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RESUMO

LINARES, R.C. Frequéncia de diagnostico do rotavirus grupo A em leitbes
lactentes de rebanhos suinicolas néo-vacinados. [Diagnosis frequency of
group A rotavirus in suckling piglets from unvaccinated pig herds] 2007. 80f.

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal, Area de Concentracdo: Sanidade
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

A diarréia neonatal € uma das principais causas de morbidade e mortalidade em
leitdes, ocasionando consideraweis prejuizos econémicos a suinocultura em todo o
mundo. A etiologia da diarréia neonatal € complexa e multifatorial e o rotavirus
grupo A é considerado a principal etiologia viral de diarréia em leitdes lactentes. O
objetivo desse estudo foi determinar a freqiéncia de diagndstico, distribuicdo
etaria e a associagdo com diarréia da infeccdo por rotavirus grupo A em leitdes
lactentes de granjas de duas regides geograficas brasileiras que séo responsaveis
por 81% da producdo nacional de carne suina. A frequéncia de diagndstico do
rotavirus suino grupo A foi avaliada no periodo de 2004 a 2007, pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida, em 681 amostras fecais de leitGes lactentes,
sendo 428 diarréicas e 253 com consisténcia normal (grupo controle). Os animais
eram provenientes de 130 granjas, localizadas em 80 municipios dos estados do
Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso.
Rotavirus suino com perfil eletroforético caracteristico do grupo A foi detectadoem
193 (28,3%) amostras, das quais 157 (36,7%; p=0,001) eram amostras diarréicas
e 36 (14,2%) amostras fecais com consisténcia normal. A infecgao foi identificada
em animais de todas as faixas etarias avaliadas e a maior frequéncia 54,7%;
(p=0,001) de diagnostico ocorreu em leitdes diarréicos com 21 a 25 dias de idade.
A alta taxa (32,3%) de diagnéstico do rotavirus em fezes diarréicas de leitdes com
1 a 7 dias de vida sugere a necessidade da adocdo de condutas que objetivem o
incremento da imunidade passiva. A frequéncia de diagndstico e a ampla
distribuicdo das infec¢des pelo rotavirus grupo A, nos rebanhos das regides
geograficas avaliadas nesse estudo, ratificam a importancia da rotavirose na

etiologia dos episodios de diarréia de leitdes lactentes no Brasil.

Palavras-chave: Suinos; diarréia neonatal; rotavirus grupo A; EGPA/PAGE.



ABSTRACT

LINARES, R.C. Diagnosis frequency of group A rotavirus in suckling piglets
from unvaccinated pig herds. [Frequéncia de diagndstico do rotavirus grupo A

em leitdes lactentes de rebanhos suinicolas n&o-vacinados]. 2007. 80p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal, Area de Concentracdo: Sanidade
Animal) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2007.

The neonatal diarrhea is one of the main causes of morbidity and mortality in pigs
and cause great economical losses in pig herds worldwide. The etiology of
neonatal porcine diarrhea is complex and multifactorial. The group A rotavirus is an
important etiological agent of viral diarrhea in suckling piglets. Reports of rotavirus
prevalence in porcine feces are lacking in Brazilian pig herds. The objective of this
work was to determine the frequency, age distribution, and association with
diarrhea of group A rotavirus infections in suckling piglets of farms located in a
geographical region that produce 81% of the Brazilian pork meat. The group A
rotavirus frequency was evaluated from 2004 to 2007 by polyacrylamide gel
electrophoresis technique in 681 stool samples collected from 428 diarrheic and
253 asymptomatic (control-group) suckling piglets. The sampling was from 130 pig
herds, located in 80 counties from Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana,
Mato Grosso do Sul, and Mato Grosso States. Positive results with group A
rotavirus electropherotype were detected in 193 (28,3%) samples of the wich 157
(36.7%; p=0.001) were diarrheic stool samples and 36 (14.2%) samples with
normal consistency. The infection was detected in all age groups evaluated with
higher diagnosis frequency (54.7%; p=0.001) in diarrheic piglets with 21 to 25-
days-old. The rate (32.3%) of rotavirus diagnosis in diarrheic fecal samples from 1
to 7-days-old piglets suggest that profilatic measures should be adopted to
increase the passive immunity. The diagnosis frequency and the wide distribution
of the group A rotavirus infections in porcine herds from all geographical regions
evaluated in this study ratifies the importance of the rotaviruses in the suckling

piglets diarrhea in Brazilian pig herds.

Key Words: Swine; neonatal diarrhea; group A rotavirus; PAGE.
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Introducéao

A suinocultura representa um importante segmento do agronegocio
brasileiro. A producdo de carne suina no Brasil é uma atividade pecuaria
altamente tecnificada. Além da producdo de proteina animal para 0 consumo
humano, tanto para o mercado interno quanto o externo, a suinocultura nacional
contribui com a geracéo de divisas e impostos para o pais e milhares de empregos
nas zonas rurais e urbanas (HENKE, 2000).

O modelo atual da producéo de suinos no Brasil é regido por parametros de
producdo que, para o sucesso da atividade, devem ser rigorosamente monitorados
e alcancados a cada ciclo de producdo. Dentre os varios parametros zootécnicos
de producdo, o numero de leitbes desmamados/porca/ano € um importante
indicador do desempenho da atividade. Esse parametro pode ser influenciado
negativamente por varios fatores relacionados ao manejo, nutricdo e sanidade do
rebanho (ALFIERI et al., 1994; DEWEY et al.,1995).

Com relacdo ao fator sanitario, os episédios de diarréias neonatais, na
dependéncia da frequéncia e da intensidade, podem contribuir consideravelmente
com a reducdo do numero de leitbes desmamados/porca/ano em decorréncia das
taxas de letalidade observadas em rebanhos onde esse disturbio entérico constitui
um grave problema sanitario. Outro aspecto, de importancia nas diarréias
neonatais, € o aumento do custo de producdo, que inclui mdo de obra e
medicamentos, para o tratamento dos animais doentes. Alteracdes nas taxas de
ganho de peso e converséao alimentar na maternidade, originadas pelas infec¢cbes

entéricas, ocasiona desuniformidade dos lotes & desmama e compreende outro
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aspecto negativo das diarréias em leitdes lactentes (SVENSMARK et al., 1989;
SILVA et al., 1999).

As infeccbes entéricas em leitbes lactentes sdo multifatoriais e
multietiolégicas. Fatores nutricionais, de manejo e imunoldgicos atuam em
sinergismo com 0s microrganismos presentes no meio ambiente que, na
dependéncia da viruléncia e da dose infectante, podem ser responsaveis por
graves episddios de diarréias neonatais (DRIESEN et al., 1993; WIELER et al.,
2001).

Dentre os agentes infecciosos, microrganismos de vérias classes atuando
em infec¢des isoladas ou, mais freqiientemente em associagdo, sdo 0s principais
determinantes de infec¢des entéricas em leitdes lactentes. Devido a frequéncia na
ocorréncia em fezes diarréicas destacam-se: Escherichia. coli, Clostridium

perfringes tipo C, Isospora suis, Criptosporidium parvum e rotavirus (DRIESEN et

al., 1993; ALFIERI et al, 1994; CALDERARO et al., 2001; WIELER et al., 2001).
Com relacdo a etiologia viral de infeccbes entéricas, os rotavirus (RV)
destacam-se em todo o mundo como um dos principais virus causadores de
diarréia tanto em leitdes lactentes quanto em recém-desmamados (SVENSMARK,
1983; LIPRANDI et al., 1987; FITZGERALD et al., 1988; JOHNSON et al., 1990;
GREGORI et al., 2000). O controle e a profilaxia das rotaviroses constituem-se em
medidas sanitarias fundamentais para o bom desempenho dos leitbes no modelo

atual de producéo que prevalece na suinocultura nacional.
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Rotavirus

Os RV séo particulas ndo-envelopadas com aproximadamente 70-90 nm de
didmetro e simetria icosaédrica que pertencem a familia Reoviridae, género
Rotavirus (ESTES, 1996). O capsideo viral € constituido por trés camadas
concéntricas de proteinas que formam o capsideo externo, intermediario e interno
(core) onde estao contidos o genoma e a transcriptase viral (PRASAD e CHIU,
1994). O genoma dos RV é constituido de RNA fita dupla (RNAfd) com 11
segmentos, que codificam seis polipeptideos nédo-estruturais denominados NSP
(Non-Structural Protein) e seis estruturais denominados VP (Viral Protein)
(MATTHEWS, 1979; DESSELBERGER, 1989).

Os 11 segmentos gendmicos dos RV s&o numerados de acordo com a

ordem de migracao de cada um em eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA).

O primeiro segmento, com maior massa molecular, e o décimo-primeiro, de menor
massa, correspondem aos segmentos de menor e de maior migracdo na EGPA,
respectivamente, (PEDLEY et al., 1986). Cada segmento de dsRNA codifica uma
proteina, com excecdo do segmento gendmico 11 que codifica duas NSP
(MATTION et al., 1991).

As proteinas VP1, VP2, VP3 formam o core; a proteina VP6 o0 capsideo
intermediario e as proteinas VP4 e VP7, o capsideo externo dos RV (MIDTHUN e
KAPIKIAN, 1996). A figura 1 representa, esquematicamente, 0s segmentos
gendmicos dos RV e as proteinas codificadas por cada segmento, bem como a

sua localizagdo na particula viral.
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FIGURA 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida do genoma de rotavirus, RNA fita
dupla, segmentado (esquerda) e as proteinas codificadas por cada segmento
gendmico (centro). Particula de rotavirus representada esquematicamente (direita
acima); particula de rotavirus e sua estrutura determinada por eletromicroscopia

associada ao processamento de imagem por computador (direita abaixo).

FONTE: ESTES, M.K. Rotaviruses and their replication. In: KNIPE, D.M.; HOWLEY,

19

P.M. (Ed.) Fields Virology. 4" ed. Philadelphia: Lippincott & Wilkins, 2001 (adaptado).

NOTA: Segmentos numerados com base na migracdo do genoma da estirpe SA11 do
rotavirus grupo A.

O padrao gendmico basico para os RV do grupo A consiste de classes, ou

regides de diferentes massas moleculares, contendo os segmentos de dsRNA de

1 a4 (Classe I); 5 e 6 (Classe Il); 7, 8, e 9 (Classe lll); e segmentos 10 e 11

(Classe 1V). Esta disposicdo €& frequentemente representada como 4-2-3-2,
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indicando o niamero de segmentos genémicos encontrados em cada classe do
grupo A dos RV (PEDLEY etal., 1983).

Uma importante caracteristica dos RV pertencentes ao grupo A é a
migracdo dos segmentos 7, 8 e 9 em forma de triplet ou trinca. Essa caracteristica
deve-se a semelhanca de suas respectivas massas moleculares. Por outro lado,
RV atipicos (grupos B-G) ndo apresentam este triplet. Entre os RV atipicos
encontrados em mamiferos, os eletroferogrupos mais importantes constituem o
grupo B, com disposicdo 4-2-2-3, e o grupo C que apresenta uma distribuicdo
gendmica identificada como 4-3-2-2. Os eletroferogrupos D, F e G sé&o
caracteristicos de espécies aviarias e o grupo E de suinos como podemos
visualizar na figura 2 (McNULTY et al., 1984; CHASEY et al., 1986; PEDLEY et al.,

1986; TODD e McNULTY, 1986).

Rotavirus grupo A QOutros grupos
Tipicos Atipicos

Humanoes Humanos Bovinos Suinos Coelhos B C D E

1 - - - - - - - - - - =

== == === == == == _
4

Yo - - - - - - - - - i — = - _

11 — 1 4 1 - — 1 4 — 4 — —

longo curto a b c d d e e f ot
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Figura 2. Representacdo esquematica do padrao de migracdo, em Eletroforese

em Gel de Poliacrilamida, do RNAfd relativo aos eletroferogrupos A, B, C, D e E
de Rotavirus.

FONTE: ALFIERI, A.A. Padronizacdo de Métodos para caracterizacao genotipica
de Rotavirus grupos A e C de origem humana e animal. Rio de Janeiro, RJ, Brasil,
1996, 352p. Tese de Doutorado. Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

Contudo, o perfil genémico obtido por meio da EGPA néo deve ser utilizado
como unico critério de classificacdo dos RV pois, alteragcbes no genoma viral,
como rearranjo, podem levar a mudancas no padrdo de migragdo dos segmentos
(SAIF e JIANG, 1994). Uma desvantagem da analise eletroforética é que este
procedimento ndo permite a genotipagem dos RV, pois diferentes sorotipos
podem apresentar perfis eletroforéicos similares (MARKOWSKA et al.,
1996).certo

A diversidade gendbmica dos RV é atribuida as alteracbes no genoma
decorrentes de: i) mutacdo pontual; ii) reassortments ; ou iii) rearranjo.

A mutagcdo pontual consiste em alteracdes na seqiéncia de nucleotideos
que ocorrem durante a replicacdo do genoma. O acumulo de mutacdes pontuais
tem sido observado em isolados de RV obtidos durante uma Unica epidemia

(PALOMBO et al., 1993). Estas alteracbes podem originar substituicbes nos

aminoacido, podendo alterar o sitio antigénico, resultando em estirpes resistentes
aos anticorpos neutralizantes produzidos contra as estirpes parentais
(TANIGUCH] et al., 1985).

Reassortments consistem em mudangas no genoma que ocorrem devido a

trocas de segmentos de dsRNA entre diferentes estirpes virais (ESTES e COHEN,
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1989). Este fendbmeno, que ocorre somente em virus com genoma segmentado, é
denominado pseudo-recombinacdo em outros virus. Por meio desse mecanismo,
novas estirpes virais podem surgir rapidamente e co-infeccdo com estirpes
geneticamente proximas promove o mesmo mecanismo de forma mais eficiente.
As estirpes originadas por este processo sdo chamadas de reassortants
(TANIGUCHI et al., 1985).

Alteracbes em porcdes significativas da seqiéncia em um mesmo
segmento gendmico, muitas vezes na forma de dele¢cdes ou duplicacdes, sdo
denominadas de rearranjo. Estas alteragcbes ocasionam modificagcbes na massa
molecular dos segmentos de dsRNA, resultando em um perfil eletroforético distinto
daquele original (GONZALES et al., 1989).

Estes trés mecanismos parecem ser responsaveis pela grande variabilidade

e complexidade dos RV. Kang et al. (2005) em um estudo epidemiolégico das

infeccdes por RV na india, concluiram que transmissdes zoonéticas e
reassortments entre estirpes de RV provenientes de seres humanos e de animais
contribuem com a diversidade de estirpes virais que infectam humanos. Infeccbes
heterdlogas, entre os modelos humano e animal, contribuem para uma potencial
difusdo interespécies dos RV .

A classificagdo antigénica dos RV é realizada com base nas propriedades
das proteinas VP6, VP4 e VP7 (HOSHINO e KAPIKIAN, 1994).

A proteina VP6 apresenta arranjo em 260 unidades morfoldgicas, T=13,
que apresentam estrutura trimérica. Sdo encontradas 780 moléculas de VP6 por

virion que, por ser a proteina mais abundante na particula viral é utilizada como o
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principal antigeno na deteccado dos RV (GORZIGLIA et al., 1985; KAPIKIAN e
CHANOCK, 1990).

A VP6 é codificada pelo sexto segmento gendmico e é responsavel pela
especificidade sorolégica dos RV em sete grupos (A-G) e quatro subgrupos
(KAPIKIAN e CHANOK, 1990). Gorziglia et al. (1988) demonstraram que
anticorpos monoclonais produzidos contra os epitopos de VP6 relacionados com a
especificidade de subgrupo, reagiam tanto com a forma monomérica quanto com a
trimérica de VP6. Entretanto, anticorpos monoclonais produzidos especificamente
contra os subgrupos | ou Il, reagiram somente com a forma trimérica. Este fato
sugere que esta especificidade é determinada pelo arranjo estrutural da molécula
de VP6.

A proteina VP4 esta presente nas espiculas dos RV (ANTHONY et al.,

1991). Sao descritas 60 espiculas de VP4 por particula viral, que atravessam a

camada de VP7 e interagem com a proteina VP6 (SHAW et al., 1993; PRASAD e
CHIU, 1994).

Na presenca de proteases a VP4 é clivada, originando duas outras
proteinas, VP5 e VP8. Os epitopos responsaveis pela reatividade neutralizante
cruzada estdo localizados em VP5 e aqueles que apresentam especificidade
sorotipica estdo localizados na sub-unidade VP8 (MACKOW et al., 1988). Hardy et
al. (1991) descreveram que uma maior variabilidade em VP8* e diferencas em
aminoacidos nos sitios envolvidos na neutralizagdo cruzada, devem ser
responsaveis pela quebra na protecdo homotipica entre duas estirpes de

diferentes especificidades de VP4.
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A VP4 apresenta diferentes funcdes como a atividade hemaglutinante; o
aumento da infectividade apds a clivagem proteolitica; a replicacdo in vitro; e a
formacédo de plaque (KALIKA et al., 1983). A VP4 também é um antigeno indutor
de anticorpos neutralizantes que apresenta variabilidade antigénica e desta forma,
a caracterizacao dos RV em tipos, com base na especificidade de VP4, tornouse
necesséaria (HOSHINO et al., 1985).

De forma semelhante ao capsideo intermediario (VP6), sdo encontradas
780 moléculas da proteina VP7 por particula viral, arranjadas de forma trimérica
(T=13). Esta proteina € glicosilada e constitui a base da camada do capsideo
externo (PRASAD e CHIU, 1994). A partir desta sao projetadas as espiculas de
VP4.

A proteina VP7 é um dos principais antigenos presentes na particula viral,
capaz de induzir a formacdo de anticorpos neutralizantes, considerados de

importancia na protecdo da diarréia causada pelo RV (HOSHINO et al., 1985).

A VP6 também determina ainda a especificidade de subgrupo (SG) que
permite a classificacdo antigénica dos RV do grupo Aem SG I, SGIl, SGle ll e
SG néo | ndo Il (KANG et al., 2005; GHOSH et al., 2006).

Estes, (2001) conclui que a analise filogenética de partes da proteina VP6
tem resultado na classificacdo do RV grupo A humano em dois genogrupos. O
genogrupo | que compreende os RV SG l-especificos e o genogrupo Il que
engloba as estirpes SG I, SG | e Il e SG n&o-I ndo-1l ITURRIZA-GOMARA et al.,
2002).

Os RV grupo A apresentam dupla especificidade para sorotipo,

representada por VP4 e VP7 que sdo proteinas codificadas por diferentes
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segmentos gendmicos. Durante a replicagao viral, os genes codificadores destes
polipeptideos segregam independentemente um do outro. Com isto, para a
completa classificacao sorolégica dos RV grupo A, ha necessidade da utilizagéo
de um duplo sistema de sorotipagem, também denominado sistema binario, que
leve em consideragdo as caracteristicas antigénicas tanto de VP4 quanto de VP7
(HOSHINO et al., 1985; OFFIT e BLAVAT, 1986; ESTES e COHEN, 1989).

Por questbes de padronizacdo de nomenclatura, os sorotipos VP4 sao
denominados sorotipos “P” (susceptiveis a protease), em razdo de que a
clivagem proteolitica desta proteina ativa a infectividade dos RV. Por ser uma
glicoproteina, os sorotipos de RV grupo A relacionados ao polipeptideo VP7 séo
denominados sorotipos “G” (ESTES e COHEN, 1989).

Com a técnica de neutralizacdo e/ou analise seqiiencial da proteina VP7 foi

possivel, até o momento, definir 15 sorotipos G (G1 — G15) em amostras de RV

grupo A (GHOSH et al., 2006). Soros hiperimunes, mono e policlonais, utilizados
para determinar a especificidade para o0s sorotipos G, freqlientemente,
apresentam baixos titulos de anticorpos neutralizantes para a proteina VP4 e, com
raras excecdes, podem ser utlizados para determinagcdo dos sorotipos P
(MATSUDA et al., 1993).

Os sorotipos P foram inicialmente deduzidos por caracterizacdo do gene
VP4, por meio do sequénciamento de nucleotideos (nt) e hibridacdo. Pelo menos
10 tipos de VP4 (P1 - P10) foram identificados com base nas diferencas de
aminoacidos (aa) entre os tipos (ESTES e COHEN, 1989).

Gorziglia et al. (1990) definiram, por meio de testes de neutralizacdo

cruzada, o primeiro sorotipo P utilizando anti-soro para a proteina VP4 expressa
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em baculovirus. A utilizacdo desta metodologia possibilitou que varios outros
sorotipos P fossem identificados (GENTSCH et al., 1996). Recentemente um
duplo sistema de classificacdo para os sorotipos P tém sido aplicado, com o P
genotipo (designado por P[ ]), determinado pela sequéncia do gene VP4, e o
sorotipo P, pela neutralizacdo da proteina VP4. Um total de 27 P gendtipos e 15 P
sorotipos foram identificados para os RV do grupo A (GHOSH et al., 2006;
KHAMRIN et al., 2007).

Estudos moleculares indicaram a genotipagem como a forma mais facil e
eficaz para a definicdo dos sorotipos/genotipos dos RV grupo A, particularmente
devido: i) a boa correlacdo com a especificidade antigénica; ii) uso de reagentes
sintéticos universais; iii) possibilidade de analise de maior nimero de amostras e
iv) sensibilidade e especificidade (GOUVEA et al., 1990; PARWANI et al., 1993;
GENTSCH et al., 1996).

Entre as possiveis combinacfes dos diferentes gendtipos P (27) e G (15),
algumas sdo mais frequentes, inclusive apresentando diferencas entre genotipos
mais comuns de acordo com a espécie hospedeira. Desta forma, estudos sobre a
distribuicdo destes gendtipos em infecgbes humanas e animal, tém demonstrado o
predominio na frequéncia de algumas associacfes entre os genétipos P e G
(NAKAGOMI e NAKAGOMI, 1991; GENTSCH et al., 1992; GHOSH et al., 2006;
KHAMRIN et al., 2007).

Em suinos ja foram identificadas estirpes de RV grupo A correspondentes
aos genoétipos G1, G3, G4, G5, G6, G9, G10, G11, G12 e P[5], P[6], P[7], P[14],
P[19] (BOHL et al., 1984; NAGESHA e HOLMES, 1988; RUIZ et al., 1988;

ZABEREZHNY et al., 1994; MARTELLA et al., 2001; GHOSH et al., 2006).
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Os primeiros estudos com relacdo a especificidade dos hospedeiros dos
diferentes genotipos indicavam que a transmissdo interespécies de RV,
provavelmente, fosse um evento raro (SCHROEDER et al., 1982; FLORES et al.,
1986). A utilizacdo de metodologias moleculares, identificou estirpes de RV,
isoladas de casos clinicos de diarréia, que apresentavam grande homologia
genética com os genogrupos de espécies heterdlogas (NAKAGOMI e NAKAGOMI,

1991, 1993).
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Rotavirose

Epidemiologia da Rotavirose suina

A producdo da carne suina no Brasil tem apresentado crescimentos
progressivos ao longo dos dltimos anos. Influenciaram no aumento da
produtividade, as mudancas nos sistemas de producdo para sitios e o
aprimoramento observado em varias condutas que influenciam nas taxas de
producdo como aqueles relacionados a gestado das granjas, ao manejo, a nutricao

e a sanidade dos plantéis (ABIPECS).

Mil toneladas

Figura 3. Evolucdo da producéo da carne suina no Brasil no periodo de 2004 a
2007.

FONTE: ABIPECS

NOTA: * Estimativa

Vérios estudos tém associado as enterites do periodo pré-desmame como
um dos principais problemas sanitarios em granjas de suinos. Como reflexos

negativos dessas infec¢bes séo freqientemente observados aumento da taxa de
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mortalidade; reducdo na eficiéncia alimentar; atraso no desenvolvimento dos
leitdes e aumento no risco de ocorréncia de diarréia pés-desmame (SVENSMARK
etal., 1989; WITTUM et al., 1995).

Em todo o mundo onde a suinocultura € explorada de forma intensiva os
RV representam a principal etiologia viral das diarréias endémicas do pré e do
pos-desmame dos leitdes FITZGERALD et al, 1988; DRIESEN et al., 1993;
PONGSUWANNA et al., 1996; KIM et al., 1999; MARTELLA et al., 2001; DEWEY
et al., 2003). As taxas de diagndéstico desse virus variam consideravelmente em
decorréncia de diferencas metodoldgicas utilizadas para o diagnostico, na
definicdo da amostragem (n); da faixa etaria dos animais incluidos no estudo e do
tipo de manejo zootécnico-sanitario adotado nos plantéis. Entretanto,
independentemente dessas variaveis, com freqiiéncia, os RV sao identificados em
um terco, ou até mais, das amostras de fezes de suinos incluidas em inquéritos

epidemiolégicos realizados em varias regides do mundo com o objetivo de definir
a etiologia das diarréias em leitdes LIPRANDI et al., 1987; FITZGERALD et
al., 1988; GATTI et al., 1989; WIELER et al., 2001). O envolvimento direto dos RV
nos episodios de diarréia € ratificado por sua maior freqiéncia de deteccédo, em
percentuais estatisticamente significativos em amostras fecais diarréicas, em
comparacgao as amostras colhidas a partir de animais assintomaticos. Os quadros
1, 2, 3 e 4, apresentam a distribuicdo da frequéncia de diagnostico de RV em

fezes de suinos provenientes de diversas regides geograficas de todo o mundo.
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Quadro 1. Freqgiéncia de diagnéstico etioldgico do rotavirus grupo A em fezes de

leitdes nos continentes Africano, Asiatico e na Oceéania.

N° de Amostras

Local Técnica Referéncia
Total % Positivas

Africa do sul ELISA 72 24,0 Geyer et al., 1995
Nigéria ELISA 9% 44.8 Atti e Ojeh,1995
Coréia Multiplex RT-PCR 157 13,3 Song et al., 2006
india PAGE 4 9,7 Ghosh et al., 2006
Japéo Multiplex RT-PCR 153 67,3 Katsuda et al., 2006
Japéo Multiplex RT-PCR 116 65,5 Katsuda et al., 2006
Tailandia Multiplex RT-PCR 175 22,3 Maneekarn et al., 2006
Australia ELISA/PAGE 2380 16,9 Driesen et al., 1993
Nova Guiné ELISA/PAGE 29 55,2 Alpers et al., 1991

Multiplex RT-PCR (transcricdo-reversa seguida da reacao da polimerase em cadeia); ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay); PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis).
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Quadro 2. Freqgiéncia de diagnéstico etioldgico do rotavirus grupo A em fezes de

leitbes na Europa:

Local

Alemanha

Dinamarca

Dinamarca

Espanha

Hungria

Italia

Polbnia

Republica
Tcheca

Técnica

ME

ELISA

ELISA

Multiplex RT-PCR

ME/ELISA

ME/ELISA

ELISA

ME/ELISA/PAGE/IF

N° de Amostras

Total

287

638

1090

125

92

751

531

60

% Positivas

8,3

34,6

30,5

66,9

18,6

16,1

31,8

33,3

Referéncia

Wieler et al., 2001

Svensmark, 1983

Svensmark et al., 1989

Villena et al., 2003

Nagy et al., 1996

Martella et al., 2007

Markowska et al., 1996

Sestak e Musilova, 1994

Multiplex RT-PCR (transcri¢éo reversa seguida da reacao da polimerase em cadeia); ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay); PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis); ME
(microscopia eletrénica); IF (imunofluorescéncia).
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Quadro 3. Fregiéncia de diagnéstico etioldgico do rotavirus grupo A em fezes de

leitdes nas Américas.

Local

Argentina

Cidade do
México

lowa

Quebec

Trinidad e
Tobago

Venezuela

Venezuela

Técnica

ME/ELISA

PAGE

PAGE/ELISA

PAGE

LA

ME

ME/ELISA

N° de Amostras

Referéncia
Total % Positivas
156 38,4 Mattion et al., 1989
258 23,2 Morilla et al., 1991
1048 9,0 Will et al., 1994
120 46,7 Magar et al., 1991
162 27,8 Kaminjolo e Adesiyun, 1994
286 21,3 Utrera et al., 1984
136 27,9 Liprandi et al., 1987

Multiplex RT-PCR (transcri¢do reversa seguida da reacdo da polimerase em cadeia); ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay); PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis); ME

(microscopia eletrénica); IF (imunofluorescéncia); LA (latex-aglutinagao).
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Quadro 4. Frequiéncia de diagnéstico etioldgico do rotavirus grupo A em fezes de

leitdes no Brasil.

Local

Parana

Sao Paulo

Sao Paulo

Sao Paulo

SC,PR,SP,MG

SC,PR,RS

Técnica

ELISA

PAGE /ELISA

PAGE/ELISA

PAGE

PAGE/ELISA

ELISA/PAGE

N° de Amostras

Total

117

302

140

174

330

167

% Positivas

34,2

21,5

32,1

10,9

26,4

35,3

Referéncia

Kroeff et al., 1999

San Juan et al., 1986

Bittencourt, Racz, 1992

Calderaro et al., 2001

Alfieri et al., 1991

Réacz et al., 2000

ELISA (enzymelinked immunosorbent assay); PAGE (polyacrylamide gel electrophoresis).
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Transmissao e Patogenia

Durante o periodo agudo da infeccdo os animais eliminam por meio das fezes
grande quantidade (10*° — 10'? particulas/grama de fezes) de particulas virais que
contaminam o meio ambiente. Os RV apresentam ainda grande resisténcia no
ambiente, permanecendo viaveis e com capacidade infectante por longos periodos de
tempo sobre superficies inanimadas, e também a produtos quimicos utilizados como
desinfetantes (MOE e SHIRLEY, 1982). Varios estudos demonstraram a influéncia da
umidade relativa do ar na viabilidade das particulas virais (ADAMS et al.,, 1982;
SATTAR et al., 1984). Pela transmisséao fecaloral os animais adultos possuem papel
importante na disseminacgdo do virus na forma de portadores.

Os RV apresentam tropismo por enterécitos maduros das por¢cdes média e alta
das vilosidades do intestino delgado de animais e de seres humanos jovens, podendo

causar quadros graves de gastroenterite (LUNDGREN e SVENSSON, 2001). A
multiplicagdo dos virus nos enterocitos determina a morte e a descamacdo dessas
células, que sao substituidas por células imaturas, provenientes das criptas
intestinais, que tém capacidade reduzida de absorcdo. Durante a diarréia ocorre
diminuicdo da digestdo de acUcares e da absor¢cdo de sais minerais e agua,
aumentando a gravidade da doenca (KAPIKIAN e CHANOCK, 1996).

Outros achados patolégicos também tém sido relacionados com a rotavirose
como infiltracdo mononuclear na lamina prépria; distensdo da cisterna do reticulo
endoplasmético; aumento mitocondrial e presenca de microvilosidades esparsas e

irregulares (BISHOP et al., 1973; MOON, 1997).
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Estudos realizados em camundongos demonstraram a participacao da proteina
ndo-estrutural NSP4 dos RV, como uma enterotoxina, induzindo diarréia quando
administrada pela via intraperitoneal ou intraluminal (BALL et al., 1996; ESTES e
MORRIS, 1999). De acordo com Kapikian et al (2001), a proteina NSP4 interage com
um receptor celular do epitélio intestinal, ativando uma via sinalizadora transducional
que aumenta os niveis de Ca®, que por sua vez, leva ao aumento da permeabilidade
da membrana plasmatica ao cloro e da secrecao de cloro, induzindo a diarréia.
Outros pesquisadores mencionam a participacdo da proteina NSP4 na estimulagéo
do sistema nervoso entérico, pela liberacdo de aminas/peptideo por meio de células
endécrinas das vilosidades intestinais, pelo efeito da NSP4 no C&" intracelular

(LUNDGREN e SVENSSON, 2001).

Diagndstico

A semelhanca dos sinais clinicos das diarréias do pré e do pés-desmame
em leitdes, induzidos pelos varios potenciais patdgenos entéricos, inviabilizam a
definicdo da provavel etiologia da infecgdo. Com isso, o diagnostico conclusivo
das rotaviroses é estritamente laboratorial (VARGAS et al., 1990).

Devido a alta frequéncia da infeccdo e também a presenca de animais
adultos portadores, a sorologia, que é uma forma eficaz de diagndéstico para varias
infeccdes, ndo tem utilidade pratica na definicAo da etiologia das diarréias
neonatais em animais de producéo.

O diagnéstico etiolégico conclusivo das rotaviroses somente pode ser

obtido por métodos que detectam a particula viral ou componentes virais como
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proteinas ou genoma. Com esse objetivo, varios métodos de diagndstico foram
desenvolvidos. Esses métodos variam consideravelmente em sensibilidade,
especificidade, facilidade de execucao, tempo necessario para a concluséo dos
resultados e também no custo final do diagnostico (ALFIERI et al., 1999).

Os varios métodos laboratoriais desenvolvidos para o diagnéstico etiolégico
da rotavirose apresentam vantagens e desvantagens. O uso de um ou outro
método deve considerar os objetivos dos estudos. Em algumas situacdes somente
a definicdo da etiologia do episédio diarréico € o aspecto desejado. Em outras,
além da identificacdo do virus pode-se ainda desejar a definicAo do grupo
soroldgico, genotipo ou mesmo a disponibilizacdo de estirpes virais selvagens
para estudos posteriores de carater antigénico e molecular. Nessas situacdes, 0
uso de mais de uma metodologia diagnostica fazse necessario (MARKOWSKA et

al., 1996; SONG et al., 2006).

A microscopia eletrdnica € muito eficiente na detec¢cdo do RV, porém
mostra-se inviavel quando o diagnéstico envolve um grande nimero de amostras.
A utilizacdo de anticorpos para a deteccdo do RV por meio da imunomicroscopia
eletrdbnica aumenta significativamente o limiar de deteccdo da técnica. A
microscopia eletrénica é utilizada como prova final, quando outras metodologias
apresentam resultados discrepantes, além de detectar RV atipicos que nao
possuem o antigeno VP6 comum do sorogrupo A (ALFIERI et al., 1999).

O isolamento do virus em cultivo celular ndo € utlizado na rotina de
diagnéstico do RV. A técnica € laboratoriosa, demorada e necessita de
laboratérios que dominem a metodologia de cultivo de células. O desenvolvimento

de linhagens celulares como MA 104 (células renais de macaco Rhesus) e HT 29
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(células de tumor retal humano), e a utilizacdo de enzimas como a tripsina, para
ativacdo do inoculo viral, aumentam consideravelmente a freqiéncia de
isolamento do virus. Porém, mesmo ndo sendo utilizada como técnica de
diagnostico de rotina, o isolamento do RV em cultivo celular € uma metodologia
indispensavel para estudos e pesquisas das caracteristicas antigénicas e
moleculares de estirpes virais e para a producdo de antigenos empregados no
diagnostico e na elaboracdo de vacinas (SATO et al, 1981; CUKOR e
BLACKLOW, 1984).

Vérios outros métodos foram também padronizados para a detec¢do do RV
como a fixagdo de complemento, imunofluorescéncia, radioimunoensaio,
hemaglutinacdo e latex aglutinacdo. Entretanto, os testes imunoenzimaticos
(ELISA) constituem um dos métodos mais difundidos no diagndstico da rotavirose
animal e humana devido ao seu limiar de deteccéo, facilidade de execuc¢ao, baixo
custo e rapidez nos resultados finais. Varios sistemas de ELISA foram
desenvolvidos e alguns comercializados, porém essa metodologia, apesar de
altamente sensivel, pode apresentar resultados falso-negativos (JURE et al.,
1988).

Os testes de ELISA podem utilizar tanto anticorpos monoclonais quanto
policlonais para a detec¢do de antigenos de grupo ou sub-grupo (VP6) e
sorogrupos (VP4 e VP7). Entretanto, devido a perda do antigeno VP4 durante a
preparacado ou estocagem do virus, a especificidade para este antigeno é muito
reduzida (ESTES e COHEN, 1989).

Dentre as técnicas moleculares a reacdo em cadeia da polimerase

precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) destaca-se como a mais difundida
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para o diagnéstico do RV. A utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores
consensuais especificos possibilita a identificacdo do RV independentemente do
grupo soroldgico. Atualmente, sistemas de RT-PCR sdo utilizados na rotina
laboratorial tanto para a deteccdo quanto, principalmente, a diferenciacdo dos
grupos A, B e C de RV em amostras fecais diarréicas. Porém, como sao
disponiveis, inclusive comercialmente, outros meétodos de diagndstico com boa
sensibilidade e especificidade e de menor custo e maior facilidade de elaboracéo,
a RT-PCR €& mais utlizada para estudos que envolvem a definicdo da
epidemiologia molecular das rotaviroses, por meio da determinagéo dos genotipos
G (VP7) e P (VP4) de estirpes de RV identificados em infec¢gBes entéricas tanto de
seres humanos quanto de varias espécies animais (ALFIERI et al., 1996; LEITE et
al., 1996).

O genoma segmentado, caracteristico dos RV, permitiu a adaptacdo da

técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) para a identificacao desse
virus. A analise do RV por PAGE tem sido intensivamente utlizada na
identificacdo de amostras virais tanto para o diagndstico quanto em estudos
epidemiolégicos das infecgdes. A técnica de PAGE apresenta ainda uma particular
importancia nas infeccfes humanas e animais ocasionadas por RV atipicos, ou
RV né&o pertencentes ao grupo A (KALIKA et al.,, 1976). A indisponibilidade de
reagentes soroldgicos para a deteccdo, e mesmo identificagdo dos RV atipicos,
tornam a PAGE a técnica mais empregada para esta fung¢do, principalmente
considerando 0 seu baixo custo quando comparada, por exemplo, com a

microscopia eletrénica (KALICA et al., 1976).
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Contudo, a eletroferotipagem dos RV por meio da PAGE, apesar de ser
extre mamente importante na definicdo de grupo ou eletroferogrupo, ndo possibilita
a definicdo do sorotipo viral. Estirpes virais de um mesmo sorotipo podem
apresentar perfis eletroforéticos diferentes, enquanto que estirpes com perfis

semelhantes podem pertencer a diferentes sorotipos (BEARDS et al., 1984).

Profilaxia

A profilaxia das rotaviroses nao se restringe apenas a adocao de medidas
de carater higiénico-sanitario, como ocorre em outras infeccbes entéricas
causadas por bactérias ou parasitas. Algumas caracteristicas dos RV como
resisténcia da particula viral as condicbes do meio ambiente e aos produtos
quimicos utilizados na desinfecgdo; a alta concentracdo de particulas virais
excretadas no periodo agudo da doenca; a presenca de infec¢bes subclinicas,
animais assintomaticos e a possibilidade de transmissédo interespécie, entre
outras, fazem as rotaviroses se manifestarem de modo diferente das doencas
entéricas mais comuns, causando grande impacto na saude publica, mesmo em
paises desenvolvidos, e na sanidade de varias espécies de animais de producéo,
destacando-se entre elas os suinos e os bovinos (PAUL e LYOO, 1993; BERN e
GLASS, 1994; CICIRELLO e GLASS, 1994; GLASS et al., 1994).

As variabilidades antigénicas e moleculares dos RV, ocasionadas pelo seu
genoma dsRNA segmentado e expressa nos grupos sorologicos (A-G) e nos
sorotipos e suas variantes, também representam um complicador na elaboragéo

de imundgenos capazes de induzirem resposta imunolégica duradoura (ALFIERI
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et al.,, 1999). O prévio conhecimento dos sorotipos G e P de RV circulantes em
uma regido associado a sua distribuicdo temporal e/ou sazonal tem grande
importancia para o desenvolvimento de imundgenos mais eficientes (CONNER et
al., 1994).

O uso de técnicas de diagnostico que possibilitem a identificacdo dos
diferentes grupos, eletroferotipos e gendtipos dos RV, em associacdo com a
implantacdo e avaliacao periddica de programas de vacinacdo de rebanhos sdo

condi¢cOes preponderantes para o controle e profilaxia da rotavirose suina.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

? Avaliar a ocorréncia da rotavirose no complexo diarréia neonatal suina,

por meio da andlise por EGPA de amostras de fezes de leitdes lactentes
provenientes de rebanhos suinicolas ndo-vacinados de distintas regides

geograficas brasileiras.

2.2. Objetivos especificos

? Determinar a frequéncia de diagnostico do RV suino grupo A em fezes

diarréicas e normais de leitdes lactentes;

? Determinar a idade de maior ocorréncia da infec¢ao pelo RV suino grupo

A em leitdes lactentes;
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FreqUuéncia de diagndstico do rotavirus grupo A em leitdes

lactentes de rebanhos suinicolas ndo-vacinados.

Introducéao

As diarréias em leitbes lactentes sdo o principal problema sanitario de
carater endémico na fase de maternidade em granjas de suinos de todo o mundo
(SVENSMARK et al.,, 1989). Os episodios de diarréia neonatal ocasionam
prejuizos econdmicos, diretos e indiretos, consideraveis a suinocultura intensiva,
particularmente devido ao custo com o tratamento, a maior predisposi¢ao a outras
infeccbes como o0s problemas respiratorios, a desuniformidade dos lotes a
desmama e também devido a morte dos animais (ALFIERI et al., 1991).

As causas das diarréias em leitdes sdo multifatoriais e multietiologicas.
Fatores relacionados as falhas no manejo zootécnico e sanitario e a presenca de
microrganismos enteropatogénicos sdo fatores predisponentes a infeccdo em
animais jovens. Vérias classes de microrganismos como bactérias (E. coli,
Clostridium perfringes tipo C), protozoarios (Criptosporidium sp, Isospora suis) e
virus (rotavirus, coronavirus, calicivirus) atuando em infec¢bes singulares e,
principalmente, em associacdo podem ser responsaveis por enterites em leitdes
(DRIESEN et al., 1993; ALFIERI et al., 1994; CALDERARO et al., 2001; WIELER
et al., 2001).

Em todo o mundo o rotavirus € a principal etiologia viral de diarréia em

mamiferos jovens e em algumas espécies aviarias (PONGSWUANNA et al., 1996;
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KIM et al., 1999; DEWEY et al.,, 2003; TAMEHIRO et al.,, 2003). Os rotavirus
pertencem a familia Reoviridae, apresentam simetria icosaédrica com diametro de
70-90 nm, genoma composto por 11 segmentos de RNA fita dupla (dsRNA),
capsideo formado por trés camadas concéntricas de proteinas e ndo possuem
envelope lipoproteico. Com base no antigeno comum de grupo, a proteina VP6, 0os
rotavirus sado classificados antigenicamente em sete sorogrupos (A-G). Uma
importante caracteristica dos RV pertencentes ao sorogrupo A é a co-
migracdo dos segmentos gendmicos 7-8-9, em eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA), (ESTES, 1996).

Em suinos os rotavirus grupo A estao envolvidos diretamente nos episodios
de diarréia que ocorrem tanto em animais lactentes quanto recém-desmamados
em todo o mundo (PONGSWUANNA et al., 1996; KIM et al., 1999; DEWEY et al.,

2003) e também no Brasil (SAN JUAN et al., 1986; GATTI et al., 1989;

BITTENCOURT e RACZ, 1992; ALFIERI et al., 1991; ALFIERI et al., 1999;
KROEFF et al., 1999).

Para o diagnostico do rotavirus, varias técnicas foram desenvolvidas para
detectar a particula viral (cultivo celular, microscopia eletrbnica, imunomicroscopia
eletrbnica), antigenos (ELISA, latex aglutinacdo, imunofluorescéncia direta) e o
genoma viral (PAGE, RT-PCR). Todos esses métodos, que variam em especificidade
e sensibilidade, apresentam vantagens e desvantagens (JURE et al., 1988; ALFIERI
et al., 1996; MARKOWSKA et al., 1996).

Quando o diagnostico é realizado em um grande niumero de amostras, como
em inquéritos epidemiolégicos, a sensibilidade e a especificidade da técnica, o baixo

custo e a praticidade de execucdo séo caracteristicas que devem ser avaliadas na
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selecdo do método a ser uilizado. A técnica de EGPA seguida de coloracdo pela
prata, apresenta todas as caracteristicas necessérias para a sua utilizacdo em larga
escala. Adicionalmente, por meio da andlise do perfil de migragdo dos 11 segmentos
gendmicos dos rotavirus, essa técrica possibilita a identificacdo dos grupos A, Be C
de rotavirus, bem como a andlise do eletroferotipo predominante na amostra (KALICA
etal., 1983; MARKOWSKA et al., 1996).

No Brasil, a suinocultura € um importante segmento do agronegdécio e
destaca-se na cadeia de producdo de carnes, tanto para 0 consumo interno
gquanto para o mercado externo. A identificacdo e o controle de doencas
endémicas que afetam a produtividade, assim como as diarréias que ocorrem na
maternidade, podem contribuir com a reducao nos custos da producao de leitbes,
proporcionando maior rentabilidade a criagdo (HENKE, 2000).

Apesar da importancia da rotavirose nas infec¢cdes entéricas neonatais em

todo o mundo, no Brasil a maioria dos estudos epidemioldgicos restringe-se a um
namero pequeno de amostras ou em uma regido geografica muito restrita. (GATTI
et al., 1989; KROEFF et al., 1999; CALDERARO et al., 2001).

O presente trabalho teve como objetivo determinar a frequéncia de
diagnéstico de rotavirus suino grupo A, pela técnica de EGPA, em granjas
localizadas em cinco estados brasileiros, e fornecer dados epidemioldgicos da

infeccédo ao longo das quatro semanas de vida dos leitdes.
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Material e Métodos

Amostras de fezes:

No periodo de julho de 2004 a abril de 2007 foram colhidas 681 amostras
de fezes de leitdes lactentes com uma a quatro semanas de idade, sendo 428
amostras provenientes de leitdes com diarréia e 253 de animais assintomaticos,
gue constituiram o grupo controle. As amostras eram provenientes de 130 granjas
com sistema intensivo de criagdo localizadas em 80 municipios de cinco Estados
(Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso)
e duas regibes geograficas (Sul e Centro-oeste), consideradas as principais
regides produtoras de suino do Brasil. No momento da colheita das amostras de
fezes, nenhuma das granjas avaliadas utilizava esquema de vacinacdo contra o

rotavirus grupo A para a profilaxia das diarréias neonatais. A distribuicdo das

amostras avaliadas de acordo com a sua procedéncia € apresentada no Quadro 1.

Virus e Células:

O controle positivo utilizado na técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA) foi a estirpe OSU amplificada em células MA-104, mantidas
em meio de cultura celular minimo essencial Dulbecco? suplementada com soro
fetal bovino 8%. Apds visualizacao de efeito citopatico caracteristico de rotavirus,
a monocamada celular juntamente com o meio de cultura foram submetidos a trés

ciclos rapidos de congelamento/descongelamento. Aliquotas de 500?1 que
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correspondem a uma dose foram mantidas a —20°C e utilizadas como controle

positivo na técnica de EGPA (SATO et al.,1981).

Extracdo do RNA:

A partir de uma suspenséo fecal a 20% (p/v) em tamp&o Tris/Ca™ (50 mM
Tris-HCI; 10 mM NaCl; 1,5 mM 2-mercaptoetanol; 3 mM CaCly) as amostras foram
centrifugadas a 3000 x g por 15 min a 4°C. Aliquotas de 300 ?L do sobrenadante
foram tratadas com SDS, concentracéo final 1%, e incubadas por 30 min a 56°C.
Para a extracdo do acido nucléico foi utilizada uma associacdo das técnicas de
fenol / cloroférmio / &lcool isoamilico e silica / isoticianato de guanidina (ALFIERI
et al., 2006) fenol/cloroférmio / alcool isoamilico (25:24:1), descrita por Sambrook
e Russel, (2001). O RNA foi eluido em 30 ?L de agua ultra-pura estéril e utilizado

na técnica de EGPA.

Eletroforese em gel de poliacrilamida - EGPA:
A técnica de EGPA (7,5%), seguida de coloracdo pela prata, foi realizada
de acordo com os procedimentos descritos por Herring et al. (1982) e Pereira et al.

(1983), respectivamente.

Andlise estatistica:
O teste do qui-quadrado (?2), com nivel de significancia de 5%, foi utilizado
para a avaliar a diferenca entre amostras positivas e negativas para rotavirus

grupo A e variaveis como caracteristica das fezes (diarréica/normal) e a faixa
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etaria dos animais. A analise estatistica foi realizada no software Epi Info™,

versao 6.04d (DEAN et al., 1998).

Resultados e Discussao

Das 681 amostras fecais analisadas foi possivel a identificacdo de
rotavirus com perfil eletroforético do grupo A 193 (28,3%) amostras. A frequéncia
de 36,7% (157/428) de diagndéstico de rotavirus em amostras de fezes de leitdes
com quadro clinico de diarréia foi significativa (p=0,0001) em relacdo a freqiiéncia
(36/253) de positividade encontrada nas amostras de fezes colhidas de leitbes
assintomaticos e que constituiram o grupo controle. Demonstrouse uma chance
de 3,49 vezes de positividade para a rotavirose em fezes diarréicas do que em
fezes normais (Tabela 1).

O rotavirus foi identificado em fezes de leitbes lactentes da primeira a
guarta semanas de vida (Tabela 2). Considerando a amostragem total (n=681) nao
houve predominio na freqiéncia de diagnéstico em relacdo as faixas etarias
avaliadas.

Porém quando as amostras foram estratificadas segundo a caracteristica
das fezes (diarréica/normal) houve uma diferenca significativa (p=0,0018) em
relacdo a faixa etaria quanto a positividade para rotavirus em animais com fezes
diarréicas, sendo que a quarta semana foi a mais prevalente (54,7%). Ao contrario
ndo houve diferenca significativa =0,054) quando as mesmas variaveis foram

analisadas em fezes normais (Tabelas 2 e 3).
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Em todo o mundo, a rotavirose é considerada uma das principais infeccdes
entéricas de leitdes lactentes (GHOSH, et al.,, 2006; KATSUDA et al., 2006;
MARTELLA et al.,, 2007). No Brasil, os estudos conduzidos com o objetivo de
avaliar a frequiéncia de diagnostico do rotavirus suino grupo A nos episodios de
diarréia em leitdes lactentes ainda séo restritos e foram realizados ou em regides
geogréficas bastante delimitadas ou em amostragens relativamente pequenas
(KROEFF et al., 1999; RACZ, et al., 2000; CALDERARO et al., 2001). O presente
trabalho, avaliou um nimero expressivo de amostras fecais diarréicas e normais
de leitdes lactentes, provenientes de rebanhos localizados em regides geograficas
brasileiras bastante distintas. Os resultados demonstraram a participagdo do
rotavirus grupo A nos episodios de diarréia neonatal em suinos em todas as
regides estudadas demonstrando a sua ampla distribuicho nos rebanhos

suinicolas brasileiros.

Em estudos anteriores realizados no Brasil, na dependéncia da forma de
constituicdo da amostragem e da técnica de diagndstico utilizada, as frequéncias de
amostras positivas para o rotavirus suino grupo A variaram entre 10,9% e 34,2%
(KROEFF et al., 1999; RACZ et al., 2000; CALDERARO et al., 2001). No presente
estudo, que incluiu em sua amostragem apenas amostras provenientes de leitbes
lactentes e um percentual expressivo de amostras no grupo controle, a freqiéncia de
amostras positivas foi muito préxima (28,3%) as encontradas por estudos anteriores.

Tanto em animais quanto em seres humanos o diagnostico do rotavirus grupo
A é sempre correlacionado com o quadro clinico de diarréia (BARREIROS et al, 2003;
ALFIERI et al., 2006; SERRAVALLE et al., 2007). A avaliacdo de um numero

significativo de amostras € um aspecto muito importante para obter uma estimativa
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mais precisa da doenca. O presente trabalho avaliou um numero expressivo de
amostras diarréicas (428/681) e de consisténcia normal (253/681).

Considerando apenas as amostras diarréicas o rotavirus foi identificado em
36,7% das amostras. Esse percentual foi superior a alguns estudos realizados no
Brasil incluindo aqueles que utilizaram como método de diagndstico a técnica de
ELISA direto que, em comparacdo a PAGE apresenta maior sensibilidade
(SVENSMARK et al, 1989; GEYER et al., 1995; KROEFF et al, 1999).

Outra evidéncia que o rotavirus esta diretamente relacionado a presenca de
diarréia é que das 193 amostras positivas, 157 (81,3%) eram de fezes diarréicas e 36
(18,6%) de fezes normais. A freqUéncia de 14,2% (=36) de positividade obtida em
amostras do grupo controle pode ser justificada pela presenca do virus nas fezes,
anteriormente ao quadro clinico de diarréia (SVENSMARK et al., 1989). Como a

colheita das amostras foi pontual e realizada apenas uma vez por granja nao foi

possivel avaliar o periodo do inicio e do final do episédio de diarréia. Somente uma
avaliacdo epidemioldgica realizada de forma longitudinal, com o acompanhamento
das leitegadas durante todo o periodo de maternidade, possibilitaria uma concluséo
mais especifica sobre a presenca de rotavirus em fezes normais.

Com o objetivo de determinar a idade em que os leitdes lactentes
apresentam maior susceptibilidade a infeccdo pelo rotavirus os animais foram
distribuidos em faixas etarias classificadas em semanas de vida. Como o
desmame era realizado em praticamente todas as granjas apos os 21 dias, os
animais incluidos na quarta semana referemse aqueles com idade superior a 21
dias, mas que devido ao manejo, para a formacao de lotes uniformes na creche,

ainda nao haviam sido desmamados. Em todas as faixas etarias avaliadas foi
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possivel a identificacdo do rotavirus grupo A em fezes provenientes de animais
assintomaticos, mas, principalmente de animais com diarréia, demonstrando a
ampla disseminacdo da rotavirose no rebanhos avaliados. A maior frequéncia de
diagnadstico positivo foi observada em animais com diarréia e idade superior a 21 e
inferior a 28 dias. Nesse periodo, imediatamente anterior a desmama, o titulo de
anticorpos passivos € 0 mais baixo desde o0 nascimento e a maturidade
imunoldgica para uma resposta ativa ainda ndo é plena ASKAA et al., 1983;
DEWEY et al., 2003). Com isso, 0s animais nessa faixa etéria tornam-se bastante
susceptiveis as infeccdes entéricas e poderia justificar parcialmente a freqiiéncia
de 54,7% de amostras diarréicas positivas para o rotavirus.

No periodo no qual os leitbes apresentam os maiores titulos de anticorpos
passivos, que incluiu os animais com até uma semana de vida, observouse

também alta freqiéncia (32,3%) de amostras diarréicas positivas para o rotavirus.

Alfieri et al. (1991) avaliaram por PAGE 330 amostras de fezes de leitbes colhidas
no periodo de 1987 a 1989 provenientes dos Estados do Parana, Santa Catarina,
Sdo Paulo e Minas Gerais. Em animais com até uma semana de idade foi
encontrada a frequéncia de 11,1% de amostras fecais positivas para o rotavirus.
Algumas hipéteses poderiam justificar essa discrepancia de resultados. As falhas
de manejo com relacdo a assisténcia ao parto e a primeira mamada dos leitbes
gue poderiam acarretar em falhas na transferéncia passiva de anticorpos e
predispor alguns animais da leitegada a infeccdo precoce. Esses animais com
diarréia aguda seriam entdo responsaveis pelo aumento da dose infectante do
rotavirus no ambiente da baia da maternidade, predispondo os outros animais da

leitegada a um maior desafio, que poderia sobrepujar a sua imunidade passiva.
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Outra hipotese seria a infeccdo dos leitdes recém-nascidos com estirpes de
rotavirus de genotipos e/ou sorotipos distintos e para os quais a imunidade
passiva ndo providenciasse protecao heteréloga contra o sorotipo do virus que
esta determinando a infeccdo neonatal.

A susceptibilidade a infeccdo pelo rotavirus em leitbes com até uma
semana de idade foi observada em experimentos conduzidos de forma
semelhante, porém realizados em um intervalo de tempo que corresponde a 18-20
anos. Nesse periodo, todos os parametros utilizados para aferir a eficiéncia da
producdo na suinocultura brasileira evoluiram consideravelmente. Somente no que
diz respeito aos leitdes, nesse intervalo de praticamente duas décadas, alcangou-
se um aumento expressivo em indices como numero de leitdes nascidos vivos por
porca/ano, numero de leitegadas/porca ano, peso dos leitdes ao nascer, ganho de

peso dos leitdes na maternidade e, consequentemente, a desmama. Outros

aspectos que também devem ser considerados € a reducao na idade da marra ao
primeiro parto e a reducdo do intervalo entre partos. As matrizes parindo um
namero maior de leitdes mais pesados e em intervalos menores pode influenciar
diretamente na imunidade passiva tanto em termos quantitativos, representado
pelo volume de colostro disponivel para cada leitdo, quanto qualitativo, ou seja, 0
titulo de anticorpos-especificos contra um microrganismo que é recebido por cada
leitdo da leitegada.

A situacdo comentada anteriormente € um parado»o no qual a evolucao de
parametros da producdo animal pode ser responsavel pelo maior risco sanitario
para o desenvolvimento de diarréias em leitdes lactentes. Tanto o presente estudo

quanto o realizado por Alfieri et al. (1991) foram conduzidos em granjas
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tecnificadas, a maioria de ciclo completo, e com bom manejo sanitario. Porém, em
ambos estudos os rebanhos avaliados ndo adotavam programa de controle e
profilaxia da diarréia neonatal por meio de esquema de vacina¢ao das matrizes no
periodo que antecede ao parto. No periodo do primeiro experimento (ALFIERI et
al., 1991) ainda ndo havia no mercado brasileiro vacinas para a imunizagdo de
suinos que contemplasse o rotavirus. No experimento atual, apesar de ja serem
disponiveis vacinas polivalentes que incluem até dois sorotipos de rotavirus suino,
nenhum dos rebanhos avaliados utilizavam essa conduta profilatica.

A investigacdo epidemiologica conduzida nesse trabalho mostrou que a
rotavirose suina esta amplamente difundida nos rebanhos suinicolas das principais
regides produtoras do pais, bem como a sua correlagdo direta com os episoédios de
diarréias que ocorrem em leitdes lactentes. A maior frequiéncia de diagndstico positivo

para o rotavirus grupo A em animais com diarréia foi observada em animais incluidos

na categoria de trés e quatro semanas de vida. Porém, a frequéncia de diagndstico
positivo em leitbes com uma e duas semanas de vida, periodo em que os animais
deveriam estar protegidos pela imunidade passiva, sugere que provavelmente fatores
ligados a evolugcdo de parametros zootécnicos de produtividade tenham
proporcionado uma situacao de maior risco sanitario também nessas faixas etéarias.
Considerando que as diarréias no periodo do pré-desmame dos leitbes constituem o
principal problema sanitario nessa fase da criacdo e também a alta frequéncia de
diagndstico do rotavirus grupo A em leitdes lactentes com diarréia, programas de
controle e profilaxia dessa virose devem ser implementados e monitorados,

principalmente em rebanhos com alto desempenho zootécnico.



65

Quadro 1. Distribuicdo das amostras de fezes de leitdes lactentes colhidas para
o diagnostico do rotavirus suino grupo A por eletroforese em gel de
poliacrilamida, de acordo com as caracteristicas das fezes e o local de colheita,
Brasil, 2004-2007.

ESTADO MUNICIPIOS GRANJAS DIQI\R/IRC’)ESI-giASS DE gFEI\ZAiISS TOTAL
PR 23 51 126 108 234
sC 15 22 99 57 156
RS 38 49 151 73 224
MS 1 3 15 9 24
MT 3 5 37 6 43

TOTAL 80 130 428 253 681

Tabela 1. Distribuicdo do resultado da técnica de eletroforese em gel
de poliacrilamida (EGPA) para a detec¢do do rotavirus suino grupo A,
de acordo com as caracteristicas das fezes de leitbes lactentes
avaliados, Brasil : 2004-2007.

EGPA
FEZES POSITIVA (%) NEGATIVA (%) TOTAL
DIARREICAS 157 (36,7) 271 (63,3) 428
NORMAIS 36 (14,2) 217 (85,8) 253
TOTAL 193 (28,3) 488 (71,7) 681

p=0,0001; OR=3,49 (2,29 ? OR ? 5,34)



Tabela 2. Distribuicdo das amostras de fezes diarréicas de leitdes

lactentes, positivas e negativas para o rotavirus suino grupo A pela

técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), de acordo a

faixa etaria dos animais, Brasil : 2004-2007.

IDADE / AMOSTRAS DE FEZES
TOTAL
SEMANA POSITIVAS (%) NEGATIVAS (%)
Primeira 41 (32,3) 86 (67,7) 127
Segunda 31(28,2) 79(71,8) 110
Terceira 44 (37,9) 72 (62,1) 116
Quarta 41 (54,7) 34 (45,3) 75
Total 157 (36,7) 271 (63,3) 428

(?°=15; p=0,0018)

Tabela 3. Distribuicdo das amostras de fezes provenientes de animais
assintomaticos (controle) de leitdes lactentes, positivas e negativas para
0 rotavirus suino grupo A, pela técnica de eletroforese em gel de

poliacrilamida, de acordo a faixa etaria dos animais, Brasil: 2004-2007.

IDADE / AMOSTRAS DE FEZES
TOTAL
SEMANA POSITIVAS (%) NEGATIVAS(%)
Primeira 8 (8,3) 88 (91,7) 96
Segunda 9 (15,5) 49 (84,5) 58
Terceira 14 (24,1) 44 (75,9) 58
Quarta 5(12,2) 36 (87,8) 41
Total 36 (14,2) 217 (85,8) 253

(?°=7,62; p=0,054)
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4. CONCLUSOES

A taxa de deteccdo de 28,34% do RV suino grupo A, por meio da
técnica de EGPA, em uma cokcdo de fezes de suinos (n=681)
provenientes de cinco estados brasileiros (MT, MS, PR, SC, RS)
caracteriza a ampla disseminacdo desse virus nos plantéis suinos

brasileiros;

A deteccdo do RV suino grupo A em 37% (p=0,0001) das amostras
de fezes diarréicas avaliadas demonstrou uma chance de 3,49 vezes
(2,29 ? OR ? 5,34) para a detec¢do do virus nestas amostras quando

comparadas com as amostras de fezes normais (14,2%).

O RV suino grupo A pode ser encontrado em fezes diarréicas de
leitbes lactentes da primeira a quarta semanas de idade, porém a
infeccdo foi mais prevalente (p=0,001) em animais na quarta semana

de vida;

No periodo e regibes estudados a rotavirose suina foi ocasionada

pelo eletroferogrupo A do RV suino.
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ANEXO 1- Lista de Reagentes

Acetona PA (PM 78,13) (Fluka®)

Acido acético PA (PM 60,05) (Artquimica®)
Acido aminoacético (PM 75,07) (Synth®)
Acido bérico (PM 61,83) (Sicalab®)
Acrilamida (PM 71,08) (Gibco BRL®)

Agar Noble (Difco®)

Agarose (Gibco BRLA®)

Alcool etilico PA (PM 46,07) (Nuclear®)
Azul de bromofenol

10. Bisacrilamida (PM 154,2) (Sigma®)
11.Borohidreto de sodio (PM 37,83) (Sigma®)

© ® N U kDR

12.Cloreto de célcio

13.EDTA dissodium (PM 372,24) (Gibco BRL®)
14.Formaldeido PA (PM 30,03) (Synth®)

15. Hidréxido de sodio (PM 40,00) (Biotec®)

16. Isotiocianato de guanidina (PM 118,16) (Gibco BRL®)
17.Nitrato de prata PA (Symylar®)

18. Perssulfato de amonio PA

19. SDS (dodecil sulfato de sédio)

20. Silica (PM 60,08) (Sigma®)

21.Sadio fosfato dibasico anidro (PM 141,96)
22.Sulfato de aménio PA (PM 132,14) (Caal®)
23. TEMED

24.TRIS (PM 121,14) (Invitrogen®)

25. Uréia
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ANEXO 2 - Solucbes e Tampoes

Tampao L6

& 120 g isotiocianato de guanidina (GUSCN)
& 100 mL Tris-HCI 0,1 M pH 6,4

& 22mL EDTAO0,2MpH 8,0

& 2,6 mL Triton X 100

Tampéo L2
& 120 g isotiocianato de guanidina (GUSCN)
& 100 mL Tris-HCI 0,1 M pH 6,4

Tampao de corrida para eletroforese em gel de poliacrilamida
& 309 TRIS

& 14,4 g acido aminoacético (glicina)

& 1L H0bdq.s.p.

Tampdo estabilizador de rotavirus (TRIS/Ca++) 10X pH 7,4
& 12,12 g TRIS (0,89 mM)

& 2,2 g cloreto de célcio (1,5 mM)

& 1L H0 bdqg.s.p.

Fenol-cloroformio-alcool isoamilico (25:24:1)
= 25 mL fenol saturado
& 24 mL cloroférmio

& 1 mL alcool isoamilico

Silica
& 60 gsilica
& 500 mL H,0 bd g.s.p.

& Agitar e permanecer em repouso por 24 h
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Desprezar 430 mL do sobrenadante por succéao

Ressuspender a silica em 500 mL H.0 bd g.s.p

&
s
& Permanecer em repouso por 5 h. Desprezar 400 mL do sobrenadante
& Adicionar 600 pL de HCL (32% p/v) ajustar pH (pH 2,0)

& Aliquotar e autoclavar

Lower TRIS pH 8,8

= 36,34 g TRIS

& 200 mL g.s.p. H20 destilada

Upper TRIS pH 6,8
& 12,12 g TRIS
& 200 mL g.s.p. H2O destilada

Solucgéao Acrilamida/Bis-acrilamida
& 1,3 g bisacrilamida

& 50 g acrilamida

& 100 mL g.s.p. H20 destilada

Solucéo Fixadora para gel de poliacrilamida
& 30 mL alcool etilico absoluto

& 1,5 mLacido acético

& 300 mL H20 destilada g.s.p

Solucéo corante para gel de poliacrilamida
& 0,55 g nitrato de prata
& 300 mL H20 destilada g.s.p

Solucéo reveladora para gel de poliacrilamida
& 9 g hidréxido de sddio

= 2,5 mL formaldeido



£ 300 ml H2O destilada g.s.p
& 0,06 g borohidreto de sodio

Solucao stop para gel de poliacrilamida
& 15 mL 4cido acético

& 300 ml HO destilada g.s.p

Solucao conservadora para gel de poliacrilamida
& 30 mL etanol
& 300 mL H20 destilada g.s.p

Gel inferior (7,5%) para eletroforese em gel de poliacrilamida
& 5mL Lower TRIS

& 3 mL Acrilamida/Bis-acrilamida

& 50 uL TEMED

& 0,56 mL perssulfato de aménio 2%

& 11,44 mL H20 bd

Gel superior (3,5%) para eletroforese em gel de poliacrilamida
& 2,50 mL Upper TRIS

& 0,70 mL Acrilamida/Bis-acrilamida

& 50 pL TEMED

& 0,60 mL perssulfato de aménio 2%

& 6,20 mL HO bd

Tampao de amostra ( eletroforese em gel de poliacrilamida)
& 6 g uréia
& 1 mL de 2-mercaptoetanol

2z 0,2 mL azul de bromofenol 1%

& 2,5mL solucdo TRIS HCI 0,5M pH 6,8
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& 6 mL SDS 10% (dodecil sulfato de sodio)
& 20 mL g.s.p H0O bidestilada
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ANEXO 3 - Protocolo das Técnicas

Suspensdes fecais — Extragéo bruta

. Pesar 1 g de fezes em balanca de preciséo

. Adicionar 9 mL de tampéao TRIS/Ca 1X

. Se amostras forem muito liquidas usar proporcédo 1:2
. Homogeneizar

. Calibrar tubos

. Centrifugar a 3000 rpm / 10 min.

. Identificar e estocar em frascos a -20°C

~NoO o~ WDNPRE

Extracdo do RNA fd rotavirus (EGPA)

Aliquotar 500 pL da suspens o fecal em tubo tipo “eppendorf ” identificado.

Adicionar 50 pL de SDS 10%.

Homogeneizar

Banho -maria 56°C / 20 min.

Centrifugar

Adicionar 500 pL de fenokcloroférmio-alcool isoamilico.

Homogeneizar.

Banho -maria 56°C / 15 min.

. Homogeneizar.

10.Centrifugar em alta rotagéo / 10 min.

11.Recolher sobrenadante em outro tubo tipo “eppendorf ” (ndo recolher fase

intermediaria)
OBS. A extracdo pode ser interrompida nesta fase, antes de iniciar o
protocolo de BOOM et al., 1990.

©CoNOGO RN E

12.Adicionar 900 uL de L6.

13.Agitar em temperatura ambiente / 10 min.

14.Spin.

15.Adicionar 30 pL de silica.

16.Homogeneizar

17.Agitar em temperatura ambiente / 30 min. (tempo minimo).

18.Centrifugar em alta rotacdo / 30 s.

19.Desprezar o sobrenadante por inversdo em frasco de descarte contendo
NaOH.

20.Adicionar 500 pL de L2

21.Homogeneizar.

22.Centrifugar em alta rotacdo /30 s

23.Desprezar o sobrenadante por inversdo em frasco de descarte contendo
NaOH.

24.Repetir passos 20, 21, 22 e 23.
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25.Adicionar 1 mL de &lcool 70%.

26.Repetir passos 21 e 22.

27.Desprezar sobrenadante em descarte comum.
28.Repetir passos 25,26 e 27.

29.Adicionar 1 mL de acetona.

30.Repetir passos 21, 22 e 27.

31.Secar o pellet de silica por 20 a 30 min.
32.Adicionar 50 pL de agua ultra-pura (MilliQ®).
33.Homogeneizar.

34.Banho-maria 56°C / 15 min.
35.Homogeneizar.

36.Centrifugar alta rotacéo / 2 min.

37.Recolher sobrenadante em tubos tipo eppendorf de 500 L.

Montagem das placas de eletroforese e aplicacdo das amostras:

1. Placas de vidro, espacadores e pente: lavar com agua e sabao, secar e limpar
com alcool.

2. Montar as duas placas de vidro separadas pelos espacadores inferiores e
laterais.

3. Colocar grampos

4. Selar as extremidades com agar 2%. Aguardar polimerizagéo.

5. Adicionar gel inferior (gel separador) — ap0s seu preparo adicionar
imediatamente a placa até proximo da extremidade inferior do pente.

6. Adicionar agua sobre o gel para verificar polimerizacéo.

7. Apos completa polimerizagdo do gel inferior, retirar agua com papel filtro e
adicionar o gel superior (gel concentrador).

8. Colocar o pente para formacao das canaletas.

9. Aguardar polimerizacéo.

10.Apébs completa polimerizacao do gel, fixar cuidadosamente as placas a cuba de
eletroforese.

11.Adicionar tamp&o de corrida nos reservatorios superior e inferior da cuba.

12.Retirar espacador inferior e 0 pente.

13.Adicionar amostras nas canaletas — amostras: aliquotar 20 ul de amostra de
RNA + 10 pl de tampéo de amostra - em tubo tipo “ependorff “ novo - banho-
maria 56°C por 10 a 15 min.

14.Apo6s adicdo de todas as amostras, ligar a fonte da eletroforese e ajustar a
corrente ( manter em 60 V 20 mA - aumentar a corrente para 100 V).

15.Aguardar a corrida eletroforética até a saida do corante azul de bromofenol do
gel.
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Coloracdo do gel com Nitrato de Prata (descricdo de acordo com Herring et
al., 1982)

1. Retirar as placas com o gel da cuba de eletroforese, abrir e retirar os
espacadores, restando somente o gel.

2. Transferir o gel para a solugéo fixadora por 30 min (o gel pode permanecer por
mais tempo nesta solucéo).

3. Acrescentar a solucdo corante (nitrato de prata). Deixar o gel por 30 min nesta
solucdo. Manter sob agitacdes periddicas.

4. Desprezar o corante, lavar o gel duas vezes com agua destilada.

5. Acrescentar solucdo reveladora.

6. Manter na solucao reveladora até aparecerem bandas.

7.ApoOs visualizacao das bandas, interromper a revelacao pela adicao da solucao
STOP — por 15 min (minimo).

8. Manter o gel em solucdo conservadora até a secagem e/ou fotografia.
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