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CARACTERIZAGCAO MOLECULAR DE ESTIRPES DE ROTAVIRUS EM REBANHOS
BOVINOS LEITEIROS E DE CORTE DAS REGIOES NORDESTE E CENTRO-OESTE
DO ESTADO DE SAO PAULO

RESUMO - O presente estudo teve como objetivo determinar a ocorréncia de rotavirus

do grupo A e a genotipagem G e P de estirpes detectadas em bezerros de rebanhos
leiteiros e gado de corte, durante o periodo de julho de 2006 a setembro de 2008, em
propriedades rurais do Estado de Sao Paulo, Brasil. Foram amostrados 395 bezerros,
na faixa etaria entre 1 e 60 dias, independentemente da manifestagdo clinica de
diarréia, de 18 rebanhos bovinos, sendo nove de exploragao leiteira e nove de gado de
corte. Por meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA),
determinou-se a ocorréncia de rotavirus em 33,3% (06/18) entre os rebanhos e de 8,6%
(34/395) na populacdo amostrada. A maior freqiéncia de infecgdo foi detectada em
animais com idade entre 16 e 30 dias (p < 0,01). Foram diagnosticados bezerros
infectados por rotavirus tanto em animais com sinais clinicos de diarréia (22%;29/133)
quanto naqueles clinicamente normais (1,9%;05/262), existindo, porém, uma correlacao
entre a presenca da infeccdo e a manifestagéo clinica da diarréia (p<0,01). Em relacao
ao tipo de exploracdo, nos rebanhos leiteiros 0 percentual de ocorréncia foi de 5,3%
(14/264), enquanto que nos rebanhos de gado de corte o rotavirus teve maior
ocorréncia (15,3%; 20/131). A andlise do perfil do genoma de rotavirus por EGPA
identificou dois eletroferétipos distintos, cujas diferencas estavam localizadas na
posicao de migracao dos segmentos 2, 3, 7, 8 e 9. A genotipagem pela reagdao em
cadeia pela polimerase (RT-SNMPCR) das amostras de rotavirus revelou a que as
estirpes circulantes nos rebanhos eram G6P[5], G10P[5], ndo foi possivel fazer
associagdo com o genotipo P[1].

PALAVRAS-CHAVES: Rotavirus, bovino, diarréia, RT-PCR
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MOLECULAR CHARACTERIZATION OF ROTAVIRUS STRAINS IN DAIRY AND
BEEF CATTLE IN THE NORTHEAST AND CENTRAL-EAST REGIONS OF SAQO
PAULO STATE.

ABSTRACT - The present study aimed to determine the Group A rotavirus and G/P
genotyping in detected virus strains in dairy and beef cattle calves from July 2006 to
September 2008 in Sao Paulo State-Brazil farms. 395 calves in 18 flocks (9 dairy cattle
and 9 beef cattle) from 1 to 60-day-old were sampled, independently whether
manifesting clinically diarrhea or not. By using Poliacrylamide Gel Electrophoresis
Technique (PAGE), the rotavirus occurrence of 33.3% (06/18) among flocks and 8.6%
(34/395) among the population sampled were determined. The higher infection
frequency was detected in 16-to-30-day-old calves (P<0.01). Rotavirus-infected flocks
rotavirus-infected were diagnosticated as much the ones having clinical symptoms of
diarrhea (22%, 29/133) as the ones clinically normal (1.9%, 05/262), shawing a
correlation between the presence of infection and the diarrhea manifestation (p<0.01).
Related to the kind of exploration, the occurrence in dairy cattle was 5.3% (14/264) while
in the beef cattle the occurrence was higher (15.3%, 20/131). The rotavirus genome
profile analysis by PAGE identified two distinct electroferotypes, in which differences
were located in the following segment migration positions: 2, 3, 7, 8 and 9. The
genotyping of the Rotavirus sample by polymerase chain reaction (RT-snmPCR)
revealed that the circulating strains among the flocks were G6P[5], G10P[5] e G?P[1].

Keywords: Rotavirus, bovine, diarrhea, RT-PCR.



1. INTRODUCAO

1.1 Consideracdes gerais

A diarréia neonatal é o principal problema sanitario que acomete os bezerros nas
primeiras semanas de vida, causando grandes prejuizos devido a morbidade,
mortalidade, custos com tratamento e atraso no desenvolvimento (WOODE &
BRIDGER, 1975). As causas dessas infecgdes sdo, freqientemente, multifatoriais
(SNODGRASS et al., 1986; REYNOLDS et al.,, 1986). No entanto, entre os varios
agentes detectados, um grupo assume importancia, o género Rotavirus, estando
envolvido em cerca de 60% dos casos (McNULTY & LOGAN, 1983).

Os rotavirus constituem um género da familia Reoviridae, na qual esta agrupada
uma série de virus com caracteristicas morfolégicas e antigenicamente relacionados
(ESTES & COHEN, 1989). A particula viral apresenta um formato icosaédrico, nao-
envelopado com didmetro aproximado de 75 nm, sendo constituida por 3 camadas
protéicas, designadas como capsideo externo, capsideo interno e core, que circundam
0 genoma viral. A camada interna ou core é composta pela proteina VP2, que circunda
os 11 segmentos genémicos, e por duas proteinas estruturais, VP1 e VP3.

No capsideo intermediario do virion esta presente a proteina VP6, cujo antigeno
viral é responsavel pela especificidade de grupo e subgrupo. Atualmente, conhece-se a
existéncia de 7 grupos antigénicos (A — G), embora a maioria das amostras
clinicamente significantes em termos de prevaléncia animal e humana pertenga ao
grupo A (BRIDGER, 1987). No capsideo externo, estdo presentes as proteinas VP7 e
VP4, que apresentam dois antigenos neutralizantes independentes (ESTES, 1996).

Os rotavirus possuem genoma constituido por 11 segmentos de RNA fita dupla
(dsRNA), com tamanhos variando entre 662 e 3.302 pares de base (pb) e tamanho
completo de 18.550 bp, com massa molecular de 2,2x10° Daltons (ESTES;COHEN,
1989).



O RNA genémico pode ser extraido de particulas virais e separado de acordo
com os tamanhos moleculares e velocidade de migragdo dos segmentos, apresentando
um padrao eletroforético caracteristico (PEREIRA et al., 1983).

Os rotavirus séo virus de dificil cultivo e s&o eliminados em grandes quantidades
com as fezes dos animais (10° a 10'"" particulas por grama de fezes), o que levou ao
desenvolvimento de varias técnicas de diagnéstico.

Dos varios métodos disponiveis para detectar rotavirus nas fezes, a eletroforese
em gel de poliacrilamida (EGPA) tem apresentado grande sensibilidade. Por meio deste
método, o padrdo de migracdo dos 11 segmentos do RNA viral, caracteristicos dos
rotavirus, tem-se mostrado Util na discriminagcdo entre diferentes amostras para a
realizagdo de estudos epidemioldgicos, possibilitando deste modo determinar a
prevaléncia de estirpes nas diferentes regides geogréficas e épocas do ano, monitorar
padrdes de transmissao, bem como investigar a origem de surtos de diarréias causadas
por estes virus (PEREIRA et al, 1983). Além dessa técnica, ha o ensaio
imunoenzimatico, que é considerado um dos métodos imunolégicos mais usados no
diagnéstico da rotavirose, sendo sua utilizacao facilitada pela comercializacdo de Kits
(PEREIRA et al., 1985).

Devido a importancia do rotavirus do grupo A na etiologia das diarréias
neonatais, torna-se necessario o estudo de sua variacdo antigénica. Assim, no que se
refere aos rotavirus do grupo A, a classificacdo se faz pela antigenicidade da proteina
VP7, determinando o sorotipo G, e também pela antigenicidade de VP4, definindo o
sorotipo P (ESTES & COHEN, 1989).

A determinacgao do sorotipo G pode ser realizada pelo teste de neutralizagdo com
a adaptacao das estirpes em culturas de células e posterior neutralizagdo com soros
especificos. A producéo de anticorpos monoclonais (MAbs) contra epitopos especificos
localizados na proteina VP7 permitiu o desenvolvimento do ensaio imunoenzimatico
para a determinagcdo de sorotipo G. Mais recentemente, métodos moleculares como
sondas de hibridizagdo e a reagdo de transcricdo reversa seguida pela reacdo em
cadeia pela polimerase (RT-PCR) com “primers” especificos dos genes codificadores da

proteina VP7 foram desenvolvidos para a genotipagem de rotavirus a partir de amostras



clinicas (GOUVEA et al.,, 1994). Essa técnica tornou-se uma alternativa para a
caracterizagdo de rotavirus, uma vez que usa reagentes sintéticos e permite o exame
de um grande numero de amostras.

Até o momento, foram descritos 15 sorotipos G, denominados de G1 a G15
(HOSHINO & KAPIKIAN, 1994; FUKAI et al., 2007). Destes, G6 e G10 sdo encontrados
com maior freqiéncia em bovinos (SNODGRASS et al., 1990; ISHIZAKI et al., 1996).
Nos humanos, foram identificados os sorotipos G1 a G4, G8, G9 e G12 (BEARDS et al.,
1989; GERNA et al., 1990). O sorotipo G5 foi identificado em suinos, eqliinos e bovinos
(HOSHINO & KAPIKIAN, 1994), enquanto G7 e G11 foram relatados em aves e suinos,
respectivamente (HOSHINO & KAPIKIAN, 1994). Posteriormente, foram descritos trés
novos sorotipos, G13, G14 e G15, identificados em equinos (G13 e G14) (BROWING et
al., 1991) e bovinos (G15) (RAHMAN et al., 2003). Entretanto tem sido cada vez mais
freqUente a identificagéo de estirpes de rotavirus animais com sorotipos caracteristicos
de estirpes humanas e vice-versa. Assim, os sorotipos humanos G1, G2 , G3 e G8
foram identificados em bovinos (HUSSEIN et al., 1993; SATO et al., 1997), enquanto os
sorotipos G6 e G10, caracteristicos de bovinos, foram relatados em humanos
(NAKAGOMI & NAKAGOMI, 1993) e suinos (PONGSUWANNA et al., 1996;
MARTELLA et al., 2001).

No que se refere a proteina VP4, KAPIKIAN & CHANOCK (1990) propuseram um
sistema binario de classificagdo, os genotipos P e os sorotipos P, levando em conta se
o método de andlise dessa proteina foi a genotipagem ou a sorotipagem,
respectivamente. Por outro lado, deve-se salientar que a caracterizacdo dos sorotipos P
torna-se mais dificil, uma vez que os reagentes para a realizacdo de provas como 0s
ensaios imunoenzimaticos (EIE) nao estao prontamente disponiveis.

Foram descritos 12 sorotipos P e 27 genotipos P (STEYER et al., 2008), sendo
os genotipos P[1] (NCDV), P[5] (UK) e P[11] (B223) freqlientemente associados a
rotavirose bovina. Os genotipos sdo designados por numero entre colchetes (ESTES,
2001).



1.2 Patogenia da infec¢édo por rotavirus e métodos de diagnéstico

A transmissdo dos rotavirus ocorre principalmente pela via fecal-oral com a
ingestdo de fezes ou alimentos contaminados, sendo que esses virus alcangam a luz
intestinal e destroem enterécitos maduros das porcdes alta e média das vilosidades do
intestino delgado de animais e de humanos (ALFIERI et al., 2007). O virus penetra nas
células do vilo, multiplica-se no citoplasma celular promovendo alteracbes nas suas
caracteristicas. Para a liberacdo de novas particulas ocorre uma destruicdo de células
epiteliais, causando a atrofia das vilosidades intestinais e a hipertrofia das criptas.
Dessa maneira, quando ha o rompimento das células, uma grande quantidade de
virions € liberada para o lumen intestinal, sendo excretado nas fezes (FENNER;
WHITE, 1976).

O mecanismo de producao de diarréia por rotavirus é causado pela diminuicao
da absorcdo dos sais e agua, devido a perda do processo absortivo das células
intestinais e pela diminuicdo das dissacaridases produzidas por essas células, o que
leva a um acumulo de dissacarideos na luz intestinal, fatores considerados importantes
na patogenia da doencga (KAPIKIAN; CHANOCK, 1990).

Animais infectados sdo capazes de eliminar até 10'° particulas virais por grama
de fezes na fase aguda da doenca. Uma vez no ambiente, os rotavirus sao
extremamente resistentes e conseguem permanecer viaveis por longos periodos,
mantendo a contaminagdo ambiental e facilitando o ciclo de infeccdo nos rebanhos
(SNODGRASS et al., 1986).

Apesar dos rotavirus serem espécie-especificos, a transmisséo interespécie
também ¢é possivel. Varios estudos tém encontrado evidéncias antigénicas e
moleculares de recombinacdo in vivo de diferentes estirpes de rotavirus do grupo A
provenientes de humanos e de animais. Estirpes virais que sao geneticamente muito
relacionadas com rotavirus de origem bovina, suina e equina, tém sido isoladas de
criancas com infecgdes sintomaticas ou assintomaticas e nesocomiais.

Reciprocamente, combinagdes genotipicas, comumente associados com estirpes de



rotavirus do grupo A de origem humana, estdo sendo identificadas em animais
(RAHMAN et al., 2003; STEYER et al., 2008).

Estudos realizados na Eslovénia e na Bélgica evidenciaram transmissao
interespécies de estirpes de rotavirus humano, suino e bovino (STEYER et al., 2008;
MATTHIJNSSENS et al., 2008).

Para o diagnéstico de rotaviroses desenvolveram-se varias técnicas laboratoriais
baseadas principalmente na deteccédo do virus nas fezes. Entre elas, pode-se destacar
a microscopia eletrénica (KAPIKIAN; CHANOCK, 1990). Outros métodos também foram
padronizados para deteccdo do rotavirus, como a fixagdo de complemento,
imunofluorescéncia (IFA), radioimunoensaio (RIA), hemaglutinacdo (HA) e aglutinacao
em latex (ALFIERI e al., 2007). O ensaio imunoenzimatico (EIE) € um dos métodos
mais utilizados no diagnéstico da rotavirose por ser altamente sensivel, pratico e
permitir a analise de um grande numero de amostras simultaneamente (PEREIRA et al.,
1985). A composicao genémica exclusiva do rotavirus faz da técnica de EGPA uma
metodologia de deteccdo e estudo das diferengcas no perfil de migracdo de cada
segmento genémico (LUCCHELLI et al., 1992).

Atualmente merece destaque a reacdo de transcriptase reversa seguida pela
reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR), devido ao fato de ser uma das principias
metodologias para a caracterizagao do agente (GOUVEA et al., 1990).

O sequenciamento de nucleotidios dos genes associados as proteinas VP4 e
VP7 das amostras de rotavirus tem contribuido com informag¢des sobre a origem e a

evolucao desse virus.

1.3 Ocorréncia de rotavirus em rebanhos bovinos no exterior

Nos bovinos, o rotavirus é reconhecido como uma das principais causas de
perdas econOmicas. Levantamentos epidemioldgicos realizados no Canada por
McNULTY & LOGAN (1983) identificaram rotavirus em 79% das amostras de fezes
examinadas de animais com e sem diarréia, sendo 42% dos casos com infeccoes

subclinicas. Segundo os autores, estirpes de baixa viruléncia podem ser responsaveis



pela manifestacdo subclinica da doenca. Além disso, constataram que o0s primeiros
casos positivos foram detectados em animais com idade inferior a 5 dias.

Este achado pode ser explicado pelas observagdes de DeLEEUW et al. (1980),
segundo os quais vacas e bezerros aparentemente saudaveis podem eliminar o virus
nas fezes. Assim, bezerros mais velhos e vacas adultas infectadas subclinicamente
podem representar um papel importante na disseminacdo da doenca para bezerros
mais jovens, assim como na manutencao da infeccdo dentro do rebanho.

THEIL & McCLOSKEY (1989) utilizaram as técnicas de EGPA e
imunofluorescéncia para analisar casos de diarréia em rebanhos de leite e de corte dos
Estados Unidos. Num total de 350 amostras, verificaram 22% de positividade, em
animais entre 1 e 28 dias. Além disso, os autores encontraram grande diversidade de
eletrofer6tipos, sendo todos caracteristicos de rotavirus do grupo A. Também nos EUA,
LUCCHELLI et al. (1992) analisaram a prevaléncia de rotavirus em rebanhos leiteiros
de Ohio, utilizando as técnicas de contraimunoeletroforese e EIE. Os autores estudaram
450 amostras de fezes de bezerros com idade entre 1 e 30 dias, detectando 16,4% de
casos positivos para rotavirus. Por meio da EGPA, verificaram também que as estirpes
detectadas eram caracteristicas de rotavirus do grupo A.

Pesquisadores do Japdo, da Africa do Sul e da Argentina também se
preocuparam em estudar a participacao do rotavirus na etiologia da diarréia neonatal.

ISHIZAKI et al. (1995) determinaram a prevaléncia de rotavirus em uma fazenda
de gado de leite no Japdo. Os autores colheram, semanalmente, amostras de fezes de
bezerros do nascimento até 8 semanas. De 219 amostras colhidas, 14,6% foram
positivas para rotavirus pela técnica de EGPA. Por meio desse estudo, determinaram
que 0s animais entre 2 e 4 semanas foram os mais acometidos pelo rotavirus. Outra
observacao importante foi a persisténcia de um unico eletrofer6tipo, assim como a
prevaléncia do sorotipo G6. Também no Japao, FUKAI et al. (1999), estudaram surtos
de diarréia e detectaram a presenca de rotavirus em 36,8% (43/117) das amostras
colhidas. A genotipagem pela técnica de RT-PCR identificou os genotipos G8, G10 e
G6+G8, dos quais o genotipo G8 foi 0 mais prevalente. A genotipagem P identificou os

tipos P6[1], P7[5] e P8[1], além de infec¢des mistas.



Em rebanhos leiteiros argentinos, a presenca de rotavirus foi investigada por
FIUTMAN et al. (1987). Por meio de EGPA e EIE, os autores analisaram 211 amostras
de fezes de bezerros entre 1 e 45 dias, sendo 59 de animais diarréicos e 152 de ndo-
diarréicos. Os autores encontraram 27,2% e 11,8% de casos positivos entre os animais
com e sem diarréia, respectivamente. Também na Argentina, estudos conduzidos por
COSTATINI et al. (2002), utilizando as mesmas técnicas descritas acima, encontraram
40% (452/1129) de positividade em amostras de fezes de bezerros pertencentes a
rebanhos bovinos leiteiros e de corte. A caracterizagdo antigénica das estirpes por EIE
com anticorpos monoclonais mostrou que 32,6% das estirpes tipadas pertenciam ao
sorotipo G6, e 15,4%, ao G10. Encontraram, também, que o sorotipo G6 era
predominante em rebanhos leiteiros e o sorotipo G10 predominava em rebanhos
bovinos de corte.

GARAICOECHEA et al. (2006) determinaram a ocorréncia de diarréia por
rotavirus e a caracterizagdo molecular das estirpes de rotavirus circulantes em
rebanhos de corte e leite na Argentina durante um periodo de 10 anos. De 1581
amostras colhidas e analisadas por EIE foram detectadas 42,0% de casos positivos
para rotavirus, correspondendo a 62,5% do total de surtos de diarréia registrados no
periodo. Por RT-PCR foram detectados os gendtipos G6P[5], predominante nos
rebanhos corte, além de G6 P[11] e G10 P[11], nos rebanhos leiteiros.

1.4 Ocorréncia de rotavirus bovino em rebanhos no Brasil

No Brasil, varios estudos abordaram as caracteristicas epidemioldgicas da
infecgao por rotavirus em bezerros.

As primeiras evidéncias sobre a possivel participagdo desses agentes na
etiologia das diarréias de bezerros, no Estado de Sao Paulo, foram verificadas por
JEREZ et al. (1987a). Nesse trabalho, foram analisadas, por imunoeletrosmoforese, 353
amostras de soros de bezerros, com idade entre 4 e 8 meses, € 48% dessas amostras

apresentaram anticorpos antirrotavirus.



Em outro trabalho, JEREZ et al. (1987b) pesquisaram amostras de fezes de
bezerros e identificaram rotavirus em 20% dos animais com até 30 dias de idade.
Posteriormente, JEREZ et al. (1989) estudaram as caracteristicas do RNA viral de 27
amostras positivas e destacaram quatro perfis eletroforéticos distintos, sendo todos
caracteristicos de rotavirus do grupo A.

BRITO (1994) conduziu experimentos no Estado de Goids, visando a obtengéo
de dados que comprovassem a participacao de rotavirus infectando rebanhos bovinos,
encontrando uma frequéncia de 7,17%, sendo que quatro tipos distintos de perfil
eletroforético foram encontrados.

BUZINARO & FREITAS (2002) utilizando a técnica EGPA, determinaram a
prevaléncia de rotavirus em rebanhos bovinos leiteiros no Estado de Sao Paulo.
Examinaram 576 amostras de fezes de bezerros com idade entre 1 e 45 dias, com e
sem diarréia, sendo que 28 amostras (4,9%) foram positivas para rotavirs do grupo A.

Em estudos realizados em propriedades de criacdo de gado bovino leiteiro,
localizados em municipios do Estado de Sao Paulo, JEREZ et al. (2002), utilizando as
técnicas EGPA e hemaglutinagdo, detectaram 14% de positividade para rotavirus do
grupo A em amostras fecais diarréicas de bezerros. Ainda no Estado de Sao Paulo,
BUZINARQO et al. (2003), utilizando a técnica EGPA, determinaram prevaléncia de 63%
para rotavirus em rebanhos bovinos de exploragdo de corte criados em sistema semi-
intensivo de producao durante trés estacdes de paricdo consecutivas, com presenca de
quatro eletroferétipos distintos.

Estudos realizados por ALFIERI et al. (2006), determinaram a frequéncia de
rotavirus do grupo A pela técnica EGPA em animais com e sem diarréia em rebanhos
de corte e leite de sete Estados brasileiros. Foram analisadas 1898 amostras de fezes
de animais com diarréia e 279 amostras de animas clinicamente sadios, com
positividade de 19,4% e 2,2%, respectivamente.

Levantamentos epidemioldgicos, utilizando a técnica RT-PCR, foram realizados
em varias regides do Brasil com a finalidade de determinar as caracteristicas

genotipicas das estirpes de rotavirus circulantes.



BRITO et al. (1996) analisaram, por EGPA e EIE, 331 amostras de fezes de
bezerros com e sem diarréia, entre 1 e 30 dias de idade, obtendo-se 9,7% de amostras
positivas. A determinacao de subgrupo e sorotipo com anticorpos monoclonais revelou
que 62,5% pertenciam ao subgrupo |, 34,4% nao reagiram com ambos 0s subgrupos,
enquanto os sorotipos G6 e G10 foram encontrados em 46,9% e 6,3%,
respectivamente.

Em outro estudo, ALFIERI et al. (1998) utilizaram a RT-PCR para a
caracterizacado dos genotipos P e G de 20 amostras de rotavirus bovino do grupo A e
identificaram os genotipos G6P[5], G6P[1] e G10P[11] em 75%, 17% e 8% das
amostras examinadas, respectivamente. Posteriormente, ALFIERI (1999) utilizou a
técnica de Multiplex PCR e determinou a freqiéncia das infeccdes singulares, mistas e
heter6logas, encontrando, respectivamente, 64%, 12% e 24% de cada uma das
situacdes. Nesse estudo, ressaltou também a maior freqiéncia do genotipo G6P[5]
(40%; 20/50) nas amostras analisadas.

BUZINARO et al. (1999) utilizaram a RT-PCR para a caracterizagao do genotipo
P de 13 amostras positivas para rotavirus do grupo A, colhidas de bezerros de gado
bovino leiteiro do Estado de Sdo Paulo. A RT-PCR identificou o genotipo P[11] em
todas as amostras testadas.

Posteriormente, BRITO et al. (2000) realizaram a classificacdo das estirpes
circulantes utilizando a técnica de PCR, detectando infec¢des singulares e mistas, com
a predominancia dos genotipos G6 e G10, P[5] e P[11].

BARREIROS et al. (2000) utilizaram a PCR para a caracterizacao genotipica de
13 amostras positivas para rotavirus do grupo A. Nesse estudo, foram identificados os
genotipos G6 P[1], G8 P[1] e G6 P[11].

ALFIERI et al. (2004), realizaram a classificacdo das estirpes circulantes
utilizando a técnica de PCR em amostras de fezes de bezerros de rebanhos de leite e
corte situados nos Estados do Mato Groso do Sul, Sdo Paulo, Goids e Parana.
Detectaram infec¢des singulares com seis associagoes diferentes de G e P (G6P[1],
G6P[5], G6P[11], G8P[11], G10P[11] e G5P[1]) e infec¢cbes mistas caracterizadas pelas
associacoes G6P[1]+P[5] e G6+G8P[1].
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BARREIROS et al. (2004) utilizaram a RT-PCR para a caracterizagdo dos
genotipos P e G de 71 amostras de rotavirus bovino do grupo A, das quais 35 foram
obtidas de rebanhos vacinados com vacina inativada G6 P[1]. Nos rebanhos néo-
vacinados, foram detectados os genotipos G6 P[1], G8 P[1], G6 P[5] e G8 P[11],
enquanto o genotipo G6 P[11], G6 P[5] e G8 P[11] predominaram nos rebanhos
vacinados.

Considerando-se que a sindrome diarréica é um fator de desequilibrio para a
exploragdo pecudria, consistindo em uma das mais frequentes doencas que afeta
bovinos jovens, sendo que o rotavirus bovino é um dos principais agentes etiolégicos
envolvidos nesses processos € que no Brasil poucos dados abordaram sua ocorréncia
em criagdes de exploracao de gado de corte e leite, justificam-se estudos nessa area.
Ainda, estudos sobre a variabilidade genética fornecem dados Uteis para o
estabelecimento de acao epidemiolégica e também para o desenvolvimento e

monitoramento de vacinas.
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2. OBJETIVOS

1. Determinar a ocorréncia de rotavirus em rebanhos bovinos leiteiros e de
corte de propriedades rurais localizadas nas regiées nordeste e centro-oeste no Estado
de Sao Paulo.

2.Analisar o perfil eletroforético do genoma dos rotavirus identificados nessas
amostras.

3.Estudar a distribuicdo dos rotavirus em bezerros, com e sem diarréia, na faixa
etaria de 1 a 60 dias, verificando a possivel existéncia de animais portadores desse
virus.

4. Realizar a caracterizagdo genotipica (G e P) dos rotavirus identificados, por
meio da RT-snmPCR.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao das amostras de fezes

O trabalho foi realizado em fazendas de criacdo de gado bovino de corte e leite
localizadas nos municipios de Orlandia, Jaboticabal, Colina, Sdo José do Rio Preto,
Catigua, Batatais, Votuporanga, Aracatuba, Franca, Taiagu, Descalvado, Guariba,
Monte Aprazivel e Pontalinda, pertencentes as regides nordeste e centro-oeste no
Estado de Sao Paulo (Figura 1).

Foram colhidas 395 amostras de fezes de bezerros, na faixa etaria de 1 a 60
dias, com e sem quadro clinico de diarréia, no periodo de julho de 2006 a setembro de
2008. Dessas, 131 foram obtidas de rebanhos de corte e 264 de rebanhos leiteiros.
Foram amostrados 18 rebanhos, sendo nove de gado leiteiro e nove de gado de corte.
As amostras de fezes foram obtidas diretamente da ampola retal em sacos plasticos e
mantidas em condigcao de refrigeracdo até a chegada ao Laboratério no Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproducdo Animal da FCAV/Unesp, Campus de
Jaboticabal.

No laboratério, as amostras foram armazenadas a temperaturas de -20°C, sendo
posteriormente analisadas para a pesquisa de rotavirus por meio da técnica de EGPA.

As amostras de consisténcia liquida foram consideradas diarréicas, enquanto

fezes de consisténcia firme e pastosa foram classificadas como néo-diarréicas.
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Figura 1. Mapa do Estado de S&o Paulo destacando os municipios onde estéo localizados os
rebanhos estudados, no periodo de julho de 2006 a setembro de 2008.
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3.2 Pesquisa de rotavirus nas fezes pela técnica da EGPA

A andlise das amostras fecais para detecc¢ao de rotavirus foi realizada por meio
da EGPA, de acordo com HERRING et al. (1982).

3.2.1 Preparo da suspenséo fecal

Suspensodes fecais a 20% foram preparadas em tampao Tris/Calcio (TrisHCL 0,1
M; CaCl 1,5 mM pH 7,3), homogeneizadas e centrifugadas a 11.400xg por 30 minutos.
O sobrenadante obtido foi transferido para tubos de vidro e tratado com igual volume de
freon TF (Triclorofluoretano MERCK) e nova centrifugagéo foi efetuada a 1.030xg por
15 minutos. A suspensao foi utilizada para a extragdo do RNA viral ou estocado a -20°C

para posterior andlise.

3.2.2 Extragéo do acido nucléico viral

Para extracdo do RNA viral, 0,4 mL de suspensao fecal foi adicionado a tubos
contendo 40uL de lauril sulfato de sodio (SDS) a 10%, incubando-se a mistura a 37°C
por 30 minutos. A seguir, adicionaram-se 0,2 mL de fenol e 0,2 mL de cloroférmio,
incubando-se a temperatura ambiente por 15 minutos. Ap6s centrifugacédo a 1.030g, o
sobrenadante foi transferido para tubos tipo eppendorf contendo 40 uL de NaCl a 20%.
Em seguida, adicionou-se 1 mL de etanol e a mistura foi incubada a -20°C por 18 horas.
Decorrido esse periodo, os tubos foram centrifugados a 11.000xg por 30 minutos a 4°C,
em centrifuga Eppendorf refrigerada, modelo 5840R. O sobrenadante foi desprezado, e
o material precipitado a seco, em temperatura ambiente, deixando-se os tubos em
posigao invertida sobre papel de filtro. Posteriormente, o sedimento foi ressuspenso em
20 pL de dissociador de amostra (3% SDS; 12,5% de Tris/HCI 0,5 M pH 6,8; 5% de 2-

mercaptoetanol; 0,005% de azul de bromofenol; 40% de glicerol) e incubado por 30



15

minutos em banho-maria a 37°C. Apés esta Ultima etapa, a amostra estava pronta para

ser distribuida no gel de poliacrilamida.

3.2.3 Preparo do gel de poliacrilamida

O gel de poliacrilamida foi preparado com solugédo-estoque de
acrilamida/bisacrilamida na concentragao 30/0,8.

O gel de poliacrilamida foi distribuido entre duas placas de vidro com
espacadores de 1,0mm de espessura e vedadas com agar noble a 2%. Primeiramente,
adicionou-se o gel inferior (acrilamida 7,5% - bisacrilamida 0,2%; TEMED 0,2%;
persulfato de amoénio 0,03%). Apdés a polimerizacdo adicionou-se o0 gel superior
(acrilamida 3,5% - bisacrilamida 0,04%, TEMED 0,2%, persulfato de aménio 0,015%),
sendo colocado o pente imediatamente na abertura superior, para a formagdo das
canaletas.

O gel foi posicionado na cuba de corrida, e os reservatérios desta, preenchidos
com tampao de corrida Tris/Glicina (tris 0,025M, glicina 0,109M, pH 8,3). Realizou-se a
corrida a 20mA por placa, durante 2 horas e 30 minutos.

3.2.4 Coloragéo do gel

O processo de coloracdo com nitrato de prata foi realizado de acordo com
HERRING et al (1982).

Apos ser tirado da cuba, o gel foi lavado trés vezes com agua destilada e fixado
durante 30 minutos em solugdo de etanol (10%) e acido acético (1%). Em seguida,
realizou-se a coloracdo com solugéo de nitrato de prata 0,011M, durante 60 minutos e
sob agitagdo. Transcorrido o tempo, desprezou-se a solucdo e lavou-se o gel para a
retirada do excesso e foi adicionada solug¢ao reveladora de hidroxido de sédio 0,75M e
formaldeido 0,95%, até ser possivel visualizar os segmentos do genoma viral.

O processo de coloragéo foi bloqueado com solugéo de acido acético 5%, e o gel

conservado em solucéo de etanol a 10%.
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3.2.5 Fotografia do gel

Para fotografar o gel foi utilizada cadmera Nikon 2FM2, objetiva macro de 55mm e

filme Fuji, asa 100.

3.3 Amostra padrao de rotavirus

A amostra padrao NCDV (Nebraska Calf Diarrhea Virus) de rotavirus bovino,
cedida pelo Prof. Dr. Amauri Alfieri, da Universidade Estadual de Londrina/PR, foi
utilizada como parametro de comparagcao com as amostras de campo.

A amostra padrdo foi inoculada em cultura de células da linhagem de macaco
Rhesus - MA-104, adquirida junto ao Banco de Células da Universidade Federal do Rio
de Janeiro — BC/UFRJ.

Inicialmente, foram preparadas culturas de células da linhagem MA-104
utilizando-se frascos para cultura descartaveis, de poliestireno, com 25cm?, da marca
TPP-Suica. As células foram cultivadas com meio D-MEM (Minimo Essencial Médium —
Dulbecco), com 10% de soro fetal bovino, seguindo-se as recomendagbes de
TSUNEMITSU et al (1991). As culturas que apresentaram uma monocamada confluente
foram tripsinizadas e colocadas em estufa a 37°C, acompanhando o desenvolvimento
da monocamada através de microscoépio invertido.

O preparo do in6culo foi feito utilizando suspenséo fecal a 20% (item 3.2.1)
fitrado em membrana filtro Milex — Millipore de 0,22um de porosidade. Apés filtracao,
0,5 mL da suspensao fecal foi misturada com 30 pL de V.A.S. (Virus Activation Solution)
que contem tripsina cristalina na proporgao de 5mg/mL de meio, para clivagem do VP4
em VP5 e VP8 e, incubada em banho-maria por 30 minutos.

Antes da inoculacao, as garrafas foram lavadas trés vezes com PBS pH 7,2, o
inoculo transferido para a monocamada e a adsorgao realizada por 60 minutos a 37°C,

homogeneizando suavemente a cada 15 minutos.
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As culturas de células inoculadas com rotavirus foram acompanhadas
diariamente para observagdo do efeito citopatico e a comprovacdo do isolamento foi

realizada pela técnica de EGPA.

3.4 Genotipagem das amostras positivas

A PCR foi utilizada para a caracterizagao dos genotipos G e P de rotavirus
bovino, baseando-se na técnica descrita por GOUVEA et al. (1990).

Para a classificagdo, foi levado em consideracdo o comprimento (nimero de
pares de base) do segmento genémico produzido e amplificado na PCR, comparado

aos padrdes de virus cultivados em células MA.

3.4.1. Extragdo do RNA dupla fita (dsRNA) de rotavirus bovino

O RNA de rotavirus bovino foi extraido a partir de suspensao fecal a 20%
preparada em tampao Tris/Calcio (TrisHCI 0,1M; CaCl 1,5mM, pH 7,3) e centrifugada a
3.000xg por 15 minutos a 4°C, em centrifuga Eppendorf refrigerada, modelo 5840R.
Em microtubos livres de RNAses e DNAses, autoclavados, foram adicionados 250ulL de
suspensao fecal e 750uL de Trizol Reagent® (Gibco BRL) e homogeneizados. Apds
incubacao de 5 minutos a temperatura ambiente, adicionaram-se 200uL de cloroférmio
(Merck). As amostras foram submetidas a centrifugacdo de 11.000xg, a temperatura de
4°C, por 15 minutos, em centrifuga Eppendorf refrigerada, e o0s sobrenadantse
transferidos a novos tubos tipo 'eppendorf'. Foram adicionados 500uL de &lcool
isopropilico, agitando-os suavemente e incubando-os a -20°C por 18 horas. A seguir, as
amostras foram centrifugadas a 11.000xg, a temperatura de 4°C, por 15 minutos, e os
sobrenadantes desprezados. Os materiais precipitados (‘pellet’) foram lavados 1 vez
com 1mL de alcool etilico a 75%, homogeneizados suavemente e submetidos a nova

centrifugacdo de 9.000xg durante 5 minutos, a 4°C. Os sobrenadantes foram
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descartados e, apds secagem, os pellets ressuspensos em 20uL de agua tratada com
DEPC (dietilpirocarbonato).

3.4.2 Sintese de cDNA e reacao em cadeia pela polimerase

Para a sintese de cDNA, foi utilizado o kit SuperScript™ One-Step RT-PCR with
Platinum® Taq (Invitrogen — Life technologies), processando-se numa Unica etapa a
sintese do cDNA e a PCR dos genes que codificam para a proteina VP7 (gene 9) ou
para a proteina VP4 (gene 4). A PCR foi processada em termociclador Mastercycle da
marca Eppendorf.

A 5uL do produto de extracdo do RNA foram adicionados 25uL do tampéo de
reacdo (2x Reaction mix — 0,4mM de dNTPs; 2,4mM MgSQO,), 1uL das enzimas
RT/Platinum Taq (Transcriptase Reversa e Taqg polimerase) e 1uL de cada primer
senso e anti-senso descritos na tabela 1, especificos para cada um dos genotipos G ou
P, na concentracao final de 10uM cada. O volume da reagéo foi completado para 50uL
com agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato).

A genotipagem P e G foi realizada separadamente. Para cada uma das
caracteristicas foram utilizados oligonucleotideos iniciadores (primers) sorotipo-
especificos e complementares as sequéncias génicas que codificam para as proteinas
VP7 e VPA4.

Para a amplificacdo do gene 9 (VP7 — genotipo G), foram utilizados os primers
senso Beg 9 e anti-senso End 9. A sintese de cDNA foi realizada incubando-se a
reacao por 30 minutos a 50°C seguido de 1 ciclo de 2 minutos a 94°C. Na sequéncia, o
cDNA produzido foi amplificado executando-se 35 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30
segundos a 60°C e 60 segundos a 72°C. A extenséo final foi realizada por 5 minutos a
72°C.

Para a amplificagdo do gene 4 (VP4 — genotipo P), foram utilizados os primers
senso con 3 e anti-senso con 2. A sintese de cDNA foi realizada incubando-se a reacao
por 30 minutos a 50°C seguido de 1 ciclo de 2 minutos a 94°C. Na sequUéncia, o cDNA
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produzido foi amplificado executando-se 35 ciclos de 15 segundos a 94°C, 30 segundos
a 50°C e 60 segundos a 72°C. A extensao final foi realizada por 5 minutos a 72°C.

3.4.3 Semi-nested multiplex PCR

A classificagédo das estirpes de rotavirus foi realizada por meio de uma reacao de
semi-nested Multiplex PCR. Foram tomados 1uL do cDNA da primeira amplificacdo em
tubos tipo eppendorf de 200uL, para caracterizagcdo do genotipo G e 10uL para o
genotipo P e adicionado 5uL de 10x PCR buffer Il; 1,5uL de MgCl, 50mM; 1uL de
dNTPs 10mM; 3,0uL de primer mix (G ou P); 0,25uL de Taq polimerase (5U/uL) e 17uL
de agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) para completar volume final de 50uL.

Para a caracterizacdo do genotipo G, o primer mix foi composto pelos
oligonuclotideos DT6, HT8, ET10 e o primer senso Beg 9, na concentragdo final de
0,20uM cada. Para a classificagdo do genotipo P, o primer mix foi composto pelos
primers pNCDV, pUK , pB223, pGOTT, pOSU e o primer anti-senso con 2, na
concentragao final de 0,20uM cada.

A reacao de Multiplex PCR foi processada por 3 minutos a 94°C, seguida de 30
ciclos de 45 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C, 90 segundos a 72°C. A extensao
final foi realizada a 72°C por 5 minutos.

Ao final da reagdo, 8 pL do produto foram diluidos em 2uL tampao de
carregamento e analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% em tampéao TBE
0,5x (Tris 0,089 M; acido bérico 0,089 M; EDTA 0,002M pH 8,0) contendo brometo de
etideo (0,5 pug/mL). A corrida eletroforética foi realizada a 90V por 1 hora e 30 minutos,
e a leitura foi realizada sob luz ultravioleta em leitor tipo Gel Doc da marca BioRad.

Na tabela 1, sdo apresentadas as sequéncias de cada primer, sua posicao no
genoma, as estirpes a partir das quais as sequéncias foram tomadas e o comprimento

do segmento génico esperado.
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Tabela 1. Sequéncia dos iniciadores e sua localizagdo no genoma dos rotavirus, bem como o

comprimento do segmento amplificado.

Geno6tipo  Primer Sequéncia Bp** Posicao Estirpe
& — 3)
P Con2* 868-887 KU
ATTTCGGACCATTTATAACC
Con3* 877 11-32 KU
TGGCTTCGCTCATTTATAGACA
pNCDV 622 269-289  SAy;
CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG
pUK 555 336-354 UK
GCCAGGTGTCGCATCAGAG
pB223 314 574-594  B223
GGAACGTATTCTAATCCGGTG
G Beg9* 1-28 Wa
GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTG
End9* 1062 1062- UK
GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 1036
DT6 500 499-481 UK
CTAGTTCCTGTGTAGAATC
HT8 274 273-256  B37
CGGTTCCGGATTAGACAC
ET10 715 714-697  B223
TTCAGCCGTTGCGACTTC

* “Primers usados para amplificar sequéncias completa

** comprimento do segmento amplificado
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3.5 Andlise estatistica

A possibilidade de associagao entre a presenca de rotavirus, idade dos animais e
consisténcia das fezes foi avaliada pelo teste de qui-quadrado (x?), de acordo com
THRUSFIELD (1995).



4. RESULTADOS

4.1 Triagem das amostras de fezes de bezerros pela EGPA
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A triagem das amostras de fezes de bezerros para a deteccdo de animais

positivos para rotavirus foi realizada pela técnica de EGPA e os resultados encontram-

se na Tabela 2.

Tabela 2. Resultados da EGPA aplicada em amostras de fezes de bezerros, na faixa etaria de 1 a 60

dias, em rebanhos bovinos leiteiros e de corte das regides Nordeste e Centro-Oeste no Estado

de Sao Paulo, colhidas entre julho de 2006 e setembro de 2008.

Localidade Rebanhos
Positivos / Examinados

Y%

Amostras
Positivas / Total

Y%

Orlandia 01 0 0/5

Jaboticabal 0/4 0 0/33

Colina 01 100 0/4 0
S.J. Rio Preto o 50 5/14 35,7
Catigua 0/1 0 0/10 0
Batatais 0/1 0 0/6 0
Votuporanga 01 0 0/26 0
Aracatuba 1/1 100 15/23 65,2
Franca 0/1 0 0/48 0
Taiagu 11 100 1/66 1,5
Descalvado 11 100 11/149 7,4
Guariba 1/1 100 1/5 20
Monte Aprazivel 0/1 0 0/5 0
Pontalinda 1/1 100 1/1 100
TOTAL 06/18 33,3 34/395 8,6

Dos 18 rebanhos amostrados no presente trabalho, 6 apresentaram resultados

positivos para rotavirus do grupo A, com taxa de ocorréncia de 33,3% entre os

rebanhos analisados. Os rebanhos com casos positivos para rotavirus estavam
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localizados nos municipios de Colina, Sao José do Rio Preto, Aragatuba, Taiacu,
Descalvado e Pontalinda.

Os resultados da EGPA mostram que das 395 amostras de fezes colhidas de
animais que manifestavam ou n&o quadro de diarréia e com idade entre 1 e 60 dias, 34
foram positivas para rotavirus, o que representa uma taxa de ocorréncia de 8,6% na
populagcdo amostrada.

Na Tabela 3, os resultados das amostras de fezes de bezerros submetidas ao
teste de EGPA para a detecgao de rotavirus bovino, segundo o tipo de exploragdo da
propriedade, mostram que dos nove rebanhos leiteiros, quatro (44,4%) apresentaram
animais eliminando rotavirus, enquanto 22,2% (02/09) de positividade foi detectada em
propriedades com exploracdo de corte. As porcentagens de amostras positivas
detectadas nos rebanhos leiteiros e de gado de corte foram, respectivamente, 11% e
39,2% (Tabelas 4 e 5).

Tabela 3. Resultados da EGPA para a detec¢do de rotavirus do grupo A em amostras de fezes de
bezerros, na faixa etaria de 1 a 60 dias, separados pelo tipo de exploragao do rebanho, nas
regidoes Nordeste e Centro-Oste no Estado de Sao Paulo, colhidas entre julho de 2006 e
setembro de 2008.

Categoria Rebanho % Amostras %
Positivo/Total Positivas/Total

Leite 4/9 44 .4 14/264 5,3

Corte 2/9 22,2 20/131 15,3

Total 6/18 33,3 34/395 8,6

Pela Tabela 4, observa-se que das 51 amostras de fezes colhidas de animais
com sinais clinicos de diarréia, nas propriedades de gado de corte, 39,2% (20/51)
apresentaram resultados positivos para rotavirus na EGPA, enquanto nenhuma amostra
positiva foi detectada em bezerros nao-diarréicos. As freqliéncias de positividade
detectadas em animais dos rebanhos R4 e R8, situados nos municipios de Sao José do
Rio Preto e Aracatuba foram de 83,3% (R4) e 62,2% (R8), respectivamente.
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Os resultados, quando submetidos a andlise estatistica pelo teste qui-quadrado
(x? = 34,05; p< 0,01), mostraram uma relacdo significante entre a ocorréncia de

rotavirus e a manifestacao clinica de diarréia.

Tabela 4. Resultados da EGPA para a detecgcéo de rotavirus do grupo A em amostras de fezes de bezerros de
rebanhos de corte, na faixa etaria de 1 a 60 dias, segundo a consisténcia das fezes, nas regides

Nordeste e Centro-Oste no Estado de Sao Paulo, colhidas entre julho de 2006 e setembro de 2008.

Municipio Rebanho Animais com Y% Animais sem % Total %
Ne diarréia diarréia
Amostra+/Total Amostra+/Total

Orlandia R1 0/5 0 0/0 0 0/5

Jaboticabal R2 0/3 0 0/0 0 0/3

Colina R3 0/4 0 0/0 0 0/4

S.J.Rio Preto R4 5/6 83,3 0/0 0 5/6 83,3
Catigua R5 0/6 0 0/4 0 0/10 0
Batatais R6 0/3 0 0/3 0 0/6
Votuporanga R7 0/3 0 0/23 0 0/26 0
Aracatuba R8 15/21 71,4 0/2 0 15/23 62,2
Franca R9 0/0 0 0/48 0 0/48 0
Total 20/51 39,2 0/80 0 20/131 15,3

Em propriedades de gado leiteiro, das 82 amostras de fezes colhidas de animais
com diarréia, nove (11%) foram positivas para rotavirus na EGPA. A freqiiéncia de
positividade obtida de animais sem diarréia foi de 2,7% (Tabela 5). Nos rebanhos R10,
R14, R15 e R17 foram detectados casos positivos para rotavirus em animais com e
sem manifestacdo clinica de diarréia com indices de 1,5%, 7,4%, 20% e 100%,
respectivamente.

A andlise estatistica pelo teste do qui-quadrado revelou uma relagao significativa

entre a detecgdo de rotavirus e o quadro clinico de diarréia (x° = 31,11 p<0,01).
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Tabela 5. Resultados da EGPA para deteccéo de rotavirus do grupo A em amostras de fezes de bezerros,

na faixa etaria de 1 a 60 dias, em rebanhos leiteiros das regides Nordeste e Centro-Oeste no

Estado de Sao Paulo, colhidas entre julho de 2006 a setembro de 2008.

Municipio Rebanho Animais c/ diarréia % Animais s/ diarréia % Total %
[\ Amostras +/total Amostras +/total

Taiagu R10 1/11 9,1 0/55 0 1/66 1,5

Jaboticabal R11 0/10 0/4 0 0/14 0
R12 0/1 0/5 0 0/6 0
R13 0/0 0/10 0 0/10 0

Descalvado R14 7/55 12,7  4/94 4,3 11/149 7,4

Guariba R15 0/1 1/4 25 1/5 20,0

S.J. do Rio R16 0/3 0/5 0 0/8 0

Preto

Monte R17 0/0 0 0/5 0 0/5 0

Aprazivel

Pontalinda R18 1/1 100 0/0 0 1/1 100

Total 9/82 11,0 5/182 2,7 14/264 5,30

Conforme pode ser verificado na Tabela 6, a maior ocorréncia de amostras

positivas foi observada em animais com idades entre 16 e 30 dias, com percentual de

13,8% (23/167). Na faixa etaria entre 1 e 15 dias, 11,4% foram positivos para rotavirus,

enquanto a frequéncia de positividade entre os animais com idades de 31 a 45 e 46 a
60 dias foi de 1,6% (01/64) e 1,2 (01/85), respectivamente.

Os resultados dessa tabela foram submetidos & analise estatistica pelo qui-

quadrado e os valores obtidos mostraram que as faixas etarias de 1 a 15 e 16 a 31dias

apresentaram maior freqiéncia quando comparadas com as demais (p<0,01).
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Tabela 6. Resultado das amostras positivas para rotavirus do grupo A pela EGPA, segundo a divisdo de
faixa etaria com intervalo de 15 dias e a manifestagéo ou nao de diarréia, nos rebanhos analisados
das regides nordeste e centro-oeste no estado de Sao Paulo, colhidas entre julho de 2006 a
setembro de 2008.

Idade do Animais % Animais nao- % Total %
animal (dias) diarréicos diarréicos

Amostras+/total Amostras+/total
1a15 7/35 20 2/44 4,5 9/79 11,4
16 a 30 20/66 30,3 3/101 3 23/167 13,8
31a45 1/21 4,8 0/43 0 1/64 1,6
46 a 60 1/10 10 0/75 0 1/85 1,2
Total 29/132 22 05/263 1,9 34/395 8,6

4.2 Analise do perfil eletroforético do genoma de rotavirus pela técnica de EGPA

De acordo com as caracteristicas de migracao eletroforética do genoma viral,
pbde-se agrupar os perfis encontrados em dois eletroferétipos distintos denominados,
ao acaso, de A e B. Dentre as 34 amostras positivas para rotavirus, trés pertenciam ao
eletroferdtipo A e 12 ao B, todos caracteristicos de rotavirus do grupo antigénico A; 19
amostras nao foram classificadas.

Na Figura 2 sdo apresentados os perfis eletroforéticos do genoma de rotavirus
das amostras BO/R 51/08, BR/R 175/07, BO/R 148/07, BO/R 143/07, BO/R 144/07,
pertencentes aos perfis A e B.
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Arranjos Segmentos 1 2 3 4 5 6

1l 7,8,9

10

Figura 2. Perfil eletroforético do genoma de rotavirus do grupo A da amostra BO/R'51/08 (1) eletroferétipo
A, e das amostras BO/R*175 (2), BO/R148 (3), BO/R143 (4) e BO/R144 (5 e 6), classificadas
como eletroferotipo B.

As principais diferencas encontradas na velocidade de migracao dos segmentos
gendmicos de rotavirus bovino foram verificadas comparando-se os perfis
eletroforéticos quando distribuidos separadamente no gel. Assim, de acordo com a
velocidade de migracdo dos segmentos de rotavirus, as diferencas foram relativas a
posicao dos segmentos dos arranjos | e IV. Comparando-se os perfis A e B da Figura 2,
foram detectadas altera¢des na posicdo dos segmentos 2 e 3 do arranjo | e segmentos
10 e 11 do arranjo IV.

Conforme apresentado na Tabela 7, foi identificado no Municipio de Descalvado
(R14) um eletroferétipo (A). Das onze amostras positivas para rotavirus nesse
municipio, duas pertenciam ao eletroferétipo A, enquanto nove amostras ndo foram
classificadas, por apresentar segmentos muito claros, dificeis de serem comparados.

No rebanho R10, do Municipio de Taiacu, também foi encontrada uma amostra de perfil

" BO/R — nomenclatura padrao para estirpes de rotavirus infectando bovinos (ESTES; COHEN, 1989)
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A. Em Aracatuba (R8), doze amostras foram classificadas como perfil B, enquanto nos
rebanhos situados nos municipio de Sdo José do Rio Preto (R4), Guariba (R15) e

Pontalinda (R18) as amostras nao foram classificadas.

Tabela 7. Tipos eletroforéticos de rotavirus distribuidos segundo os municipios e os rebanhos de
origem, de alguns municipios no Estado de Sdo Paulo, no periodo de julho de 2006 a
setembro de 2008.

Perfis eletroforéticos =~ Amostras nao-

Municipio/categoria Rebanho  Amostra* A B classifucadas
Corte

S. J. do Rio Preto R4 5

Aracatuba R8 15 12

Leite

Taiacu R10 1 1

Descalvado R14 11 2 9
Guariba R15 1

Pontalinda R18 1 1
Total 34 3 12 19
o = Positivo

4 3. Classificagao das amostras virais pela RT-snmPCR

A caracterizacao dos gendtipos G e P de rotavirus foi realizada em 17 dentre as
34 amostras positivas para rotavirus do grupo A (50%). No que se refere a genotipagem
G animal, observou-se a ocorréncia do genotipo G6 em oito amostras, enquanto duas
amostras foram identificadas como G10. Para o genotipo P, onze amostras foram
classificadas como P[5] e trés como P[1]. Observou-se a ocorréncia de 2 diferentes
associagcbes entre os genotipos G e P; G6P[5] em 7 amostras e G10P[5] em 2
amostras. Nao foi possivel fazer associagdo em 3 amostras identificadas como P[1], em

4 amostras identificadas como P[5] e em 3 amostras identificadas como G6 (Tabela 8).
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Tabela 8. Resultado da genotipagem das amostras positivas para rotavirus do grupo A pela RT
seguida de semi-nested multiplex PCR (RT-snmPCR), em rebanho bovinos leiteiros e de
corte de municipios no Estado de Sao Paulo, Brasil,colhidas entre julho de 2006 a
setembro de 2008.

Gendtipo P[1] P[5] Nao P Total G
G6 5 3 8

G10 2 2

Nao G 3 4 7

Total P 3 11 3 17

A comparacao entre os diferentes perfis eletroforéticos e o0s genotipos
identificados esta relacionada na Tabela 9. As amostras BO/R 198/08, BO/R 199/08,
BO/R 211/08, BO/R 212/08 e BO/R 214/08, todas provenientes do rebanho situado em
Aracatuba (R8), foram calssificadas com perfil eletroforético B e identificadas como
gendtipo G6P[5]. As amostras BO/R 144/07 e BO/R 146/07, de Sao José do Rio Preto
(R4), foram identificadas como G10P[5], mas nao foi possivel classifica-las quanto ao
perfil eletroforético.
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Tabela 9. Resultado da eletroferotipagem e genotipagem das amostras positivas para rotavirus do
grupo A pela RT-snmPCR, segundo o rebanho de origem, em municipios no Estado de
Sao Paulo, colhidas entre julho de 2006 a setembro de 2008.

Amostras Genotipadas  Rebanho Perfil eletroforético Genotipo G Genotipo P
BO/R 162/06 R12 NC NT P[1]
BO/R 165/06 R12 NC NT P[1]
BO/R 78/07 R12 A NT P[1]
BO/R 144/07 R4 NC G10 P[5]
BO/R 145/07 R4 NC NT P[5]
BO/R 146/07 R4 NC G10 P[5]
BO/R 196/08 R8 B NT P[5]
BO/R 198/08 R8 B G6 P[5]
BO/R 199/08 R8 B G6 P[5]
BO/R 203/08 R8 B G6 NT
BO/R 204/08 R8 B G6 NT
BO/R 206/08 R8 B G6 NT
BO/R 210/08 R8 B NT P[5]
BO/R 211/08 R8 B G6 P[5]
BO/R 212/08 R8 B G6 P[5]
BO/R 213/08 R8 B NT P[5]
BO/R 214/08 R8 B G6 P[5]

NC = ndo classificada

NT" = nao genotipada

Na figura 3 estado representados os segmentos amplificados para a genotipagem
G e P, mostrando o perfil de migracao dos genotipos G6 (segmento de 500pb) e P[5]
(555pb) das amostras de campo BO/R 198/08, BO/R 211/08 e BO/R 212/08. A amostra
BO/R 78/07 amplificou o segmento 622pb referente ao genotipo P[1].
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L 1 23 4 560L 789 1011 12

Figura 3. Resultado da genotipagem G e P pela reagcdo RT-snmPCR de amostras de rotavirus bovino.
Linha L: marcador molecular (100pb); linhas 2,3,5 e 6: amostras de campo genotipo G6; linhas
8,11 e 12: amostras de campo P[5]; linha 10: amostra de campo P[1]; linhas 1 e 7: amostra
padrao de rotavirus NCDV (G6P[1]).
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5. DISCUSSAO

As doencgas entéricas constituem um dos principais problemas de sanidade que
afetam os rebanhos bovinos, resultando em grandes perdas econémicas em virtude da
morbidade e mortalidade. Entre os varios agentes envolvidos nessa sindrome o género
Rotavirus assume importancia em funcdo da sua ocorréncia, diversidade genética e
implicagéo de ordem econémica e de saude publica.

No Brasil, varios estudos abordaram caracteristicas epidemiolégicas, mas sao
poucos os trabalhos de caracterizacao molecular desse virus em rebanhos bovinos de
exploragéo de corte e leite no Estado de S&o Paulo.

Considerando-se a importancia clinica e a precocidade da infec¢ao por rotavirus,
os estudos sobre a variabilidade antigénica passaram a assumir grande interesse no
monitoramento epidemioldgico das estirpes circulantes e no controle da infeccao por
rotavirus. Diante do exposto, foi desenvolvido o presente estudo com a finalidade de
determinar a ocorréncia de rotavirus e as caracteristicas dos genotipos P e G em
amostras de rebanhos bovinos de exploragao de corte e leite, no Estado de Sao Paulo.

Entre os rebanhos bovinos amostrados foi determinado um percentual de
ocorréncia de rotavirus de 33,3%(Tabela 2), o0 que mostra intensa circulacao do virus
nos rebanhos. Comparando com os dados de prevaléncia disponiveis, encontra-se uma
grande variacao de valores, sendo que prevaléncias elevadas de 63,8% a 78% sao
relatados por pesquisadores (SNODGRASS et al., 1986; BUZINARO et al.,2003). Deve
ser destacado que, nos estudos citados, a pesquisa da infeccdo por rotavirus foi
realizada em rebanhos durante surtos de diarréia, com a maior parte das amostras de
fezes analisadas proveniente de bezerros diarréicos, o que pode explicar a variagdo de
resultados encontrados.

O percentual de ocorréncia de rotavirus na populagdo amostrada foi de 8,6%
(Tabela 2), valor inferior ao encontrado por REYNOLDS et al. (1986) que observaram
uma porcentagem de positividade de 42% em rebanhos bovinos da Inglaterra. Quando

se compara o resultado do presente estudo com trabalhos realizados no Brasil, verifica-
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se também que ele é inferior ao obtido por JEREZ et al. (2002), que detectaram 14% de
positividade, e proxima a obtida por BUZINARO & FREITAS (2002) e BRITO (1994),
que constataram que os rotavirus estavam associados a 4,9% e 7,14% dos casos
estudados em rebanhos bovinos leiteiros dos Estados de S&o Paulo e Goiés,
respectivamente. Vale ressaltar que a amostragem obtida no presente estudo foi
realizada em animais independentemente da manifestacdo clinica de diarréia,
correspondendo a 66,3% (262/395) do total de amostras colhidas, o que contribuiu para
diminuigdo do percentual de ocorréncia de rotavirus, conforme também sugerido por
LUCCHELLI et al. (1992).

Verifica-se, na tabela 3, a diferenca entre o percentual de ocorréncia de rotavirus
em bezerros de propriedades de exploragdo de bovinos de corte e leite com valores de
15,3% e 5,3%, respectivamente. ALFIERI et al. (2006), estudando rebanhos bovinos de
exploracao de corte e leite em sete Estados brasileiros, também encontraram um
percentual maior em animais de corte (22,8%) em relagao aos leiteiros (16,4%). Apesar
das propriedades de corte apresentarem um sistema de manejo mais extensivo,
expondo 0s animais a uma menor pressao da infecgao, era de se esperar que a taxa de
infeccdo nas primeiras semanas de vida fosse inferior aquela detectada e, portanto,
comparavel aos encontrados em estudos com rebanhos leiteiros no Brasil (BUZINARO
& FREITAS, 2002; BRITO, 1994). No entanto, 0 manejo reprodutivo adotado na criagéo
de gado de corte no Brasil, permitindo que os nascimentos se concentrem na estacao
das chuvas, pode estar contribuindo para aumentar a difusdo do virus e
conseqlientemente a incidéncia de diarréia nos rebanhos de corte.

A identificacdo de animais infectados tanto no grupo de bezerros diarréicos
(22%) quanto em animais clinicamente saudaveis (1,9%) € de grande importancia
epidemiolégica (Tabela 6), pois a presenca de animais sadios que eliminaram o virus
sugere a existéncia de portadores assintomaticos nos rebanhos e, conseqliientemente,
de provaveis fontes de infeccdo para outros animais (FIUTMAN et al., 1987;
LUCCHELLI et al., 1992). Outro fator a ser questionado € que a técnica empregada na
deteccao do rotavirus nas fezes, EGPA, apresenta grande sensibilidade podendo

detectar pequeno numero de particulas virais. Assim, bezerros amostrados apos o
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periodo de diarréia aguda provavelmente continuaram a eliminar o virus nas fezes em
quantidades compativeis com o limiar de detecgéo da técnica descrita.

Na Tabela 6 sdo apresentados os dados de ocorréncia de rotavirus em bezerros
dividindo a faixa etaria em intervalos de 15 dias. A faixa etéria que apresentou maior
freqiéncia de infecgcdo foi de animais entre 16 e 30 dias, com ocorréncia de 13,8%. A
analise estatistica revelou diferencga significativa entre as faixas etarias e a presenca de
rotavirus nas fezes, com maior probabilidade de ocorréncia em animais com idade entre
16 e 30 dias (p<0,01).

A esse respeito a literatura tem constatado que, em rebanhos bovinos, a taxa de
infeccdo é maior nas primeiras semanas de vida, sendo que a eliminacao de particulas
virais pelas fezes coincide com a queda de anticorpos de origem colostral no lumen
intestinal, tornando o bezerro susceptivel a infeccdo logo apés o nascimento
(McNULTY; LOGAN, 1983; ISHIZAKI et al., 1995; BUZINARO & FREITAS, 2002).

Dentre as 34 amostras positivas para rotavirus na EGPA, somente foi possivel
analisar o perfil eletroforético de 15 amostras, sendo 12 de gado de exploragcédo de corte
(R8) e trés de gado bovino leiteiro (R10 e R14) (Figura 2).

Os rebanhos situados nos municipios de Taiagu (R10) e Descalvado (R14)
apresentaram amostras com perfis semelhantes (A), ambas obtidas de gado leiteiro. As
outras 12 amostras classificadas com perfil B pertenciam ao rebanho situado no
municipio de Aracatuba (R8), de gado de exploracao de corte (Tabela 7). ISHIZAKI et
al. (1995), estudando rebanhos de gado de leite no Japao, também ndo encontraram
variacao de perfil eletroforético entre amostras de campo quando estudadas por
determinado periodo de tempo. Por outro lado, ha trabalhos com rebanhos bovinos
leiteiros mostrando grande variacao de perfil eletroforético entre as amostras estudadas
(MENDES et al. 1993; BUZINARO et al., 2000).

Deve-se ressaltar que a analise do perfil do genoma pela EGPA é uma técnica
util para se distinguir diferengas entre estirpes de campo e fornecer informagdes sobre o
significado epidemioldgico da variagdo gendmica dos rotavirus, porém ndo fornece

dados sobre antigenicidade.
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A genotipagem das amostras positivas para rotavirus na EGPA permitiu
caracterizar genomicamente as estirpes de rotavirus circulantes (Tabela 8). Foi utilizada
a técnica RT-PCR, seguida pela semi-nested multiplex-PCR, utilizando-se iniciadores
(primers) especificos para os principais genoétipos G e P associados a rotaviroses
bovina e suina.

Na classificacdo quanto ao genotipo G, dois diferentes genotipos foram
detectados: os genotipos G6 e G10. O genotipo G6 foi encontrado em 47,06% (08/17)
das amostras genotipadas € 0 G10, em 11,76% (02/17). Estirpes com os genotipos G6
e G10 ja foram anteriormente observadas em rebanhos brasileiros por BRITO (2000)
que identificou o genotipo G6 como sendo mais freqliente em rebanhos bovinos do
Estado de Goias e por ALFIERI et al. (2004) que detectaram o genotipo G6 e G8 como
os mais freqiientes em rebanhos de bovinos de exploracdo de corte e leite em trés
estados brasileiros.

Em estudos realizados em rebanhos bovinos do Japdo e india, também
detectaram os genotipos G6, G8 e G10 como os mais frequientes (FUKAY et al., 2002;
SARAVANAN et al., 2006)

Para o genotipo P, as estirpes virais genotipadas foram P[1] e P[5], com
frequéncia de 17,65% (03/17) e 64,71% (11/17), respectivamente. Resultados
semelhantes foram encontrados por ALFIERI et. al. (2004) quando estudaram rebanhos
dos Estados do Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e Parand, verificando predominéancia do
genotipo P[5] em 66% das amostras analisadas. BARREIROS et al (2004) detectaram
os genotipos P[11] e P[5] em 57% e 43% das amostras genotipadas, respectivamente.

Em estudos realizados na Itdlia, em rebanhos de exploracdo de corte e leite,
FALCONE et al. (1999) detectaram os genotipos P[1], P[5] e P[11], com predominé&ncia
de genotipo P[5].

Tanto o genotipo G8 quanto o P[11] ndo foram identificados no presente
trabalho, mas ja foram descritos em trabalhos realizados no Brasil (ALFIERI et al.,
2004) e em outros paises (FUKAI et al., 2002; FALCONE et al.,1999).

Apesar da genotipagem ter sido realizada com o uso de protocolo descrito por

outros autores e as reacoes terem sido otimizadas para o maximo de aproveitamento



36

dos reagentes, o numero de amostras nao genotipadas foi alta (50%; 17/34). Uma das
possiveis explicagdes para a ndo genotipagem dessas amostras é o fato do RNA ser
extraido diretamente de amostras fecais, podendo ocorrer uma coprecitacdo de
substancias inibidoras presentes nas fezes. Essas substéncias atuam nos primeiros
passos da amplificagdo da PCR, inibindo a desnaturacdo e o anelamento dos
iniciadores (GOUVEA et al. 1990). Outro fator que pode ter contribuido para falhas na
genotipagem foi o armazenamento das amostras por um longo periodo (dois anos), a —
20C®, o que pode levar a uma diminuicdo do titulo viral e, conseqlientemente, uma
quantidade pequena de RNA extraido das suspensodes fecais.

Também pode ser destacada a utilizacdo de primers associados somente a
rotaviroses bovina e suina, caracterizando amostras que tenham os genétipos
especificos para essas duas espécies animais; nao sendo possivel a genotipagem de
amostras caracterizadas por genétipos de outras espécies animais ou humanos.

Conhecer as combinacbes de genotipos existentes nos rebanhos brasileiros é
extremamente importante, pois oferece informagbes para uma possivel imunizacao
artificial ativa dos animais. Por outro lado, autores relatam que a imunizagdo contra
rotavirus produz respostas ineficientes, uma vez que na natureza ocorre grande
diversidade de genotipos P e G, havendo assim uma necessidade em se produzir
vacinas que contenham estirpes semelhantes as estirpes de campo (LU et al., 1994).
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6. CONCLUSAO

A analise dos resultados obtidos no presente trabalho realizados em

rebanhos de exploracao de corte e leiteiros das regides Nordeste e Centro-Oeste

no Estado de Sdo Paulo permitiram as seguintes conclusdes:

1.

A ocorréncia de rotavirus em bezerros de exploracdo de corte e leite foi de
8,6%, 0 que indica a participacdo do agente na etiologia da diarréia dos
bezerros.

A presenca de infecgdo por rotavirus em 22% (29/132) dos bezerros com
quadro clinico de diarréia indica uma associagao estatistica entre positividade
e manifestacao clinica de diarréia (p<0,01).

A ocorréncia de animais positivos sem sinais clinicos de diarréia (1,9%;
05/263) na populacdo amostrada sugere a presengca de portadores
assintomdticos nos rebanhos e provaveis fontes de infec¢gdo para outros
animais.

A maior freqiéncia de rotavirus foi encontrada na faixa etaria de 16 a 30 dias
(13,8%), existindo uma associagao estatistica correlacao entre a presenca de
rotavirus e a idade dos animais.

A andlise do perfil eletroforético das estirpes de rotavirus identificou dois
eletroferético distinto (A e B), com pouca diversidade genémica nos rebanhos
estudados.

A caracterizacao genotipica das amostras por meio da técnica RT-snmPCR
indicou ocorréncia de infecgbes singulares por rotavirus, observando-se as
associacoes dos genotipos G6P[5], G10P[5] e G?P[1].
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