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EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE ROTAVIRUS EM REBANHOS BOVINOS NO
ESTADO DE SAO PAULO NO PERIODO DE 2006 A 2010

RESUMO- Os rotavirus sao os principais agentes causadores de diarreias em varias
especies animais e nos seres humanos, causando grandes prejuizos econémicos e
de saude publica. Uma caracteristica marcante desse virus € a grande diversidade
genotipica das estirpes circulantes. Informagcbes sobre genotipagem séo
imprescindiveis para estabelecer mecanismos de vigilancia epidemioldgica da
infeccdo por rotavirus. O presente trabalho teve como objetivo discutir a
epidemiologia de rotavirus na espécie bovina por meio de estudos desenvolvidos
entre os anos 2006 e 2010, no Laboratério de Rotavirose da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(FCAV/Unesp). Foram obtidas 803 amostras de fezes de bezerros, na faixa etaria de
1 a 90 dias, com e sem diarreia, de 48 rebanhos de gado bovino leiteiro e de corte
localizados no Estado de S&o Paulo. As amostras foram caracterizadas com base
nos testes de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) e transcricdo reversa
seguida da reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). O teste de PAGE indicou
animais positivos em 33,3% (16/48) dos rebanhos e 6,1% (49/803) das amostras
analisadas. Nos rebanhos leiteiros foram detectados animais infectados por rotavirus
nas diferentes faixas etarias de até 90 dias de idade, enquanto nos rebanhos de
corte alta frequéncia (22,8%) de amostras positivas foi verificada em bezerros entre
1 e 15 dias (P<0,05). A analise do perfil do genoma no PAGE identificou sete
eletroferdtipos, caracteristicos de rotavirus do grupo A, indicando grande diversidade
gendmica do rotavirus nos rebanhos estudados. A caracterizagdo molecular dos
gendtipos G (VP7) e P (VP4) pela RT-PCR identificou o gendtipo G6P[5] como o
mais comum. Foram construidos mapas que analisaram a distribuicido espacial dos
rotavirus detectados. O trabalho de identificacdo do rotavirus é de grande valia, uma
vez que fica evidenciado que o0 agente encontra-se disseminado em varias
localidades do pais que apresentam caracteristicas ambientais e formas de
producéo distintas.

Palavra-chave: bezerros, Brasil, diarreia, distribuicdo espacial, PAGE, RT- PCR
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MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF ROTAVIRUS IN CATTLE SHEEP IN SAO
PAULO STATE IN THE PERIOD 2006 TO 2010

ABSTRACT- Rotavirus is the major causative agent of diarrhea in several animal
species and humans, causing large economic and public health damage. A striking
feature of this virus is the great genotypic diversity of circulating strains. Genotyping
information is essential to establish surveillance mechanisms of rotavirus infection.
This study aimed to discuss the epidemiology of rotavirus in cattle through studies
conducted between 2006 and 2010, the Rotavirus Disease Laboratory of the Faculty
of Agriculture and Veterinary Sciences of the Universidade Estadual Paulista "Julio
de Mesquita Filho" (FCAV / UNESP), 803 samples of feces of calves were obtained,
ranging in age from 1 to 90 days, with and without diarrhea, 48 herds of dairy and
beef cattle in the State of Sdo Paulo. The samples were characterized on the basis of
electrophoresis tests on polyacrylamide gel (PAGE) and then reverse transcription
polymerase chain reaction (RT-PCR). The PAGE test indicated positive animals in
33.3% (16/48) of the herds and 6.1% (49/803) of the samples. In dairy herds infected
animals were detected rotavirus in different age groups (P> 0.05), while in the high
frequency cut herds (22.8%) of positive samples was observed in calves between 1
to 15 days (P <0,05). The genome profile analysis in PAGE identified seven
eletropherotypes characteristic of rotavirus group A, indicating a high genomic
diversity of rotavirus in the herds. The molecular characterization of genotype G
(VP7) and P (VP4) by RT-PCR identified the genotype G6P [5] as the most common.
Maps were constructed to analyze the spatial distribution of detected rotavirus.
Rotavirus identification work is of great value, since it is evident that different

genotypes agent is spread in Sao Paulo presenting different forms of production.

Keywords - calves, Brazil, diarrhea, spatial distribution, PAGE, RT-PCR
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1. INTRODUGAO

A cadeia produtiva de bovinos no Brasil € um setor importante do agronegaocio
brasileiro e exerce reflexo direto na economia nacional. Apesar de possuir um dos
maiores rebanhos do mundo, a produtividade dos rebanhos brasileiros &
considerada baixa. O manejo sanitario deficiente € um dos fatores responsaveis pelo
mau desempenho da atividade leiteira e de corte, possibilitando a ocorréncia de
surtos e enfermidades que acarretam elevados prejuizos econdmicos na pecuaria
nacional.

A diarreia neonatal € uma das doencas mais frequentes dos bezerros e a
principal causa de perdas econbmicas devido a morbidade e mortalidade.
Caracterizada como uma sindrome complexa, a doenca €& desencadeada pela
interacao de varios fatores entre os quais estdo a imunidade, a genética, o ambiente,
a nutricdo e a infecgdo por microrganismos patogénicos. Os principais agentes
envolvidos nessa sindrome podem ser de origem bacteriana, parasitaria e viral,
isolados ou em associagao, muitos dos quais com potencial zoondético, causando
disturbios entéricos nos seres humanos. Dentre os agentes de origem viral, o
rotavirus assume papel importante, apresentando como caracteristica marcante a
alta resisténcia da particula viral, facilidade de transmissdo entre os animais
infectados, grande diversidade genética das amostras de campo, além da
capacidade de infectar uma grande variedade de hospedeiros, dificultando o controle
da enfermidade e, ainda, com consequéncias na saude publica.

Em todo o mundo, focos de diarreias em bezerros tem como causa principal o
rotavirus do grupo A, com maior frequéncia de diagndstico em animais com até 30
dias de idade. No Brasil, as pesquisas também apontam o rotavirus como agente
importante das diarreias nos bezerros, com casos relatados e diagndsticos
comprovados nos Estados do Espirito Santo, Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana, Rio
Grande do Sul e Mato Grosso do Sul.

Dada a importancia desse agente viral, as pesquisas tem mostrado que se
torna imprescindivel estudos epidemioldgicos que investiguem a participacdo do

rotavirus na etiologia das diarreias nos bovinos e das varidveis envolvidas com a



infeccdo e manutengcdo do agente nos rebanhos para a tomada de medidas

profilaticas.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O estudo propds avaliar a ocorréncia de infecgao por rotavirus em rebanhos

de gado leiteiro e de corte no Estado de Sao Paulo entre 2006 a 2010.

2.2 Objetivos Especificos

- Determinar a frequéncia de infeccéo por rotavirus em bezerros de rebanhos
de gado leiteiro e de corte, por meio da técnica de PAGE, no periodo de 2006 a
2010.

- Verificar a distribuicdo de rotavirus em bovinos de acordo com a
consisténcia das fezes (com e sem quadro clinico de diarreia) e a faixa etaria dos
animais nos rebanhos estudados.

- Caracterizar o perfil eletroforético do genoma de rotavirus identificados nas
amostras positivas, por meio da técnica de PAGE.

- Analisar a classificagdo molecular dos gendtipos G e P de rotavirus bovino
identificados ao longo do estudo por meio da técnica de transcricao reversa seguida
da reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR).

- Determinar a distribuicdo temporal dos casos positivos para rotavirus nos

rebanhos estudados, no periodo de 2006 a 2010.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Consideragdes Gerais

A diarreia neonatal bovina é considerada uma das mais importantes
enfermidades que acometem os bezerros em fungdo dos seguintes fatores: ser a
principal causa de morbidade e mortalidade em animais jovens; causar perdas
econbmicas e zootécnicas em razao dos custos com o tratamento e a profilaxia;
aumentar a susceptibilidade a outras infeccbes e retardar o desenvolvimento com
consequente morte dos animais (RADOSTITS et al., 2007).

Embora um grande numero de agentes etioldgicos estdo envolvidos neste
quadro clinico, os rotavirus sdo considerados a causa mais comum de diarreia
grave, antes do desenvolvimento da imunidade ativa (DHAMA et al., 2009).

A primeira descrigdo da presenca do rotavirus em animais foi feita por Mebus
et al. (1969), que demonstraram por intermédio da microscopia eletrbnica a
presenca de particulas virais em amostras de fezes de bezerros com diarreia, as
quais foram denominadas de NCDV ou “Nebraska Calf Diarrhea Virus”. Depois,
Woode e Jones (1975) realizaram o primeiro relato de rotavirus em fezes de suinos
com diarreia. Desde entao, inumeros trabalhos tém sido publicados relacionando os
rotavirus a gastroenterites em diversas espécies de mamiferos e de aves.

Os rotavirus estdo classificados dentro da familia Reoviridae e género
Rotavirus e, de acordo o Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV), foi
proposto a classificacdo dos rotavirus em cinco espécies, diferenciadas pelas letras
A, B, C, D e E (Quadro 1) (ICTV, 2013). A particula viral apresenta um formato
icosaédrico, ndo envelopado com didmetro de 75 nm, constituido por trés camadas

proteicas, designadas como capsideo externo, capsideo intermediario e core.



Quadro 1- Classificagao da familia Reoviridae de acordo com o Comité Internacional
de Taxonomia dos Virus - ICTV (2013), com destaque para o género

Rotavirus.
Subfamilia Género Espécie Infecta
Cardoreovirus Eriocheir sinensis reovirus Animais
Mimoreovirus Micromonas pusilla reovirus Bactérias
Orbivirus Bluetongue virus Animais
§ Phytoreovirus Wound tumor virus Plantas
'% Rotavirus A
g Rotavirus B
© § Rotavirus Rotavirus C '?]‘E'rrnn:r']zs
2 Rotavirus D
é Rotavirus E
c(\é Seadornavirus Banna virus Animais
% Aquareovirus Aquareovirus A Animais
L Coltivirus Colorado tick fever virus Animais
o Cypovirus Cypovirus 1 Insetos
_E Dinovernavirus Aedes pseudoscutellaris reovirus Insetos
E Fijivirus Fiji disease virus Plantas
_E Idnoreovirus Idnoreovirus 1 Insetos
(% Mycoreovirus Mycoreovirus 1 Animais
Orthoreovirus Mammalian orthoreovirus Animais
humanos
Oryzavirus Rice ragged stunt virus Plantas

O genoma viral é constituido por 11 segmentos de dupla fita de RNA
(dsRNA), sendo que cada segmento gendmico codifica pelo menos uma proteina,
das quais seis séo proteinas estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, VPG, VP7) e seis ndo
estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6) (Figura 1) (ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

O “core” é formado pelas proteinas VP1, VP2 e VP3. A proteina VP2 é
codificada pelo segmento 2 e esta envolvido na organizacdo do genoma viral. As
proteinas VP1 (codificada pelo seguimento 1) e VP3 (codificada pelo segmento 3)
estdo associados ao genoma viral e apresentam atividades de polimerase (ESTES;
KAPIKIAN, 2007).

O capsideo intermediario, formado pela proteina VP6 e codificado pelo
segmento 6 possui elevado potencial antigénico e imunogénico. Esta proteina

contém determinantes antigénicos de grupo e subgrupo e nao induz a producio de



anticorpos neutralizantes, mas é provavel que atue na indugao de imunidade celular
(VAN REGENMORTEL et. al., 2000).

As proteinas que compdem o capsideo externo séo a VP4 e VP7. A proteina
VP4 é codificada pelo quarto segmento do genoma viral. Ela é clivada por enzimas
proteoliticas em dois polipeptideos menores VP5* e VP8* e forma juntamente com a
VP7 o capsideo externo do rotavirus, sendo responsavel pela ligacdo dos rotavirus
aos enterocitos. A proteina VP7 é codificada pelos segmentos 7, 8, ou 9
dependendo da estirpe viral. Esta proteina é considerada altamente imunogénica e
induz a produgao de anticorpos neutralizantes especificos e contém antigenos para
sorotipos e gendtipos de rotavirus do grupo A. Nesse sistema, a proteina VP4 é
referida como antigeno P (protease-sensivel), e a proteina VP7 como antigeno G
(glicoproteina) (ESTES, 2001).

Pelo menos 35 gendtipos P distintos ja foram descritos (MINO et al., 2013),
sendo os gendtipos P[1] (NCDV), P[5] (UK) e P[11] (B223) frequentemente
associados a rotavirose bovina (PAPP et al., 2013). Em humanos, seis diferentes
gendtipos foram relatados, sendo denominados P[8] (Wa), P[4] (DS1), P[6] (M37),
P[9] (k8), P[10] (69M) (ESTES; COHEN, 1989), e P[12] (GOUVEA et al., 1994;
STEELE; VAN NIEKERK; MPHALELE, 1995). Outros gendtipos P importantes para
animais sao P[6] (OSU) e P[7] (GOTTFRIED), encontrados em suinos, destacando-
se ainda os genotipos P[1] e P[2] (SA11), P[3] (RRV), ambos virus simios, e em
equinos, a estirpe H2 (GOUVEA et al., 1994).

No que se refere aos gendtipos G, foram descritos 27 gendtipos (G1 - G27)
(MATTHIJNSSENS et al., 2011; MIYAZAKI et al., 2011). Destes, G6, G8, e G10 em
associacdo com P[1], PI[5], P[11], P[15] e P[21] sao considerados
epidemiologicamente relevantes para a espécie bovina (SNODGRASS et al., 1986,
ISHIZAKI et al., 1995; ESTES; KAPIKIAN, 2007; MARTELLA et al., 2010), enquanto
estirpes pertencentes a G1 — G3, G5 e G11 e PJ[3], P[6] e P[14] sdo detectadas
esporadicamente.

Nos seres humanos, foram identificados os sorotipos G1 a G4, G6, G8, G9 e
G12 (GERNA et al., 1990; ITURRIZA-GOMARA; KANG; GRAY, 2004.; YAMAMOTO
et al., 2011). O sorotipo G5 foi identificado em suinos, equinos e bovinos, enquanto

G7 e G11 foram relatados em aves e suinos, respectivamente (HOSHINO;



KAPIKIAN, 1994). Posteriormente, foram descritos novos sorotipos identificados em
equinos (G13 e G14) (BROWING et al.,, 1991; MONINI et al., 2011) e em bovinos
(G15, G21 e G24 ) (RAHMAN et al., 2003; ABE et al., 2011).

As proteinas nao estruturais NSP1 (codificada pelo segmento 5), NSP2
(codificada pelo segmento 7, 8 ou 9), NSP3 (codificada pelo segmento 7, 8 ou 9),
NSP5 e NSP6 (codificadas pelo segmento 11), estdo envolvidas na replicagéo viral e
interagem com o acido nucleico. A NSP4 (codificada pelo segmento 10) € uma
glicoproteina transmembrana, localizada especificamente no reticulo endoplasmatico
(RE) e desempenha importante papel na morfogénese e patogénese viral. Estudos
realizados em camundongos caracterizam tal proteina como a primeira enterotoxina
viral (DEEPA; RAO; SUGUNA, 2007; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Protein

VP4

-  NSP2 . antigen

VP7
Neutralization

10— G- NSP4 antigen

SN aren Subcore

Figura 1- Diagrama esquematico da particula de rotavirus identificando os 11
segmentos do genoma viral e as respectivas proteinas codificadas
(adaptado de Gentsch et al., 2005).

Um sistema adotado para a classificacdo de amostras dos rotavirus baseia-se
na analise de padrao eletroforético de migracao de segmentos genémicos, no gel de
poliacrilamida, pois sado os unicos virus conhecidos de mamiferos e aves que
possuem 11 segmentos de RNA. A extensdo de cada um dos 11 segmentos varia
entre 667 e 3.302 pb e 0 genoma completo apresenta aproximadamente 18.600 pb.
E essa diferenca de tamanho que possibilita que os segmentos gendmicos
apresentem perfil de migracdo caracteristico e uUnico para os rotavirus quando

separados por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Com base nos perfis



eletroforéticos, foram definidos sete grupos denominados de “A” a “G” dentre estes,
os rotavirus do grupo “A” sdo os mais prevalentes (LUCCHELLI et al ., 1992).

Por esses virus apresentarem auséncia de envelope glicoproteico, sua
resisténcia as condi¢des ambientais sao elevadas (WHO, 2006), permanecendo
viaveis por cerca de 60 dias em esgoto comum, ou até mesmo infectante em
temperaturas de até 50°C (FAUQUET et al., 2005). Estudos demonstram que a
infectividade dos rotavirus pode ser mantida por um longo periodo de tempo
(aproximadamente 32 meses) a 10°C em fezes, tornando preocupante a
possibilidade de serem veiculados pelos efluentes ndo tratados, e como
consequéncia, disseminarem-se para outras espécies (RAMOS et al., 2000). Para
inativagdo dos virus, podem ser usados desinfetantes tais como fenol, formalina,
cloro e betapropiolona; o etanol 95% € um dos desinfetantes mais eficazes, pois
remove o capsideo externo (KAPIKIAN et al., 1986).

Os rotavirus sdo predominantemente espécie—especificos, porém infeccdes
heter6logas também sao relatadas com relativa frequéncia. Essas infec¢des séo
caracterizadas pela infeccdo de uma determinada espécie animal por um rotavirus
de outra espécie, como as de seres humanos causadas por genotipos de rotavirus
de suinos e bovinos e vice — versa. O que exemplifica o carater zoonético da doenca
que esta cada vez mais presente nos isolados virais identificados em humanos.
Estudos realizados na Eslovénia e na Bélgica evidenciaram a transmissao
interespécies de estirpes de rotavirus humano, suino e bovino (STEYER et al., 2008;
MATTHIJNSSENS et al., 2008).

3.2 Patogenia

A transmissao dos rotavirus ocorre principalmente pela via fecal-oral com a
ingestédo de fezes ou alimentos contaminados, atingindo a luz intestinal e infectando
os enterocitos maduros das vilosidades do intestino delgado de animais e de
humanos, em especial, nas regides do duodeno e jejuno. A liberagdo de novas
particulas ocorre apdés a destruicdo das células epiteliais, causando atrofia das

vilosidades intestinais e hipertrofia das criptas. Apés o rompimento das células, uma



grande quantidade de virus s&o liberados para o lumen intestinal, sendo excretados
nas fezes (COOK et al., 2004).

Estudos experimentais com estirpes homodlogas e heterdlogas de rotavirus
revelaram que o agente quando recombinates pode causar viremia e infecgoes
extraintestinais. Apds a destruicdo dos enterdcitos e exposigado da membrana basal,
o rotavirus antinge a corrente circulatéria e alcanga outros 6rgdo como figado,
pulmdes, liquido cefalorraquidiano e plexo coroide, podendo desempenhar um fator
predisponente para infecgdes bacterianas secundarias Estas descobertas podem
fornecer novas perspectivas sobre a patogénese de doencgas respiratérias em
bovinos (KIM et al., 2011).

O mecanismo de producdo da diarreia por rotavirus € ocasionado pela
diminuicdo 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 ao acumulo de dissacarideos na luz intestinal, fatores
considerados importantes na patogenia da doencga (KAPIKIAN; CHANOCK, 1990).

A maior suscetibilidade dos animais neonatos é explicada pelo fato de a
reposicao do epitélio apical das vilosidades intestinais ocorrer de forma mais lenta,
facilitando o desenvolvimento completo do ciclo replicativo e a producédo viral. Os
animais adultos tornam-se resistentes a doenga porque a reposi¢cao dos enterocitos
€ mais intensa e compete com a replicagao viral, de forma que somente as estirpes
virais muito virulentas podem causar diarreia em bezerros com idade superior a seis
semanas. A doenca clinica também n&o é frequente na primeira semana de vida do
animal, provavelmente pela transmissdo passiva dos anticorpos maternos e

consequentemente a neutralizacdo do virus (CRAWFORD et al., 2006).

3.3 Métodos de diagndstico

As manifestacbes que os rotavirus desencadeiam ndo geram sinais
caracteristicos e especificos para que se possam concluir um diagndstico apenas
pela sintomatologia, uma vez que outras infecgbes virais também podem gerar

quadros semelhantes, por isso a necessidade de um diagnéstico laboratorial. Uma
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das caracteristicas dos rotavirus € a grande quantidade de particulas virais
eliminadas nas fezes o que facilita a detecc¢ao do virus (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A primeira técnica utilizada foi amicroscopia eletronica que possibilitou o
diagnodstico direto do virus, identificando a particula nas amostras de fezes de
criangas com gastroenterite. Porém, a utilizagdo desta técnica na rotina laboratorial
se torna inviavel quando se tem um grande numero de amostras, além da
necessidade de ter pessoal qualificado (BRANDT et al., 1981).

Outra técnica bastante utilizada é a detecgdo do antigeno viral com uso de
anticorpos  policlonais pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA), disponivel
comercialmente na forma de “kits” que permite o uso em laboratérios de rotina com
facilidade de se testar varias amostras simultaneamente (PEREIRA et al., 1985).

Dos varios métodos disponiveis para detectar rotavirus nas fezes, a técnica
de eletroforese em gel de poliacriiamia (PAGE) tem apresentado grande
especificidade analitica, e é a técnica mais utilizada para o diagndstico da rotavirose.
Por meio deste método, o padrédo de migracdo dos 11 segmentos do RNA viral,
caracteristicos dos rotavirus, tem-se mostrado util na discriminagao entre diferentes
amostras para a realizagao de estudos epidemioldgicos, possibilitando deste modo
determinar a estirpes prevalentes nas diferentes regides geograficas e épocas do
ano, monitorar padrées de transmissao, bem como investigar a origem de surtos de
diarreias causadas por estes virus (PEREIRA et al., 1983).

O uso da técnica de reagao em cadeia da polimerase (PCR) precedido por
transcricdo reversa (RT-PCR) é indispensavel quando se quer monitorar os
genotipos de rotavirus envolvidos em diarreias. O resultado quando associado com
importantes informacdes epidemioldgicas, como distribuicdo sazonal dos gendtipos,
co-circulagao de diferentes genétipos, frequéncia de infecgdes mistas, determinagao
de estirpes de gendtipos nao identificados e novos gendtipos. Considerando-se que
os rotavirus apresentam distribuicdo mundial e grande diversidade de hospedeiros, o
monitoramento também fornece dados relativos a caracterizagdo de infeccdes
interespécies (CONNER; MATSON; ESTES, 1994).
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3.4 Ocorréncias de rotavirus em rebanhos bovinos

A importancia do rotavirus na etiologia da diarreia em bovinos tem sido
relatada em varios paises. Estudos realizados nos EUA (THEIL; McCLOSKEY,
1989), Canada (McNULTY; LOGAN, 1983), Africa do Sul (COSTA MENDES et al.,
1993), Argentina (BELLINZONI et al., 1987) e Holanda (DE LEEUW et al., 1980),
registraram a presenca do rotavirus em fezes diarreicas de bezerros em 22%, 58%,
42%, 53% e 44,5% respectivamente.

Mesmo com o passar dos anos, o agente continua sendo muito importante
para a bovinocultura mundial.

Garcia et al. (2000), avaliaram a importancia de infecgbes clinicas por
rotavirus durante surto de diarreia em bezerros de rebanhos leiteiros na Espanha.
Os pesquisadores determinaram que a infecgao ocorria em diferentes faixas etarias,
com maior incidéncia em animais com 1 a 14 dias de idade.

No México, em estudo realizado por Limas et al. (2009), foram analisadas 128
amostras de bezerros com diarreia, em 26 propriedades leiteiras e de corte. As
amostras foram examinadas por RT-PCR e os resultados indicaram 9,37% de
positividade para rotavirus, com trés diferentes genétipos nos rebanhos estudados,
G10P[11] (67%), G6P[5] (25%) e G10P[5] (8%).

Abe et al. (2009) investigaram a presencga de rotavirus em 171 amostras de
fezes de bezerros de rebanhos de corte no Japao. Por meio da técnica de RT-PCR,
foi identificada a positividade de 5,3% (9/171). A andlise de sequéncias parciais dos
genes VP4 e VP7 indicou que a maioria das amostras pertencia ao gendtipo
G10P[11].

Em rebanhos da Australia, Swiatek et al. (2010) analisaram 100 amostras de
fezes de bezerros, com e sem diarreia, detectando 26% de positividade para
rotavirus pelo ensaio imunoenzimatico e PAGE. A caracterizagdo genotipica
identificou os gendtipos G6P[5] e G6P[5+11] como os mais prevalentes. Os
gendtipos G10P[11], G6G10P[5] e G6G10P[11] também foram identificados.

Na China, Wei et al. (2013) investigaram as caracteristicas epidemioldgicas e
a distribuicdo genotipica de rotavirus bovino em 195 amostras de fezes de bezerros

com diarreia. Os autores encontraram 41,05% de amostras positivas pelo ensaio
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imunoenzimatico. A caracterizagdo molecular das amostras positivas pela RT-PCR
indicou maior incidéncia do gendtipo G6P[5], seguido de G6P[5+11], G10P[5+11] e
G6G10P[5].

A deteccgao de rotavirus causando infeccbes em rebanhos no Brasil tem sido
estudada por varios pesquisadores.

Os primeiros relatos da infec¢do por rotavirus em bezerros no Brasil foram
feitos por Jerez et al. (1987a) quando pesquisavam amostras de fezes de bezerros,
e identificaram o rotavirus pela técnica de ensaio imunoenzimatico em 20% dos
animais com até 30 dias de idade. Em outro estudo, Jerez et al. (1987b) observaram
que em 120 amostras fecais de bezerros, de diversas racas, com até 30 dias de
idade, no Estado de Sdo Paulo foram detectados 35 (29%) casos positivos.

Posteriormente, Barbosa et al. (1998) pesquisaram rotavirus em bezerros de
rebanhos leiteiros em propriedades de Para de Minas, no Estado de Minas Gerais.
Foram colhidas 194 amostras de fezes, de animais com idade entre 2 e 6 dias. Para
o diagnéstico foi utilizado a técnica de ELISA com anticorpo monoclonal, os
resultados indicaram 57,6% (19/33) de rebanhos positivos e 33 (17%) amostras
positivas para rotavirus.

No Estado de Sao Paulo, Buzinaro; Freitas (2002), realizaram um estudo para
determinar a ocorréncia de infeccdo para rotavirus em rebanhos leiteiros. Foram
analisados, por meio do PAGE, 576 amostras de fezes de animais entre 1 e 45 dias,
colhidas de 63 rebanhos. Dentre as amostras, 28 (4,9%) foram positivas, sendo 22
(78,6%) delas com diarreias e 6 (21,4%) sem diarreia.

Alfieri et al. (2004) utilizaram a técnica de RT-PCR para classificar as estirpes
circulantes de rotavirus em bezerros de rebanhos leiteiros e de corte situados nos
Estados do Mato Groso do Sul, Sdo Paulo, Goias e Parana. Foram detectadas
infeccbes singulares com seis associagdes diferentes de G e P (G6P[1], G6P[5],
G6P[11], G8P[11], G10P[11] e G5P[1]) e infeccbes mistas caracterizadas pelas
associagdes G6P[1]+P[5] e G6+G8P[1].

Em outro estudo, Alfieri et al. (2006) determinaram a frequéncia de infecgao
por rotavirus em rebanhos leiteiros e de corte de sete estados brasileiros. Rotavirus

do grupo A foi detectado pelo PAGE em 19,4% das amostras analisadas. Nos
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rebanhos de corte, foi detectada a maior frequéncia de infecgéo (22,9%) quando
comparados com o gado leiteiro (16,4%).

Buzinaro et al. (2009) estudaram a frequéncia de infeccédo e a classificagao
das estirpes de rotavirus circulantes em 649 amostras colhidas de bezerros de corte
em propriedades rurais do Estado de Sao Paulo. Por meio da técnica de ensaio
imunoenzimatico e PAGE, determinou-se a ocorréncia de rotavirus em 6,2% dos
animais. A genotipagem pela RT-PCR revelou que as estirpes circulantes nos
rebanhos eram G6P[5], G6P[11], G6P[5]+P[11] e G10P[11].

No Estado de Goias, Caruzo et al. (2010) estudaram a ocorréncia de rotavirus
em uma propriedade leiteira, colhendo 331 amostras de fezes de bezerros com
menos de um més de idade. Pela técnica de PAGE e ensaio imunoenzimatico,
encontraram 33 (9,9%) amostras positivas para rotavirus, que foram genotipadas em
G6P [1] (6,06%), G10P [11] (9,09%) e G6P [11] (15,15%). A maioria das amostras
(51,6%) apresentou varios gendtipos P, incluindo gendtipos humanos tipicos P [4] e
P [6], sugerindo a ocorréncia de co-infec¢des e de rearranjo genético.

Freitas et al. (2011) avaliaram a prevaléncia da infecgao por rotavirus em
bezerros, em uma regiao produtora de leite do Estado de Sao Paulo. Foram colhidas
404 amostras de fezes de animais que apresentavam diarreia ou nao. Pela técnica
do ensaio imunoenzimatico e PAGE, observaram uma prevaléncia de 6,7%, sendo
18,4% e 2,7% em amostras com diarreia e sem diarreia, respectivamente.

Medeiros et al (2014) estudaram um surto de diarreia em rebanhos bovinos
de corte de alta produgédo, em sistema de manejo extensivo no Estado de Mato
Grosso do Sul, com alta taxa de morbidade (60%) e letalidade (7%). O rotavirus foi
detectado pelo PAGE em 80% das amostras analisadas. A caracterizagao
genotipica das amostras positivas identificou o gendtipo G6P[11] como o

responsavel pelo surto de diarreia em bezerros.



4. MATERIAL E METODOS

4.1 Area de estudo
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Para a realizacdo deste trabalho foram incluidos dados de projetos de

pesquisa sobre estudos epidemiolégicos de rotavirus em rebanhos bovinos

desenvolvidos no Laboratorio de Rotavirose do Departamento de Medicina

Veterinaria Preventiva e Reprodugdo Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e

Veterinaria - Unesp, entre os anos de 2006 e 2010.

No Quadro 2 encontram-se relacionados os projetos de pesquisa que fizeram

parte deste levantamento.

Quadro 2. Projetos de pesquisa desenvolvidos no Laboratério de Rotavirose do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Reprodugao
Animal da FCAV/Unesp, entre 2006 e 2010.

Descrigao dos estudos que foram objeto de analise

1
4 I
Estudo epidemioldgico de
rotavirus nos Estados de
Séo Paulo e Mato Grosso do
Sul

- J

4 )

Periodo: Julho de 2006 a
agosto de 2008
N° de amostras: 263

- J

I
4 N

Estudo de ocorréncia de
rotavirus nascidos de vacas
imunizadas e nao imunizadas
no Estado de Sio Paulo

4 N\

Estudos epidemioldgicos de
rotavirus nos Estados de
Sao Paulo, Minas Gerais,

Goias e Mato Grosso do Sul

- J

4 )

Periodo: Novembro de 2009
a Dezembro de 2010
N° de amostras: 140

\ | J
4 N\
Periodo: Julho de 2008 a
Marco de 2010
N° de amostras: 400
N J

- J

Foram amostrados 48 rebanhos bovinos, sendo 35 rebanhos de gado leiteiro

e 13 de gado de corte, provenientes de 21 municipios (Figura 2) do Estado de S&o

Paulo.
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Em termos climaticos, o Estado possui um clima caracterizado como tropical
semi - umido com duas esta¢des bem definidas: um verdo quente, umido e chuvoso

€ um inverno ameno € Seco.

S&o Paulo
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Figura 2. Divisdes geografica com os municipios do Estado do Sao Paulo, Brasil,
onde encontravam-se os rebanhos estudados para deteccédo de rotavirus,
entre 2006 e 2010.

4.2 Obtencgao dos dados

Neste estudo, foram obtidos dados do caderno de registro do Laboratério de
Rotavirose da FCAV/Unesp — Campus de Jaboticabal. O caderno é o documento
oficial do laboratério e foi utilizado rotineiramente para consulta dos resultados dos
projetos de pesquisa que foram a base deste trabalho de dissertacdo de mestrado.

Foram obtidas informacdes sobre a espécie animal, idade, sexo, consisténcia
das fezes (com diarreia ou ndo), data da colheita, categoria do animal (leiteiro ou
corte), além de informagdes sobre a procedéncia do animal (Estado e municipio). O
protocolo das técnicas e os resultados dos testes de laboratério para a pesquisa de
rotavirus pelo PAGE e a genotipagem pela técnica de RT-PCR também foram
consultados. O resultado incluiu, ainda, as fotos dos géis de poliacrilamida e agarose
que foram impressos e arquivados junto ao caderno de registro devidamente

numerado e identificado.
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A seguir, encontram-se descritos os procedimentos para a obtengao das
amostras de fezes, preparo da amostra padrdo de rotavirus, analise do perfil
eletroforérito e a genotipagem das amostras.

4.3 Amostras de fezes

As amostras de fezes foram colhidas diretamente da ampola retal em sacos
plasticos, identificados, e mantidas em caixas isotérmicas refrigeradas até serem

armazenadas no laboratério a -20°C para posterior analise.

4.4 Pesquisa de rotavirus nas amostras de fezes por meio da técnica de PAGE

Para deteccao de amostras positivas para rotavirus foi utilizado a técnica de

PAGE, conforme descrito por Herring et al. (1982) e Pereira et al. (1985).

4.4.1 Suspenséao fecal

No laboratério foram realizadas suspensdes de fezes a 20% em tampao
Tris/calcio (Tris/HCI 0,1M; CaCl, 1,5 mM pH-7,3). As suspensdes foram
homogeneizadas com agitagbes periddicas durante 30 minutos a temperatura
ambiente e centrifugadas a 1030 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi transferido
para tubos “eppendorf’ e a suspensao foi utilizada para a extragdo do RNA viral ou

estocada a -20°C para posterior analise.

4.4.2 Extracao do RNA viral, preparo e coloragao do gel de poliacrilamida

Para a extracdo do acido nucleico viral foi utilizada a técnica do
fenol/cloroféormio. Este procedimento faz parte da rotina do laboratério e esta
descrito nos Apéndices para consulta. O preparo do gel de poliacrilamida e a técnica
de coloragédo com nitrato de prata também encontram-se dispostos nos Apéndices.
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4.5 Amostra padrao de Rotavirus

Foi utilizado como amostra padrédo a estirpe de rotavirus bovino NCDV
(“Nebraska Calf Diarrhoea Virus”), cedida pelo Prof. Dr. José Antbnio Jerez do
Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal-VPS, da
Universidade de S&o Paulo/SP.

A amostra padréo foi inoculada em cultura de células da linhagem de rim de
macaco Rhesus - MA-104, no Laboratério de Cultura de Células do Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva e Reproduc¢ao Animal da FCAV-Unesp, Campus

de Jaboticabal.

4.6 Determinacéo do perfil eletroforético do genoma de rotavirus pela técnica de
PAGE

A classificacdo das amostras quanto aos diferentes perfis eletroforéticos,
baseou-se nas diferengas de velocidades de migracdo dos segmentos gendmicos,
utilizando-se o método de Lourenco et al. (1981). Esse método consiste na divisao
dos 11 segmentos do RNA de rotavirus do grupo A em quatro classes ou arranjos
denominados classe | (segmentos 1 a 4), classe Il (segmentos 5 e 6), classe Il
(segmentos 7 a 9) e classe IV (segmentos 10 e 11). Pequenas variagdes de peso
molecular dentro de cada classe interferem no perfil de migracdo, indicando a
presenca de perfis eletroforéticos distintos, ou diferentes eletroferétipos. Para tanto,
cada segmento gendmico da amostra de rotavirus de campo foi comparado com os
respectivos segmentos da amostra padrdao NCDV. A anadlise do perfil de migracao
das amostras de campo tem sido utilizada para caracterizar as amostras de
rotavirus, identificando a circulacdo de diferentes perfis durante os surtos de diarreia.
Por meio dessa técnica também é possivel fazer a analise presuntiva dos grupos de

rotavirus.
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4.7 Genotipagem das amostras positivas pela transcrigéo reversa seguida da reacgao

em cadeia da polimerase (RT-PCR)

A reagao em cadeia da polimerase (PCR) precedida de transcrigao-reversa
(RT) do RNA viral foi utilizada para a caracterizagdao dos genotipos G e P de
rotavirus bovino, baseando-se na metodologia descrita por Gouvea et al. (1990,
1994a, 1994b) e Gentsch et al. (1992).

O comprimento (niumero de pares de base) do segmento genémico produzido
e amplificado na RT-PCR, foi utilizado para a classificagdo das amostras positivas,
comparando com amostras padrdo de virus cultivados em células MA104. As
reacdes em que foram detectadas amplificacdo de segmentos para dois ou mais
genotipos foram refeitas mediante utilizacao de reagdo com “primer” separado, com

o objetivo de confirmar os achados.

4.7.1 Extragdo do RNA dupla fita (dsRNA) de rotavirus bovino

O RNA de rotavirus bovino foi extraido a partir de suspenséao fecal a 50%
preparada em agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato), e posteriormente
clarificadas por centrifugacdo a 14.000 x g por 15 minutos a 4°C, em centrifuga
“Eppendorf” refrigerada, modelo 5840R.

Em 250uL da suspensao fecal obtida anteriormente foram adicionados 750uL
de TRIZOL Reagent® (Gibco BRL), homogeneizados e apds incubagdo de 5
minutos a temperatura ambiente, foram adicionados 200uL de cloroférmio. Em
seguida, a amostra foi centrifugada a 14.000 x g por 15 minutos a 4°C, sendo o
sobrenadante transferido a um novo tubo tipo “eppendorf” e o RNA viral precipitado
com 500uL de alcool isopropilico e incubado durante 15 minutos a -20°C. A seguir, a
amostra foi centrifugada a 14.000 x g por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
desprezado. Ao material precipitado foram adicionados 950uL de etanol 75% e,
novamente centrifugado nas mesmas condigdes, por 10 minutos. O sobrenadante foi

descartado e, apdés secagem em banho-maria seco a 56°C, o sedimento foi
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ressuspenso em 17ulL de agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato). A amostra

foi incubada a 56°C por 10 minutos e conservada a -20°C até o momento do uso.

4.7.2 Sintese do cDNA e reacdo em cadeia da polimerase

Para a sintese do cDNA foi utilizado o kit SuperScript™ One-Step RT-PCR
with Platinum® Taq (Invitrogen — Life Technologies), processando-se em uma 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”.

Assim, SuL do produto de extracdo do RNA, previamente desnaturados a
95°C por 5 minutos e mantido em gelo, foi adicionado ao “mix” de reagentes
contendo 12,5uL do tampéao de reagao (2x Reaction mix — 0,4mM de dNTPs; 2,4mM
MgSO4), 0,5uL da enzima RT/Platinum Taq (Transcriptase Reversa) e 1,25uL dos
“‘primers” senso e anti-senso especificos para cada um dos genotipos G ou P,
conforme descrito na Tabela 1 (“primers” Beg9, End9, EndCRW8, EndUK e “primers”
con3 e con2, respectivamente), na concentragao final de 10pmol/uL cada. O volume
da reagdo foi completado para 25uL com &gua tratada com DPEC
(dietilpirocarbonato).

A sintese do cDNA foi realizada incubando-se a reacao por 30 minutos a
45°C, seguido de 1 ciclo de 2 minutos a 94°C. A seguir, o cDNA produzido foi
amplificado executando-se 30 ciclos de 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 45°C e 1

minuto a 72°C. A extensao final foi realizada por 10 minutos a 72°C.

4.7.3 Multiplex “semi-nested” RT-PCR

A segunda amplificacdo (multiplex “semi-nested” PCR) foi utilizada para a
classificagao das estirpes de rotavirus e consistiu em adicionar 0,5uL de DNA (acido
desoxirribonucléico) amplificado na etapa anterior a solugdo composta por 2,5ulL de
10x PCR buffer II; 0,75uL de MgCl,-50mM; 0,5uL de DNTPs-10mM; 0,625ulL na
concentragéo de 20pmol/uL de “primer” mix G ou P (SBeg9, DT6, ET10, HT8, FT5,
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BT11 ou Con2, pB223, pGoot, pNCDV, pOSU, pUK, respectivamente, conforme
dados da Tabela 1) e 0,13uL da enzima Taq polimerase (500U).

O volume da reagéao foi completado para 25uL com agua DPEC. A reacao de
multiplex “semi - nested” PCR foi submetida a 94°C por 2 minutos, seguida de 25
ciclos de 1 minuto a 94°C, 2 minutos a 55°C e 1 minuto a 72°C. A extensao final foi
realizada a 72°C por 10 minutos. Em seguida, 8 uL dos produtos oriundos da 2°
amplificagdo foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% (p/v) em
tampao TBE (Tris 0,089 M; acido bdrico 0,089 M; EDTA 0,002M, pH 8,0), fazendo-se
corar o gel em banho de agua com 0,5ug/mL de brometo de etideo por 15 minutos.
Utilizou-se como controle positivo a amostra NCDV de rotavirus e agua tratada com
DPEC como controle negativo.

No Quadro 3, s&o apresentadas as sequéncias de cada “primer” (iniciador), a
posicdo no genoma, o comprimento do segmento génico esperado e as estirpes a
partir das quais as sequéncias foram referenciadas.

Quadro 3. Sequéncia de bases dos ‘primers’ utilizados para a genotipagem G (VP7)
e P (VP4) de rotavirus bovino.

Primer Sequéncia de bases Genoétipo Segc;;;:]nptgzlfnn;ﬁﬁc::c; do Referéncia
Beg 9 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG ‘Primer'sense Rttt
End 9 GGGGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG ‘Primer’ antisense G°L;:gg;; al.
EndUK GGTCACATCATACAACTCTAATCT G°L;:gg;; al
SBeg GGCTTTAAAAGAGAGAATTTC G1 - o rean)
EndCRWS GGTCACATCTTACAGCTTAACCCT o aan
DT6 CTAGTTCCTGTGTAGAATC G6 500 bp Csoe)
HT8 CGGTTCCGGATTAGACAC G8 274 bp Rpri e
ET10 TTCAGCCGTTGCGACTTC G10 715 bp Rpri
FT5 CATGTACTCGTTGTTACGTC G5 780 bp Rpri e
BT11 GTCATCAGCAATCTGAGTTGC G11 337 bp e
Con 2 ATTTCGGACCATTTATAACC ‘Primer’ antisense o eon ™
Con3 TGGCTTCGCTCATTTATAGACA ‘Primer’ sense o eon ™
pNCDV CGAACGCGGGGGTGGTAGTTG P[1] 622 bp G°L2¥ng)t al
pUK GCCAGGTGTCGCATCAGAG P[5] 555 bp o eon ™
pB223 GGAACGTATTCTAATCCGGTG P[11] 314 bp G"L;ngf)‘ al

Gouvea et al.
pOSU CTTTATCGGTGGAGAATACGTCAC PI7] 502 bp Coroo)

(1994)

pGott GCTTCAACGTCCTTTAACATCAG P[6] 423 bp Gouvea stal
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4.8 Analise estatistica

O trabalho corresponde a analise de variaveis categoricas com pesquisa
observacional de um estudo transversal.

Os resultados da pesquisa de rotavirus em bovinos foram separados,
tabulados no programa Excel versdo 2007, e entdo e com o auxilio do programa
MaplInfo Professional versao 7.5 foi realizada analise espacial por meio de
ilustracdes geograficas.

Os dados obtidos sobre tipo de exploragao (leiteiro e corte), amostras com
caracteristicas diarreicas e ndo diarreicas e idade foram analisados utilizando o
programa estatistico Epi Info™ 7.1.4. Foi realizada analise univariada dos dados
utilizando o teste qui-quadrado corrigido (p > 0,05) de acordo com THRUSFIELD
(1995) e, quando necessario, o0 mesmo foi substituido pelo teste exato de Fisher

para determinar se o resultado foi significativo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Deteccao de rotavirus nas amostras de fezes por meio técnica de PAGE

Foi realizada a triagem de 803 amostras de fezes de bezerros, na faixa etaria
de 1 a 90 dias, para deteccdo de rotavirus. As amostras foram obtidas de 48
rebanhos leiteiros e de corte, localizados nos seguintes municipios do Estado de
Sao Paulo: Aragatuba, Cajobi, Descalvado, Guariba, Jaboticabal, Lins, Monte Alto,
Monte Aprazivel, Ponta Linda, Sdo Carlos, Sdo Jodo da Boa Vista, Sdo José do Rio
Preto, Taiagu, Taiuva e Votuporanga.

Do total de rebanhos avaliados, 72,9% (35/48) eram de gado leiteiro,
correspondendo a 85,8% (689/803) das amostras coletadas, e 8,3% (4/48) eram de
gado de corte. O teste de PAGE indicou a presencga de animais positivos em 33,3%
(16/48) dos rebanhos e 6,1% (49/803) das amostras analisadas (Tabela 1).

Tabela 1. Triagem pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida para
deteccao rotavirus em amostras de fezes de bezerros, na faixa etaria de
1 a 90 dias de idade, de gado leiteiro e de corte do Estado de Séo
Paulo, no periodo de 2006 a 2010.

Procedéncia Rebanho Amostras
Exploragdao N° Positivo % N° Positivo %
Leiteiro 35 12 34,3 689 23 3,3

Sio Paulo Corte 13 4 30,8 114 26 22,8

Total 48 16 33,3 803 49 6,1

N°- Numero total testado
%- Porcentagem

Dentre os rebanhos leiteiros 34,3% (12/35) apresentaram animais com
resultados positivos para rotavirus pela técnica de PAGE. A ocorréncia de rotavirus
entre os bezerros leiteiros foi de 3,3% (23/689). No gado de corte, o percentual de
positividade entre os rebanhos correspondeu a 30,8% (4/13), enquanto a frequéncia
de casos positivos entre os animais foi de 22,8% (26/114).

Independente da forma de exploragédo os resultados de triagem de todas as

amostras de fezes por meio do PAGE revelaram que 33,3% dos rebanhos leiteiros e
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de corte apresentaram resultados positivos para rotavirus, o que demonstra elevada
circulacdo de rotavirus na regido estudada (Tabela 1).

Apesar desse achado representativo, quando se compara com dados de
prevaléncia disponiveis na literatura, encontra-se uma grande variagao entre os
valores. Taxas de prevaléncia de rotavirus em rebanhos bovinos de até 78%, e
mesmo valores mais baixos, ao redor de 50% e 40% séao relatados (SNODGRASS et
al., 1986; REYNOLDS et al., 1986; LUCCHELLI et al.,1992). Entretanto, deve ser
destacado que a maioria dos estudos sobre a infecgao por rotavirus em bovinos foi
realizado em rebanhos durante surtos de diarréia, com a maior parte das amostras
coletadas de bezerros que manifestavam quadros clinicos. No presente trabalho
foram amostrados todos os bezerros da propriedade, na faixa etaria de 1 a 90 dias,
independente dos animais estarem manifestando sinais clinicos de enterite, havendo
dessa forma uma diferenca na determinagdo da amostragem dos animais, o que
pode explicar a variagéo de resultados nos diferentes estudos (LUCCHELLI et al.,
1992).

Quando se compara o resultado do presente estudo com trabalhos realizados
no Brasil, verifica-se também que entre os animais é inferior ao obtido por Jerez et
al. (2002), que detectaram 14% de positividade, porém proximo ao obtido por
Buzinaro; Freitas (2002) e Freitas et al. (2011), que constataram que os rotavirus
estavam associados a 9,9% e 6,7% dos casos estudados, respectivamente, em

rebanhos bovinos leiteiros do Estado de Sdo Paulo.

5.1.1 Caracterizagéo de positividade e local de origem dos rebanhos bovinos

Os resultados do teste de PAGE para detecgao de rotavirus nas amostras de
gado leiteiro e de corte do Estado de S&do Paulo encontram-se nas Tabelas 2 e 3,
respectivamente.

Dentre as 269 amostras de gado leiteiro com diarreia, 5,6% foram positivos
para rotavirus, enquanto 1,9% (8/420) foram detectados em bezerros clinicamente
sadios. Os municipios onde localizavam-se os rebanhos com casos positivos foram
Aracatuba, Cajobi, Descalvado, Guariba, Pontalinda, Taiagu e Votuporanga (Figura
3).
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A analise estatistica pelo teste do qui-quadrado revelou uma relagao
significativa entre a detecgao de rotavirus e o quadro clinico de diarreia em rebanhos
leiteiros do Estado de Sao Paulo (p=0,0164000; RR = 2,93; IC 95%: 1,26 — 6,81).

Nas propriedades de gado de corte 45,6% (26/57) das amostras de bezerros
com sinais clinicos de diarreia foram positivas para rotavirus, enquanto nenhuma
amostra positiva foi detectada em bezerros ndo diarreicos. As amostras positivas
foram detectadas nos municipios de Aragatuba, Catigua e Fernanddpolis com
frequéncias de 67%, 33,3 e 54,5%, respectivamente (Tabela 3).

A analise estatistica pelo teste do qui-quadrado revelou uma relagao
significativa indefinida (p = 0,7 x 107% RR = indefinido), pois ndo houve casos
positivos em animais sem diarreia.

A ocorréncia do rotavirus nos bezerros de gado leiteiro e de corte (Figura 3)
sugere a disseminagao do agente entre os animais e a circulagdo do virus no
ambiente deste estudo. No gado leiteiro a frequéncia de infecgdo em animais com e
sem diarreia foi de 5,6% e 1,9%, respectivamente (Tabela 2), resultados muito
proximos a frequéncia de 6,7% detectado por Freitas et al. (2011) no Estado de Séo
Paulo e 7,17% verificado por Brito (1994), no Estado de Goias.

Para confirmar a associagao entre a infec¢ao por rotavirus no gado leiteiro e a
manifestacdo de diarreia os resultados foram submetidos a anadlise estatistica pelo
teste qui-quadrado. O resultado foi significativo a 5% no teste (p < 0,05), o que
sugere que quando da deteccdo de amostra positiva, as fezes tendem a ser
diarreicas, e quando a amostra é negativa as fezes tendem a serem normais fato ja
relatado anteriormente por Freitas et al.(2011).

A presenca de animais sem sinais clinicos eliminando rotavirus nas fezes é
de grande importancia epidemioloégica, uma vez que sugere a presencga de animais
infectados subclinicamente e que podem atuar como fontes de infeccdo para os
outros bezerros (FIJTMAN et al., 1987). Outro fato a ser questionado € que a técnica
de PAGE utilizada no presente estudo é muito sensivel e pode detectar particulas de
rotavirus nas fezes mesmo quando os bezerros ja passaram pela fase aguda da
doenca. Na rotavirose, a grande quantidade de particulas virais eliminadas nas fezes

e o longo periodo de eliminagdo sao fatores que contribuem para elevar a
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contaminagao ambiental e dificulta o controle da infecgdo nos rebanhos (BRIDGER,
1994).

A frequéncia de infecgdo por rotavirus no gado de corte foi de 22,8%,
totalmente associados a animais com sinais clinicos de diarreia, confirmando a
importancia desse virus como agente etiolégico de diarreias neonatais em bezerros
de corte (ALFIERI et al., 2006; OLIVEIRA FILHO et al., 2007; BUZINARO et al.,
2009).

Apesar das propriedades de gado de corte apresentarem um sistema de
manejo mais extensivo, expondo os animais a uma menor pressao da infecgao, era
de se esperar que a taxa de infecgdo fosse inferior aquela detectada e, portanto,
comparavel aos encontrados em estudos no Brasil (BRITO et al., 1994; BUZINARO;
FREITAS, 2002; FREITAS et al., 2011). No entanto, o manejo reprodutivo adotado
na criagdo de gado de corte no Brasil, permitindo que o0s nascimentos se
concentrem na estacdo das chuvas, pode estar contribuindo para aumentar a
difusdo do virus e a incidéncia de diarréia nos rebanhos de corte, conforme ja
verificado anteriormente por Buzinaro et al.(2003).

Também Medeiros et al. (2014), estudando surto de diarreia neonatal em
bezerros da raga Nelore no Estado do Mato Grosso do Sul, identificaram o rotavirus
bovino em 80% das amostras analisadas pelo PAGE, comprovando a importancia do
agente nas diarreias de gado de corte. Outro fato que deve ser considerado é que a
maioria das amostras recebidas para diagnostico no Laboratério de Rotavirose era
provenientes de rebanhos de gado de corte com surtos de diarreia o que contribuiu
para aumentar a probabilidade de determinacdo de maior taxa de infecgao.

Esses resultados indicam que o rotavirus participa da etiologia das diarreias
no gado de corte, merecendo um maior cuidado no manejo sanitario de bezerros e
na tomada de medidas para reduzir a taxa de infecgdo e a permanéncia do agente
nos rebanhos (BARREIROS et. al., 2004; FREITAS et al., 2009).
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Tabela 2. Deteccdo de rotavirus em amostras de fezes de bezerros pelo teste de
eletroforese em gel de poliacrilamida, na faixa etaria de 1 a 90 dias, de
gado leiteiro com e sem diarreia no Estado de Sao Paulo, colhidas entre

2006 e 2010.
Municipios Rebanho Animais c/ diarreia  Animais s/ diarreia  Total de Amostras
N° Positivo % N° Positivos % N° Positivos % N° Positivas %
Aracgatuba 1 1 100 8 0 0o 37 1 2,7 45 1 2,2
Cajobi 1 1 100 5 1 20 0 0 0 5 1 20
Descalvado 10 5 50 161 10 6,2 192 6 3,1 353 16 4,5
Guariba 1 1 100 1 0 0 4 1 25 5 1 20
Jaboticabal 4 0 0 6 0 0o 21 0 0 27 0 0
Lins 1 0 0 10 0 0 0 0 0 10 0 0
Monte Alto 1 0 0 2 0 0o 1" 0 0 13 0 0
Monte Aprazivel 1 0 0 0 0 0 0 0 5 0 0
Ponta Linda 1 1 100 1 1 100 0 0o 1 1 100
Sao Carlos 1 0 0 0 0 0 40 0 0 40 0 0
Sao Joao da Boa Vista 1 0 0 6 0 0 0 0 0 6 0 0
Sao José do Rio Preto 1 0 0 2 0 0 5 0 0 7 0 0
Taiagu 7 2 29 44 2 45 82 0 0 126 2 1,6
Taiuva 1 0 0 10 0 0 0 0 0 10 0 0
Votuporanga 3 1 33 13 1 7,7 23 0 0 36 1 2,8
Total 35 12 34 269 15 5,6 420 8 1,9 689 23 3,3

N°- Numero total testado
%- Porcentagem

Tabela 3. Deteccdo de rotavirus em amostras de fezes de bezerros pelo teste de
eletroforese em gel de poliacrilamida, na faixa etaria de 1 a 90 dias, de
gado de corte, com e sem diarreia no Estado de S&o Paulo, colhidas entre
2006 e 2010.

Municipios Rebanho Animais c/ diarréia Animais s/ diarreia  Total de Amostras

N° Positivo % N° Positivos % N° Positivos % N° Positivas %

Aragatuba 3 2 66,7 21 15 714 2 0 0 23 15 65,2
Catigua 2 1 50 12 5 41,7 3 0 0 15 5 33,3
Colina 2 0 5 0 0 0 0 5 0 0
Fernandépolis 1 1 100 11 6 545 0 0 0 11 6 54,5
Franca 2 0 0 O 0 0 40 0 0 40 0 0
Orlandia 1 0 0 5 0 0 O 0 0 5 0 0
Sao José do Rio Preto 1 0 0 0 0 0 0 0 9 0 0
Tabapua 1 0 0 3 0 0 3 0 0 6 0 0
Total 13 4 30,8 57 26 45,6 57 0 0 114 26 22,8

N°- Numero total testado
%- Porcentagem
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(B)

Figura 3. Divisdes geograficas do Estado de Sdo Paulo destacando os municipios
onde estdo localizados os rebanhos de gado leiteiro (A) e de corte (B)

com amostras positivas para rotavirus, colhidas entre 2006 e 2010.
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5.1.2 Caracterizacao da positividade conforme a idade

Informacgdes referentes a faixa etaria dos bezerros foram obtidas de 742
(92,4%) do total de 803 animais estudados, sendo 628 de bezerros leiteiros e 114 de
gado de corte.

Os resultados das amostras positivas para rotavirus, no PAGE, segundo a
idade dos bezerros de rebanhos leiteiros e de corte, encontram-se nas Tabelas 4 e
5, respectivamente.

Conforme verificado na Tabela 4, a ocorréncia de rotavirus nos bezerros
leiteiros com idade entre 1 e 15 dias e 16 e 30 foi de 3,8% (8/208) e 4,3% (10/230),
respectivamente. Na faixa etaria entre 31 e 45 dias, 0,9% (1/111) dos animais
estavam eliminando rotavirus nas fezes, enquanto a frequéncia de casos positivos
entre animais com idades de 46 a 60 dias foi de 3% (2/67). Nos bezerros com 60 a
90 dias de idade, 8,3% (1/12) foram positivos para rotavirus. Também foram
descritos 61 animais de idade n&o definida dos quais um (1) deles (1,6%) foi positivo
para rotavirus.

Os dados da Tabela 4 foram submetidos a analise estatistica pelo teste de
qui-quadrado e os valores obtidos ndo apresentaram resultados significativos (p >
0,05).

Tabela 4. Amostras positivas para rotavirus na eletroforese em gel de poliacrilamida,
segundo a faixa etaria dos animais e a consisténcia das fezes, em
rebanhos bovinos leiteiros no Estado de S&o Paulo, colhidas entre 2006 e

2010.

Faixa etéria Animais c/ diarréia Animais s/ diarreia Total de Amostra
(Dias) N° Positivo % N° Positivo % N° Positivo %"
1a15 109 5 46 99 3 3,0 208 8 3,8°
16 a 30 88 6 6,8 142 4 2,8 230 10 4,3°

31a45 40 1 25 17 0 0,0 111 1 0,9°
46 a 60 12 1 83 55 1 1,8 67 2 3,0°
60 a 90 4 1 250 8 0 0,0 12 1 8,3°

Nao definida 16 1 6,3 45 0 0 61 1 1,6°

Total 269 15 56 420 8 1,9 689 23 3,3

N°- Namero total testado
%- Porcentagem
* Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste do qui-quadrado (p>0,05).
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No gado de corte os resultados indicaram 46,2% (12/26) e 60,9% (14/23) de
animais positivos na faixa etaria entre 1 a 15 e 16 a 30 dias, respectivamente. Nos
bezerros com 31 a 90 dias de idade n&o foram detectados animais positivos (Tabela
5).

Os dados da Tabela 5 foram submetidos a analise estatistica pelo teste de
qui-quadrado e revelou uma relagéo significativa entre a idade e a positividade para
rotavirus (p>0,05). A maior frequéncia de infeccdo foi diagnosticada em animais na
faixa de 16 a 30 dias de idade, resultados semelhantes aos obtidos por McNulty e
Logan (1983) e Lucchelli et al. (1992) que encontraram uma maior frequéncia de
rotavirus principalmente nas duas primeiras semanas de vida. Entretanto, em estudo
conduzido no Estado de Sdo Paulo por Buzinaro et al. (2003), durante surto de
diarreia, em bezerros de gado de corte todos os animais positivos para rotavirus
apresentaram diarreia apds 30 dias.

A literatura tem mostrado que em rebanhos leiteiros a taxa de infeccédo é
maior durante as primeiras semanas de vida, e a eliminagdo de particulas virais
através das fezes coincide com a queda de anticorpos do colostro, tornando o
bezerro susceptivel a infecgdo logo apds o nascimento (MCNULTY; LOGAN, 1983).
Essa observacao esta relacionada a deficiéncia de imunidade dos animais recém-
nascidos, que dependem da transferéncia passiva de anticorpos maternos,
principalmente das classes, IgG1 e IgA. Para uma imunizagao artificial eficiente, as
fémeas devem ser vacinadas no final da gestacao para que no momento do parto o
titulo de anticorpos alcance niveis protetores (FERNANDEZ et al., 1998).

Outro fator importante que deve ser considerado na protecdo de bezerros
recém-nascidos é que embora muitas vacas s&o soro-positivas para rotavirus devido
contato ambiental, o titulo de anticorpos maternos cai a niveis nao protetores no
momento do parto em fémeas n&o vacinadas, comprometendo a transferéncia da
imunidade passiva e tornando o bezerro susceptivel a infeccdo (FERNANDES et al.,
1998). Assim, a vacinagdo das fémeas antes do parto, prolonga de forma
significativa a excregao de anticorpos no colostro e no leite (Le ROUSIC et al. 2000),
aumentando a resisténcia a infeccdo durante o periodo de maior susceptibilidade
dos animais (McNULTY; LOGAN, 1983; Le ROUSIC et al. 2000).
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Nos rebanhos amostrados, a vacinagdo de fémeas gestantes como medida
para prevencgao da diarreia neonatal ndo € pratica rotineiramente adotada no manejo
sanitario de bovinos. Dessa forma, a exposigao dos animais logo apos o nascimento
em um ambiente de alta circulagao viral predispde os animais a infec¢ao e justifica a
frequéncia observada.

Além da imunidade passiva também deve ser considerado o aumento da
resisténcia natural a infeccdo como justificativa da menor proporgdo de casos
positivos em bezerros acima de 60 dias. Esta baixa taxa de resultados positivos &
devido aos animais mais velhos serem resistente a doencga, porque a reposigao dos
enterdcitos € mais intensa e compete com a replicagao viral, de forma que somente
as estirpes virais muito virulentas podem causar diarreia nesses bezerros
(CRAWFORD et al., 2006).

Tabela 5. Amostras positivas para rotavirus na eletroforese em gel de poliacrilamida,
segundo a faixa etaria dos animais e a consisténcia das fezes, em
rebanhos bovinos de corte no Estado de S&do Paulo, colhidas entre 2006 e

2010.

Faixa Animais c/ Animais s/

etaria diarreia diarréia Total de Amostra
(Dias) N° Positivo % N° Positivo % N° Positivo  %*
1a15 23 12 522 3 0 0 26 12 46,2%°
16a30 23 14 60,9 0 0 0 23 14 60,9%
31a45 3 0 0,0 O 0 0 3 0 0,02
46a60 5 0 0,0 51 0 0 56 0 0,0°
60a90 3 0 0,0 3 0 0 6 0 0,0°

Total 57 26 456 57 0 0 114 26 22,8

N°- Numero total testado
% - Porcentagem
*Letras distintas na mesma coluna diferem entre si pelo teste do qui-quadrado (p<0.05).
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5.2 Andlise do perfil eletroforético do genoma de rotavirus pela técnica de PAGE

As amostras de rotavirus quando analisadas no gel de poliacrilamida
apresentaram um padrdo de migragao tipico de rotavirus do grupo A; quatro
segmentos de alto peso molecular (1 a 4 — grupo 1), dois segmentos de peso médio
(5, 6 — grupo Il), trés segmentos intermediarios (7, 8 e 9 — grupo lll), e por fim o
grupo IV com dois segmentos mais leves (10 e 11) (ESTES, 2001).

As amostras positivas foram comparadas ao padrdao NCDV de rotavirus
bovino para a determinacdo do perfil gendmico. De acordo com a migragao
eletroforética do genoma do rotavirus no gel de poliacrilamida foram identificados
sete perfis gendbmicos, caracteristicos do grupo antigénico A, denominados ao acaso
A, B, C,D, E, F, Ge H. Os resultados obtidos da analise dos eletroferétipos das 49
amostras positivas para rotavirus encontram-se nas Tabelas 6 e 7 e Figuras 8 e 9.

Do total de amostras positivas, 12 pertenciam ao eletroferétipo A, 2 ao B, 6 ao
C,1aoD,1a0E,5a0F, 6 ao Ge1aoHe 15 amostras ndo foram classificadas.
Nos rebanhos leiteiros do Estado de Sao Paulo foram identificados trés perfis
distintos (A, C e G), enquanto nos rebanhos de corte foram detectados oito
diferentes perfis (A, B, C, D, E, F,G e H).

As principais diferengas encontradas na velocidade de migragdo dos
segmentos gendmicos de rotavirus bovino foram verificadas comparando-se os
perfis quando distribuidos separadamente no gel. Assim, de acordo com a
velocidade de migragdo do genoma do rotavirus as diferengas encontradas foram
relativas a posigao dos segmentos dos arranjos | e Ill. Nas Figuras 8 e 9 encontram-
se amostras representativas dos perfis A, C, F, G e H.

Comparando-se os perfis C e F (Figura 4) verificam-se alteragbes na posi¢cao
de migracéo dos segmentos 2 e 3 do arranjo |, e segmentos 7, 8 e 9 do arranjo lll, o
mesmo ocorrendo quando foram comparados os perfis A e G (Figura 5).

Nos rebanhos leiteiros do municipio de Descalvado trés perfis foram
identificados (A, C e G), porém com predominancia do perfil A. Houve
predominancia também nos rebanhos de corte do municipio de Aracatuba de cinco
perfis (B, C, D, E e F) com destaque para os tipos C e F (Tabela 7). Apesar da

grande diversidade gendmica entre as estirpes de rotavirus, com sete perfis
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distintos, um unico eletroferétipo (tipo G) foi identificado nos bezerros de gado de
corte do municipio de Catigua. Em relacdo a esses resultados, dados semelhantes
foram obtidos em trabalhos realizados na Argentina (FIJTIMAN et al., 1987) e no
Japao (ISHIZAKI et al., 1995), nos quais nao foi encontrada diversidade gendémica
entre estirpes de rotavirus, quando estudadas por periodos de seis meses a um ano.

Trabalhos realizados por outros autores em rebanhos bovinos leiteiros
também detectaram grande variacdo de perfil eletroforético entre as amostras
(THEIL; McCLOSKEY, 1989; MENDES et al. 1993). Resultados semelhantes foram
obtidos no Brasil por Jerez et al. (1989); Buzinaro et al. (2000) e Freitas et al. (2011)
que identificaram diferentes perfis circulando em rebanhos bovinos do Estado de
Sao Paulo.

As razbes para a ocorréncia de eletroferétipos distintos estarem circulando
entre os bezerros nao foram determinadas. Este fato poderia indicar a introducéo de
novas estirpes no rebanho, ou surgimento de uma variante com vantagens seletivas
ou, ainda, quando uma amostra previamente associada com infeccdes
assintomaticas que se torna virulenta. A analise do perfil do genoma por eletroforese
em gel de poliacrilamida € uma técnica util para se distinguir diferencas entre
amostras de campo e fornecer informagdes sobre o significado epidemiolégico da
variagdo gendmica dos rotavirus. Contudo, ndo fornece dados sobre a diversidade
antigénica dos gendtipos envolvidos. A determinacao dos gendtipos € imprescindivel

para avaliar as estratégias de vacinagao.
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Tabela 6.Tipos eletroforéticos de rotavirus bovino distribuidos segundo os
municipios e os rebanhos de origem, em bezerros de gado leiteiro do
Estado de Sao Paulo, no periodo de 2006 a 2010.

Perfis eletroforéticos Amostras
nao

Municipios Rebanho Amostra¥* A B C D E F G classificadas
Aracatuba 1 1 1
Cajobi 1 1 1
Guariba 1 1 1
Taiacu 2 2 1 1
Pontalinda 1 1 1
Descalvado 5 16 9 1 1 5
Votuporanga 1 1 1

Total 12 23 10 0 1 0 0 0 1 11
* Positivo

Tabela 7. Tipos eletroforéticos de rotavirus bovino distribuidos segundo os
municipios e os rebanhos de origem, em bezerros de rebanhos de gado
de corte do Estado de Sao Paulo, no periodo de 2006 a 2010

Perfis eletroforéticos Amostras
nao
Rebanho Amostra classificada

Municipios * * A B C D E F G H S
Aracatuba 2 15 1 5 1 1 5 1 1
Catigua 1 5 5
Fernandépoli
s 1 6 2 1 3

Total 4 26 2 25 1 1 5 5 1 4

* Positivo
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Figura 4. Perfil eletroforético do genoma de rotavirus detectado em bezerros de
rebanhos de corte no Estado de Sao Paulo, em comparagdo com a
amostra padrdao NCDV.

(A) Canaleta 1, 2, 3, 5, 6 (perfil C); 4 (perfil F); 7(Padrao NCDV).
(B) Canaleta 1 e 9 (Padréao NCDV); 2, 3, 4, 7, 8 (perfil C); 5 ( perfil F);
6 (perfil H)
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Figura 5. Perfil eletroforético do genoma de rotavirus detectado em bezerros de
rebanhos de corte no Estado de S&o Paulo, em comparagdo com a
amostra padrao NCDV.

(A) canaleta 1, 2, 4 e 5 (perfil A); 3, 6 e 7 (perfil G) 7(Padrédo NCDV).
(B) canaleta 1 (Padrao NCDV); 2, 3 e 8 (perfil G); 4, 5, 6 e 7 (perfil A).
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5.3 Distribuicdo temporal de rotavirus no periodo de 2006 a 2010

Durante o periodo de 2006 a 2010, foram analisadas pela técnica de PAGE
803 amostras de fezes de bezerros para detecgdo de rotavirus, colhidas entre
janeiro e dezembro, no Estado de Sao Paulo. As 49 amostras positivas estao
distribuidas entre os anos de 2006, 2007, 2008 e 2010, com 5,7%, 6,1%, 14% e
3,7% de positividade, respectivamente (Tabela 8). No ano de 2009 nao foram
detectadas casos positivos.

Nas Figuras 6 e 7 encontram-se os resultados da distribuicdo temporal de
rotavirus em bezerros ao longo do periodo estudado. De acordo com essas figuras,
verifica-se que o maior numero de casos positivos ocorreu nos meses de setembro
(15 casos) e maio a junho (13 casos), correspondendo ao periodo de seca. No
periodo chuvoso, outubros a margo foram detectados 20 casos positivos. A
frequéncia de casos de positivos de rotavirus bovino na estacdo chuvosa (n=20) e na
seca (n=29) foram analisados pelo qui-quadrado e os resultados indicaram que nao

houve diferencga significativa (p>0,05).

Tabela 8. Distribuicdo temporal de rotavirus em bezerros, com e sem diarreia, de
rebanhos bovinos leiteiros e de corte, do Estado de Sao Paulo, coletadas
entre 2006 e 2010

Ano *N° Positivas %
2006 175 10 5,7
2007 163 10 6,1
2008 164 23 14,0
2009 139 0 0
2010 162 6 3,7
Total 803 49 6,1

*y0 .
Numero total de amostras

Nos paises de clima temperado, onde predominam os meses mais frios, a
infecgcao por rotavirus no ser humano apresenta uma distribuicdo tipicamente

sazonal, com epidemias nos meses de inverno (McNULTY; LOGAN, 1983;
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KAPIKIAN e CHANOCK, 1996). Nessas regides as estagbes do ano sao bem
definidas onde as variagcbes de temperaturas e umidade do ar sdo bastantes
pronunciadas, podendo influenciar na ocorréncia. Contudo, nas areas de clima
tropical, a sazonalidade ndo é tdo marcante, manifestando-se como doenca de
carater endémico, com casos esporadicos ou surtos, em qualquer estacédo do ano
(WYATT et al., 1979; BLACKLOW et al., 1991, BRESEE et.al., 1999).

No Brasil, estudos envolvendo infecgbes por rotavirus em criangas nas
regides Sudeste, Sul e Centro-Oeste apresentam pico predominante nos meses
mais frios ou no periodo seco entre abril a setembro; ja para as regides Norte e
Nordeste, a sazonalidade ndo é tdo marcante ocorrendo durante todo o ano
(PEREIRA et al., 1993; LINHARES et al., 1992; CAMPOS et al., 2003; COSTA et al.,
2004). No Estado de Sao Paulo, Costa (1992) verificou maior numero de casos
positivos para rotavirus em frangos de corte na estagdo do outono.

Em nosso meio, ndo ha dados sobre a distribuicdo sazonal de rotavirus em
bovinos. Considerando a extensa area geografica do pais e a diversidade de climas
no Brasil, trabalhos envolvendo as diferentes regides serdo necessarios para avaliar

a distribuicdo temporal dos rotavirus.
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Figura 6. Distribuicdo temporal de rotavirus conforme o total de amostras analisadas
em bezerros do Estado de Sao Paulo, entre 2006 e 2010.
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Figura 7. Distribuicdo temporal das amostras positivas para rotavirus em bezerros
de rebanhos leiteiros e de corte no Estado de Sdo Paulo, entre 2006 e
2010.

5.4 Caracterizagao dos genotipos G (VP7) e P (VP4) pela RT-PCR

A caracterizagdo dos genotipos G (VP7) e P (VP4) pela RT-PCR foi realizada
em 41 amostras positivas para rotavirus do grupo A. Foram detectadas quatro
diferentes associacbes de genodtipos G e P: G6P[5]; G10P[5]; G10P[11] e
G6P[5+11]. Nos rebanhos leiteiros foi observado a ocorréncia dos gendtipos
G10P[5] e G6P[5]. Nos rebanhos de corte foram identificados os gendtipos G6P[5],
G10P[5], e infeccao mista pelo gendtipo G6P[5+11]. Em dez amostras (12,7%) os
gendtipos G ou P foram parcialmente identificados (Tabela 9; Figura 8).

O gendtipo G6 foi o mais frequente entre as amostras genotipadas com
73,2% (30/41), seguido do tipo G10 9,7% (4/41). Ja na distribuicdo do gendtipo P
observa-se que o tipo P[5] foi o predominante entre as amostras genotipadas com
73,2% (30/41), seguido do tipo P[11] 15,7% (11/70). Em duas amostras (2,9%; 2/70)
foi detectado mistura dos tipos P[5+11] (Tabela 9; Figura 8).

De acordo com a Tabela 9 as associacbes mais comuns dos tipos G e P
detectadas nas amostras de rotavirus foram G6P[5] com 70% (49/70), seguido de
G6P[11] com 7,1% (5/70) e G10P[11] com 2,8% (2/70).

Na Figura 9 estao representados os segmentos amplificados da genotipagem
G. A partir da amostra BO/R 886 foi amplificado um segmento de 715 pares de base,
caracteristico do gendtipo G10, enquanto as demais amostras produziram
segmentos amplificados de 500 pares de base, caracteristicos do tipo G6.
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Na Figura 10 encontram-se os segmentos amplificados da genotipagem P,
mostrando o perfil de migracdo dos gendtipos P[5] e P[11] das estirpes de campo
BO/R 514 (555 pb) e BO/R 886 (314 pb), respectivamente.

A caracterizagdo molecular de 41 amostras de rotavirus bovino foi realizada
pela reagdo de RT-PCR, utilizando-se diferentes pares de primers especificos para
os genotipos G e P de rotavirus suinos e de bovinos.

Os resultados encontrados no presente trabalho confirmam os estudos
disponiveis na literatura. Os gendtipos G6 e G10 sado considerados
epidemiologicamente os mais relevantes para a espécie bovina (SNODGRASS et
al., 1990; ESTES, KAPIKIAN, 2007; MARTELLA et al., 2010), enquanto estirpes
pertencentes a G1a G3, G5 e G11 sdo detectados esporadicamente. Além disso,
nao foi observada a presenca de gendtipos caracteristicos de rotavirus suino,
apesar da transmissao de rotavirus do grupo A entre as espécies bovina e suina ja
ter sido descrita (GOUVEA et al., 1994).

No Brasil, os gendtipos G6 e G10 ja foram relatados em estudos anteriores
(BRITO et al., 2000, ALFIERI et al., 2004, BARREIROS et al., 2004, BUZINARO et
al., 2009; CARUZO et al., 2010), apenas confirmando a comprovagao de Snodgrass
et al. (1990) com relagdo a importancia desses genaétipos para a rotavirose bovina.

Para o gendtipo P, as estirpes virais classificadas foram P[5] e P[11],0s
gendtipo que ja foram associadas a infeccdo por rotavirus tanto em rebanhos
bovinos nacionais (BRITO et al., 2000, BUZINARO et al., 2009; MEDEIROS et al.,
2014), quanto em rebanhos de outros paises, como Japdo, Australia e Argentina,
comprovando a predominancia desses gendtipos nas infecgdes por rotavirus em
bovinos (FUKAY et al., 2002; HUANG et al., 1992; BADARACCO et al., 2013).

Vale ressaltar que outros os genétipo como G8 e P[1] nao foram identificados
nas amostras analisadas, apesar de estudos conduzidos por Alfieri (1999), em
rebanhos bovinos de diferentes Estados da federagao, terem constatado a presenca
dos referidos gendtipos em rebanhos brasileiros. Independentemente desse
resultado, deve-se destacar a importancia do gendtipo G8 que foi associado a
graves surtos de diarreia em rebanhos japoneses e a presenga do gendtipo P[1] em
diversos estudos epidemiolégicos, mesmo que em baixa frequéncia (FUKAY et al.,
2002).
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E, finalmente, ressalta-se que os dados obtidos no estudo sobre a

epidemiologia molecular dos rotavirus em bovinos no Estado de S&o Paulo trazem

informagdes importantes sobre a caracterizagdo genotipica das estirpes de campo

para a implementacdo de medidas de prevencao e controle da diarreia neonatal

bovina.
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Figura 8. Frequéncia dos gendtipos G e P de rotavirus caracterizada pela reagao
em cadeia da polimerase em rebanhos bovinos do Estado de S&do Paulo,
no periodo de 2006 e 2009. (A) gado leiteiro. (B) gado de corte.

Tabela 9. Resultados da genotipagem G (VP7) e P (VP4) em amostras de fezes de
bovinos leiteiros e de corte no Estado de Sao Paulo pela reacdo em

cadeia da polimerase, entre 2006 e 2010.

Genétipo Rebanho leiteiro Rebanho de corte Total
N°Amostra % N°Amostra % N°Amostra

G6PI[5] 14 73,68 11 50 25
G10PI[5] 2 10,53 2
G10P[11] 9,1 2
G6P[5+11] 9,1 2
?P[5] 3 15,79 3
?P[11] 18,2 4
G6? 0 3 13,6 3

Total 19 46,3 22 53,7 41
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Figura 9. Produtos da genotipagem G de rotavirus pela RT-PCR de amostras de
campo e referéncia. Linha M, marcador de peso molecular (100 pb); linha
A, estirpe de referéncia de rotavirus grupo A (NCDV); linhas B, C, D, E, F

(GB) e (G10).



42

6. CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho em gado bovino leiteiro e de corte nas regides
Nordeste e Centro-Oeste do Estado de Sao Paulo permitiram as seguintes
conclusdes:

- a frequéncia de rotavirus do grupo A em bezerros de gado leiteiro foi menor
do que a observada em gado de corte, e em ambos os rebanhos a infecgéo foi

restrita a animais com até 90 dias, no Estado de Sao Paulo

- a deteccao de rotavirus em bezerros leiteiros e de corte, indicou a

participagdo do agente nos casos de diarreia ao longo do periodo estudado,

- a deteccgao de rotavirus em animais sem sinais clinicos de diarreia sugere a

presenca de animais portadores da infec¢cao no rebanho;

- analise do perfil do eletroforético das amostras de campo identificou grande

diversidade dos rotavirus na regido estudada,

- a caracterizagdo molecular dos gendtipos G e P de rotavirus bovino
identificou o gendtipo G6P[5], como o mais frequente entre as amostras
genotipadas, o que evidencia a necessidade de outros estudos para se conhecer

melhor as caracteristicas antigénicas desse agente,

- a distribuicdo temporal dos casos positivos para rotavirus demonstrou que a
maioria dos casos foi detectado no periodo da seca e em menor escala no periodo

da chuva, respectivamente.
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8. APENDICES

Etapas da eletroforese em gel de poliacrilamida para identificagcdo de RNA de
rotavirus

| - Preparo da suspensao fecal

1 - Identificar os tubos com os numeros das amostras de fezes.

2 - Colocar quatro pérolas de vidro em cada tubo.

3 - Transferir 2 mL do tampao Tris/Ca/HCI (Tris/HCI 0,1 M pH=7,3; CaCl; 1,5 mM)
para cada tubo.

4 - Com o auxilio de um palito de madeira, retirar pelo menos 0,25 gramas de fezes
e colocar no tubo previamente identificado.

5 - Deixar os tubos 30 minutos a temperatura ambiente, agitando-os no mixer a cada
10 minutos.

7 - Iniciar a fase seguinte ou congelar o material a -20°C (no maximo por uma

semana).

Il - Extragdo do acido nucléico
1? Etapa

1 - Transferir 0,4 mL da suspensao de fezes.

2 - Adicionar 40 uL de SDS - 10% (Lauril Sulfato de S6dio) em cada tubo.

3 - Incubar em banho-maria a 37°C durante 30 minutos.

4 - Adicionar 0,2 mL de fenol destilado + 0,2 mL de cloroférmio.

5 - Deixar os tubos 15 minutos a temperatura ambiente, agitando-os a cada 5
minutos.

6 - Centrifugar os tubos a 3000 rpm / 10 minutos.

7 - Transferir o sobrenadante para tubos do tipo "eppendorf" contendo 40 uL de
NaCl 20%.

8 - Adicionar 1,0 ml de etanol gelado em cada "eppendorf".

9 - Agitar os "eppendorfs" no mixer.
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10 - Incubar os "eppendorfs" a -20°C por uma noite.

2° Etapa

1 - Centrifugar a 11.000 rpm / 30 minutos.

2 - Desprezar o sobrenadante.

3 - Deixar os "eppendorfs" invertidos sobre uma estante forrada com papel filtro para
secarem completamente.

4 - Ressuspender o sedimento em 15 ul do dissociador da amostra.

5 - Incubar os "eppendorfs" em banho-maria a 37°C durante 30 minutos.

6 - Iniciar a fase seguinte ou guardar os "eppendorfs" na geladeira.

lll - Preparo do gel de poliacrilamida (Solugao Mae 50/1,3 ou 30/0,8)

1 - Limpar bem as placas de vidro, os espagadores e o pente (se necessario utilizar
alcool 70% para limpar as placas).

2 - Com uma das placas na posi¢cao horizontal, posicionar os espagadores nas
laterais e na extremidade inferior. Em seguida, sobrepor a outra placa.

3 - Prender a placa com auxilio de garras (duas na parte inferior e uma em cada
lateral).

4 - Introduzir o pente e marcar com uma caneta a extremidade inferior do pente na
placa.

5 - Vedar a extremidade inferior e as laterais da placa com agar noble 2%.

6 - Retirar o pente.

7 - Preparar o Persulfato de Amonio (P.S.A.) 20%:

8 - Preparar o gel inferior (lower gel, gel separador):
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ATENGAO: A ACRILAMIDA E A BIS-ACRILAMIDA SAO NEUROTOXICAS
ANTES DE SOFREREM O PROCESSO DE POLIMERIZAGAO. TRABALHAR COM
CUIDADO, UTILIZANDO LUVAS!

Lower Gel 7,5%

Reagentes Volume
Acrilamida/Bis-Acrilamida 50/1,3 1,02 ml
Lower Tris 4x 1,75 ml
Agua destilada 4,02 ml

P.S.A. 200 ul

TEMED 10 ul

Volume Total 7 ml

9 - Despejar o lower gel entre as placas até a marca feita com a caneta.
10 - Aguardar a polimerizagao.

11- Preparar o gel superior (top gel, gel de empilhamento):

Top Gel 3,5%

Reagentes Volume
Acrilamida/Bis-Acrilamida 50/1,3 0,14 ml
Upper Tris 4x 0,5 ml
Agua destilada 1,30 ml

P.S.A. 50 ul

TEMED 10 pl

Volume Total 2 ml

12 — Colocar o top gel entre as placas até a extremidade superior da placa.
13 - Colocar o pente.

14 - Aguardar a polimerizagao.
IV - Colocagao na cuba e condigdes de corrida
1 - Soltar as garras da parte inferior da placa e retirar o espagador.

2 - Com o pente voltado internamente para a parte superior da cuba, soltar as garras

laterais e fixar a placa na cuba com estas mesmas garras.
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3 - Posicionar a placa de forma que a por¢cdo que contém o pente fique acima do
nivel do reservatorio superior da cuba.

4 - Vedar com agar noble 2% o contato da placa com o reservatério superior da cuba
5 - Preparar o tampao de corrida (Tris/Glicina)

6 - Despejar o tampao nos dois reservatorios da cuba.

7 - Verificar a presenga de bolhas na parte inferior da placa (se necessario, retira-las
com auxilio de uma agulha e seringa).

8 - Retirar cuidadosamente o pente para evitar o rompimento do top gel.

9 - Transferir 15 uL da amostra nos "pocinhos" formados pela retirada do pente.

10 - Ligar o polo negativo (preto) no reservatorio superior e o pélo positivo
(vermelho) no polo inferior da cuba.

11 - Ligar a fonte de eletroforese e ajustar a corrente elétrica em 20 mA por placa.

12 - Aguardar o tempo de corrida (aproximadamente 1h a 1h30min).

12 - ApOs a saida das amostras no tampéo, esperar mais 30 minutos.

13 - Desligar a fonte e desconectar os polos.

V - Coloragcao com Nitrato de Prata

1 - Retirar a placa da cuba.

2 - Retirar as garras e remover parcialmente os espagadores laterais.

3 - Com auxilio de uma faca, separar cuidadosamente as placas de vidro, sem
quebrar o gel.

4 - Com o auxilio de um espacador, eliminar o top gel e marcar o gel com um
pequeno corte na margem superior esquerda (local de aplicagdo da primeira
amostra).

5 - Apoiar a placa com o gel na caixa de coloragao e retirar o gel vertendo um pouco
da solugao 1 (solucao fixadora) sobre ele.

6 - Lavar o gel 3 vezes com agua destilada.

7 - Adicionar a solucéo 1 (solugéo fixadora, solucdo Etanol-Acido Acético):

8 - Aguardar 30 minutos.

9 - Iniciar o proximo passo ou retomar a coloragédo no dia seguinte.

10 - Desprezar a solugao fixadora e nao lavar o gel.

11 - Adicionar a solugédo 2 (solugao corante, solugédo de Nitrato de Prata):
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12 - Colocar a caixa de coloragao no agitador orbital por uma hora.
13 - Desprezar a solugdo 2 e lavar o gel 3 vezes com agua destilada.
14 - Adicionar a solugdo 3 (solugéo reveladora)

15 - Colocar a caixa de coloragcao no agitador orbital e controlar visualmente o tempo
de revelacao.

16 - Desprezar a solugao reveladora e nao lavar o gel.

17 - Adicionar a solugéo 4 (solucdo Acido-Acético 5%);

18 - Aguardar 15 minutos.

19 - Desprezar a solugao 4 e lavar o gel 2 vezes com agua destilada.
20 - Adicionar a solugao 5 (solugéo Etanol 10%):

21 - Examinar o gel com auxilio de transiluminacao.

22 - Se necessario fotografar ou secar o gel.
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Solugoes empregadas na técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida e

Solugoes para extragcao do RNA viral

coloragao do gel.

— Tampao Tris/HCI (Tris/HCI 0,1M; CaCl, 1,5mM; pH 7,3)

Reagente Quantidade
Tris (base) 12,114 g
CaCl; 0,1662 g

Agua bidestilada g.s.p. 1000 mL

HCI concentrado

g.s.p. para pH 7,3

— Sodio dodeci Isulfato a 10% (SDS 10%)

Reagente Quantidade
Lauril sulfato de sodio 10,0 g

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
- NaCl 20%

Reagente Quantidade
NaCl 20,09

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
- Dissociador da amostra

Reagente Quantidade
SDS 10% 3,0 mL
Upper tris 4x 1,25 mL
2-mercapto-etanol 0,5mL
Glicerol 4,0 mL

Azul de bromofenol 0,5% 100 pL

Agua bidestilada g.s.p. 10 mL

Solugdes para o preparo do gel de poliacrilamida

— Acrilamidal/ bisacrilamida (30/0,8)

Reagente Quantidade
Acrilamida 30,0g
Bisacrilamida 0,849

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
— Lower Tris 4x (0,5M Tris/HCI; pH 8,8)

Reagente Quantidade
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Tris (base) 18,17 g
HCI concentrado g.s.p. pH 8,8
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
— Upper Tris 4x (0,5M Tris/HCI; pH 6,8)
Reagente Quantidade
Tris (base) 6,06 g
HCI concentrado g.s.p. pH 6,8
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
— Persulfato de aménio
Reagente Quantidade
Persulfato de amonio 20 mg
Agua bidestilada g.s.p. 1 mL
— Gel de poliacrilamida
Quantidade
Reagente Gel inferior (7,5%) Gel superior (3,5%)
Solugao mae
acrilamida/bisacrilamida 1,70 mL 0,23 mL
(30/0,8)
Lower Tris 4x 1,75 mL ---
Upper Tris 4x - 0,5mL
Agua bidestilada 3,34 mL 1,21 mL
Persulfato de amoénio 200 uL 50 uL
TEMED 10 uL 10 uL
Solugdes para o preparo do tampao de corrida
— Solugao estoque Tris-glicina 4x
Reagente Quantidade
Tris (base) 12,0 g
Glicina 57,6 g
Azida sodica 10% 10,0 mL
Agua bidestilada g.s.p. 1000 mL
— Tampao de corrida
Reagente Quantidade
Tris glicina 4x 50 mL
Agua bidestilada 200 mL




Solugoes para a coloragao do gel por nitrato de prata

— Etanol-acido acético
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Reagente Quantidade
Etanol 10 mL

Acido acético 0,5mL

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
— Nitrato de prata 0,011M

Reagente Quantidade
Nitrato de prata 0,185gmL
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
— Solugao reveladora

Reagente Quantidade
NaOH 3,75¢
Formaldeido (40%) 0,95 mL
Agua bidestilada g.s.p. 125 mL
— Acido acético 5%

Reagente Quantidade
Acido acético 5 Ml

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
— Etanol 10%

Reagente Quantidade
Etanol 10 mL

Agua bidestilada g.s.p. 100 mL




