ [ [ e o [ °
cp2* o @ o o [ [ [ e o [ °
cp3* o @ o o [ [ [ e o [ °
[
EMP4ncpl e ® ® ® [
ncp2 & @ o o [ [ [ [ [ °
ncp 3 ® ® [ [
cpl o @ e e o o o o o o o o e o [ °
cp2 © @ e e o o o o o o o o e o °
cp3 o @ e e o o o o o o o o e o e o °
EMP5ncpl ®© @ ® e o [ [ e o °
ncp2* e @ e o o e o e o o e o °
ncp3 e @ ® [ [ [ e o °
cpl* ® @ e e o o o o o o o o e o [ °
cp2*r ® @ e o o o o o e o o e o [ °
cp3* ®© @ e e o o o o o o o o e o °
34P ncpl* ® @ e o o o o e o o e o [ o o
ncp2 @ e o o [ e o o e o [ °
ncp3* e @ e e o o o o o o o o e o [ o o
cpl* ® @ e o o e o e o o e o [ °
cp2 o @ e o o [ e o o [ [ °
cp3* ®© @ e o o e o o o o o e o [ °
INTAL ncpl*
e o [ [ [ [
ncp2* @ @ e o o [ e o o [ [ °
ncp3 e e e o [ °
cpl o @ e o o e o o o e o °
cp2* o @ ® [ [ [ °
cp3* ® @ e o o [ e o o [ °
INTA3ncpl © @ e o e o [ [ [ o o
ncp2 e @ o o e o e o o [ e o o
ncp3 e @ e o o e o e o o o o
cpl © o e o o e o o o o o e o [ o o
cp2 o @ ® [ [ [ °
cp3 o o ® [ [ [ [ °
INTA4 ncpl* ®© @ e o e o e o o [ e o o
ncp2 e e o o [ e o o [ [ °
ncp3* @ @ e o o e o e o o [ [ °
cpl* o @ e o o e o e o o e o e o o
cp2r o @ e o o e o e o o e o [ °
cp3* @ @ e o o e o e o o e o [ °

a — A reatividade dos MADbs foi testada por imunofluorescéncia indireta (IFl), utilizando cada MAb como anticorpo primaio©s p
indicam reacéo positiva®

b~ Anticorpos monoclonais produzidos contra a cepa Singer (COBtA#),1990). 1 - 20.10.6; 2 - 15.14.5; 3 - 12G4; 4 - 19F7; 5 - 20g7; 6
-6d11; 7 -10f9; 8 - 18d4; 9 -4d1;10-7.1.8; 11 - 26¢6; 12 - 19F9; 13 - 15C5; 14 - 3D8; 15 - 3C6; 16 - 6C5; 17 - 32B8; 18
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demais (figura 1A, linha 4; figura 2B, linha 5). Os A
clones cp da amostra EMP-2, além da NS3 com
migragdo normal, apresentaram duas bandas de T < Bl B i+ A e, * (i i RN
reatividade préximas, mas ndo idénticas, a migracao 7 i |
esperada para a NS23 (figura 2B, linha 3). Essas
alteracbes de massa molecular da NS23 podem indi-
car a presenca de delecdes, rearranjamentos e/oy
inser¢des no genoma desses virus (MEYERSI,
1992; DONIS, 1995).

NS23 ™. NS23 »

NS3=]
NS3 ==

Figura 2 -Western immunoblode lisados de células infectadas
com os clones nao-citopéticos e citopaticos obtidos a
partir das amostras. A. Clones ndo-citopaticos. Linhas:
1. Células MDBK néo-infectadas; 2. Células MDBK
infectadas com a cepa Singer. 3 EMP-2.2ncp 4. EMP-
4.6n¢cp; 5. EMP-5.3ncp; 6. INTA-1.3ncp; 7. INTA
3.1ncp; 8. INTA 4.3ncp. 9; 34P-2ncp. B. Clones cito-
paticos. Linha 1. Células MDBK ndo-infectadas; 2.

Figura 1 -Western immunoblotle lisados de células infectadas Células MDBK infectadas com a cepa Singer. 3. EMP-
com as amostras de campo e com os clones cp e ncp 2.3cp; 4. INTA 3.4cp; 5. 34P-4cp; 6. INTA 4.3cp; 7.
obtidos a partir dessas amostras. A . Amostra 34P; B. EMP-4.2cp; 8. EMP-5.3cp; 9.INTA 1.3cp. As pontas
INTA 3; C. EMP-5; D.EMP-4. Linha 1. Lisado de de seta indicam as posigdes das proteinas n&o-
células MDBK n3o infectadas; linhas 2 a 5: lisados de estruturais NS23 e NS3 da cepa Singer.
células MDBK infectadas com a cepa Singer (2), iso-
lado de campo (3), clone cp (4) e clone ncp (5), res- ~
pectivamente. As pontas de seta indicam as posi¢oes INFORMACAO PESSOAL
das proteinas ndo-estruturais NS23 e NS3 da cepa
Singer. Dr. Edward Dubovi. Veterinary Diagnostic Laboratory, Cornell

University, Ithaca, NY.
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