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RESUMO

Estudou-se a ocorréncia dos rotavirus e dos coronavirus em propriedades de criagdo de gado
bovino leiteiro, localizadas em diversos Municipios do Estado de Sao Paulo, a partir de amostras fecais
diarréicas de bezerros, utilizando como provas diagndsticas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) e hemaglutinagédo (HA) / inibi¢do da hemaglutinacéo (HI), respectivamente para rotavirus
e coronavirus. Das 72 amostras amostras fecais, 14% delas apresentaram-se positivas para os rotavirus
do sorogrupo A e 39% para coronavirus. Em uma propriedade foram detectadas co-infeccfes de
rotavirus e coronavirus em dois (3%) bezerros. Estes achados confirmaram a participagdo dos
rotavirus e coronavirus na etiologia das diarréias de bezerros na area estudada.

PALAVRAS-CHAVE: Rotavirus, coronavirus, ocorréncia, diarréia, bezerros.

ABSTRACT

The occurrence of coronavirus and rotavirus was surveyed using 72 diarrheic stool specimens
from calves reared in 12 municipalities of Sdo Paulo State, using haemagglutination (HA) /
haemagglutination inhibition (HI) and Polyacrilamide Gel Electrophoresis (PAGE), respectively,
for the detection of these agents. An amount of 14% of the samples were positive for serogroup
A rotavirus and 39% were positive for Coronavirus. In one farm it was found a rotavirus/
coronavirus co-infection in 2 calves (3%). These results confirmed the participation of rotavirus

and coronavirus in the etiology of neonatal calf diarrhea in the surveyed area.
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INTRODUCAO

Os rotavirus foram inicialmente descritos por
Mesus et al. (1969) e os coronavirus por Mesus et al.
(1973), sendo atualmente reconhecidos como os virus
maisimportantesenvolvidos naetiologiadas diarréi-
asneonataisdosbezerros (Basiuketal., 1985; SNODGRASS
et al., 1986; EsTes ,1996).

Os prejuizos econdmicos por esses agentes sao
bastante elevados: os coronavirus acarretamem me-
dia16,7a28,4milhdesde ddlares/ano, enquanto que
os rotavirus variam de 3,1 a 8,7 milh6es de dblares /
ano (Housk, 1978).

Paraodiagnéstico laboratorial desses doisimpor-
tantesagentes deve-se utilizar métodos de diagnosti-
co que permitam a identificacdo no préprio material

fecal, dada a dificuldade de isolamento dos mesmos
(RevynoLps et al., 1984; Estes, 1996).

Osrotavirus podem ser detectados por eletroforese
emgel depoliacrilamida (PAGE), que permiteaiden-
tificacdo através do perfil eletroforético de migragdo
do RNA viral, de cadeia dupla e segmentado, em
guatro agregados de migracdo bem caracteristico
(HerrinG et al., 1982).

Ja 0s coronavirus apresentam atividade
hemaglutinante com hemécias de hamster, cobaio,
rato e camundongo (SaTto et al., 1977), assim, o diag-
néstico laboratorial pode ser realizado por
hemaglutinagdo (HA), seguida da confirmagéo por
inibicdo da hemaglutinacéo (HI).

No presente trabalho estudou-se a participacao
dosrotaviruse doscoronavirusemquadroclinicode
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diarréiaem bezerros neonatos, em diversas proprie-
dadesde criacdo de gadobovino leiteiro, localizadas
em diversos Municipios do Estado de S&o Paulo.

MATERIALEMETODOS

a) Amostras de fezes: foram analisadas 72 amos-
tras de material fecal de bezerros com quadro clinico
dediarréia,entre 1e 37 diasde idade, provenientesde
16 propriedades de criacdo de gado bovino leiteiro,
localizadas em 12 municipios do Estado de Sdo Pau-
lo, compreendendo Altindpolis, Braganca Paulista,
Brodosqui, Colina, Cravinhos, Jaboticabal, Limeira,
Ribeirdo Preto, Sales de Oliveira, Taiacu, TerraRoxa
eViradouro.

b) Amostra padrdo de rotavirus: utilizou-se a
amostra NCDV (Nebraska Calf Diarrhea Virus) de
rotavirus bovino, pertencente ao sorogrupo A do
género Rotavirus, adaptada ao cultivo em culturade
células da linhagem MA, , (rim fetal de macaco
Rhesus), provenientes do College of Bioresource
Sciences, Nihon University.

¢) Amostra padréo de coronavirus: utilizou-se a
amostra Kakegawade coronavirusbovino, adaptada
ao cultivo em células da linhagem HmLu- (pulméo
de hamster), provenientes do College of Bioresource
Sciences, Nihon University.

d) Soro padréo anti-coronavirus: soro de coelho
hiperimunizado com uma preparacdo semi-
purificada da amostra Kakegawa de coronavirus
bovino, previamente preparado no Laboratdrio de
Virologiado Departamento de Medicina Veterinaria
Preventivae Salde Animal daFMVZ/USP.

e) Deteccao de rotavirus: foram detectados por
PAGE, de conformidade comametodologiapreconi-
zadapor HerrinG et al. (1982), comalgumas modifica-
¢Oes. Asuspensdofecal foirealizadaemtampédo TRIS
0,1 M e pH 7,3; ap6s tratamento com Freon T.F., a
extracdodoRNAviralfoifeitapelotratamento fenol/
cloroférmio seguida de etanol a —20°C durante uma
noite; asedimentacéo foi realizada por centrifugagdo
a20000g durante 30 minutos. A eletroforese foi reali-
zada em sistema descontinuo, usando-se um gel de
corridaa7,5%edeempilhamentoa3,5%, previamen-
te formados na espessura de 1 mm entre placas de
vidro de 9,5x9,5 cm. A corrida foi realizada a 20 mA
durante,aproximadamente, 2 horaseacoloracdocom
nitrato de prata 0,011M.

Foram consideradas positivas as amostras que
apresentaram o mesmo padrdo de migragéo
eletroforéticadaamostra NCDV.

) Deteccdo de coronavirus: foram detectados por
hemaglutinacdo (HA), com hemaécias de hamster e
confirmados por inibicdo da hemaglutinagdo (HI),
seguindo-seametodologiapreconizadapor Satoetal.
(1977), com algumas modificages.

A suspensio fecal foi realizada em tampéo PBS
0,01 M pH 7,2 com 0,1% de BSA (soro albumina
bovina). Em placas de microtitulacdo com 96 cavida-
des e fundoem “U”, realizaram-se as diluicdes seri-
adasde1l/2a1/1024,emvolumede 25ul, reservando-
se cavidades para controle positivo (amostra
Kakegawa) e negativo (apenas hemaécias). Apos a
diluicéo, adicionaram-seemtodasas cavidades 25 pl
de umasuspenséo de hemacias de hamstera0,4%em
tampé&o PBS 0,01 M pH 7,2 com 0,1% de BSA. Decor-
rido um periodo de incubagéo de 2 horas em tempe-
raturaambiente procedeu-se a leitura, sendo o titulo
considerado como a reciproca da maior diluigdo na
gual se observou hemaglutinacdo completa. Amos-
trascomtitulo hemaglutinante (T ,,) maiorouiguala
4 foram submetidas a inibicdo da hemaglutinagéo
para confirmagcéo dos resultados.

Para retirada dos inibidores inespecificos, o
soro hiperimune anti-coronavirus foi tratado com
umasolucéo de caolim-25% em tampéao borato 0,5
M pH 9,0 e inativado a 56°C durante 30 minutos.
Apds centrifugacdo a 1.000g durante 10 minutos,
osobrenadante foi tratado com “papa” de hemacias
de hamster durante 1 horaem banho de gelo, para
a retirada das hemaglutininas inespecificas. Os
eritrocitos foram removidos por centrifugacéo a
1.000 g durante 5 minutos.

Paraarealizacdo daHI procedeu-seadiluicdodas
amostrascom os procedimentosidénticosaosdaHA,
utilizando-se microplacas com fundo em “V”. A se-
guiradicionaram-se 25ul de soro hiperimune previa-
mente tratado e nadilui¢do 6tima paraconterentre 4
e8unidadesinibidorasdahemaglutinacéo. A mistu-
ra foi incubada em estufa 37°C durante uma hora,
para intera¢do antigeno-anticorpo. Decorrido esse
periodo, adicionaram-se 25 pl de suspensdo de
hemacias de hamstera0,4%emPBS0,01M pH 7,2com
0,1% de BSA em todas as cavidades. Apds duas horas
deincubacdoemtemperaturaambiente, procedeu-sea
leitura. Foram consideradas positivasas amostras que
apresentaram queda no tituloem, no minimo, 4 UHA.

Para avaliacdo da reprodutibilidade dos resulta-
dosde HA e HI, cadaamostrafoi testada, nominimo,
duas vezes em duplicata.

RESULTADOS

Das72amostrasdefezesanalisadas, 10 (14%) foram
positivas pararotavirus,sendo quetodaselasapresen-
taram migracao eletroforéticacompativel com o perfil
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eletroforéticodosorogrupo A derotavirus. Umtotal de
51 (71%) apresentaram atividade hemagluti-nante,
porém apenas 37 (51%) apresentaram titulo T,, =4, as
quais foram submetidas a confirmacéo por Hl, tendo
sidoconfirmadaapresencade coronavirusem28(39%)
destas. Em apenas uma das propriedade amostradas
pbdeser detectadaapresencaconcomitante derotavirus
e decoronavirusem material fecal proveniente de dois
animais e na mesma faixa etaria (7 dias).

Portanto, 11% das amostras foram positivas
somente pararotavirus (8/72), 36% somente para
coronavirus (26/72), 3% apresentaram infecgdo
associada (2/72) e 50% foram negativas para a
presenca dos dois virus estudados (36/72).

Os resultados de PAGE, HA e HI por faixa
etaria, propriedades e localizacdo em diferentes
Municipios podem ser melhor visualizados na
Tabela 1.

Tabela 1 - Resultado das provas de PAGE, para diagndstico de rotavirus e de hemaglutinacdo (HA) e inibicdo da
hemaglutinagdo (HI) parao diagndstico de coronavirusapartir de material fecal de bezerroscom quadroclinicode diarréia,
segundo a faixa etaria e os Municipios onde se localizam as propriedades de cria¢do, Sdo Paulo - 2001.

Coronavirus

N Faixa etaria Propriedade Municipio Rotavirus HA  HI Resultado
1 30dias A Altinopolis Negativo 4 2 Negativo
2 30dias A Altinopolis Negativo 16 2 Positivo
3 30dias A Altinopolis Negativo 0 X. Negativo
4 37dias B Altinopolis Negativo 8 4 Negativo
5 27 dias B Altinopolis Negativo 16 4 Positivo
6 30dias B Altinopolis Negativo 8 4 Negativo
7 15dias B Altinopolis Negativo 2 X. Negativo
8 31dias B Altinopolis Negativo 4 0 Positivo
9 30dias A Braganca Paulista Positivo 0 X. Negativo
10 30dias A Braganca Paulista Negativo 0 X. Negativo
11 7 dias A BragancaPaulista Negativo 0 X. Negativo
12 7 dias A BragancaPaulista Negativo 0 X. Negativo
13 20dias A Brodosqui Negativo 16 2 Positivo
14 20dias A Brodosqui Negativo 8 0 Positivo
15 20dias A Brodosqui Negativo 0 X. Negativo
16 9dias A Colina Negativo 4 0 Positivo
17 9dias A Colina Negativo 4 0 Positivo
18 21dias A Colina Negativo 4 0 Positivo
19 30dias A Colina Negativo 4 0 Positivo
20 30dias A Colina Negativo 8 2 Positivo
21 30dias A Colina Negativo 4 0 Positivo
22 30dias A Colina Negativo 4 0 Positivo
23 15dias A Colina Negativo 2 X. Negativo
24 15dias A Colina Negativo 0 X. Negativo
25 15dias A Colina Negativo 0 X. Negativo
26 10dias A Colina Positivo 0 X. Negativo
27 10dias A Colina Negativo 0 X. Negativo
29 20dias A Colina Negativo 0 X. Negativo
29 30dias A Colina Negativo 0 X. Negativo
30 15dias A Colina Positivo 2 X. Negativo
31 8dias A Cravinhos Negativo 4 0 Positivo
32 4 dias A Cravinhos Negativo 16 2 Positivo
33 12 dias A Cravinhos Negativo 4 0 Positivo
34 8dias A Cravinhos Negativo 2 X. Negativo
35 25dias B Cravinhos Negativo 4 0 Positivo
36 31dias B Cravinhos Negativo 2 X. Negativo
37 13 dias A Jaboticabal Negativo 2 X. Negativo
38 12 dias A Limeira Negativo 32 4 Positivo
39 8dias A Limeira Negativo 2 X. Negativo
40 7 dias A Limeira Negativo 16 2 Positivo
41 7 dias A Limeira Positivo 4 0 Positivo
42 7 dias A Limeira Negativo 0 X. Negativo
43 7 dias A Limeira Positivo 8 0 Positivo
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Continuac¢do da Tabela 1

Coronavirus

N Faixa etaria Propriedade Municipio Rotavirus HA HI Resultado
44 7 dias A Limeira Positivo 2 X. Negativo
45 6 dias A Limeira Negativo 2 X. Negativo
46 8dias A Limeira Negativo 0 X. Negativo
47 6 dias A Limeira Negativo 2 X. Negativo
48 8dias A Limeira Positivo 0 X. Negativo
49 5dias A Limeira Negativo 4 2 Negativo
50 10dias A Limeira Negativo 4 0 Positivo
51 5dias A Limeira Negativo 32 4 Positivo
52 5dias A Limeira Negativo 2 X. Negativo
53 26 dias A Ribeirdo Preto Negativo 16 4 Positivo
54 13 dias A Ribeirdo Preto Negativo 16 0 Positivo
55 7 dias A Ribeirdo Preto Negativo 32 4 Positivo
56 ldia A Ribeirdo Preto Negativo 4 0 Positivo
57 19dias A Ribeirdo Preto Negativo 0 X. Negativo
58 7 dias A Ribeirdo Preto Negativo 0 X. Negativo
59 20dias A Sales de Oliveira Negativo 4 2 Negativo
60 30dias A Sales de Oliveira Negativo 4 2 Negativo
61 30dias A Sales de Oliveira Negativo 2 X. Negativo
62 22 dias A Taiacu Negativo 4 2 Negativo
63 20dias A Taiacu Positivo 2 X. Negativo
64 20dias A Taiacu Negativo 0 X. Negativo
65 20dias A Taiacu Positivo 0 X. Negativo
66 20dias A Taiacu Negativo 2 X. Negativo
67 15dias B Taiacu Negativo 0 X. Negativo
68 15dias A Terra Roxa Negativo 0 X. Negativo
69 10dias A Viradouro Positivo 4 2 Negativo
70 ldia A Viradouro Negativo 512 32 Positivo
71 22 dias A Viradouro Negativo 16 4 Positivo
72 5dias B Viradouro Negativo 4 2 Negativo
DISCUSSAO O diagndstico de coronavirus pode ser realizado

Osrotaviruse oscoronavirustemsido apontados
como os dois principais agentes na etiologia viral da
diarréia dos bezerros neonatos (Basiuk et al., 1985;
SNoDGRAss et al., 1986; EsTes ,1996).

No Estado de S&o Paulo, a participacdo dos
rotavirus ja foi descritaem vérias regides (Jerez et al.,
1987; Munrorp et al., 1995; BuzinarRo & JEREZ, 1998),
entretanto, até o presente momento a detec¢do de
coronavirus bovinoaindando foi descritaemterrito-
rio nacional.

Paraodiagnésticoderotavirus, optou-se pelaPAGE,
gquetemcomoprincipal vantagemadetec¢doderotavirus
de todos os sorogrupos, umavez que ndo depende da
interagdo antigeno-anticorpo, visto tratar-se de uma
metodologiabaseadanadeteccdodoRNAviral (HErRRING
et al.,, 1982; Estes, 1996). No presente trabalho, foi
verificadaapenasa participacdo de rotaviruscompati-
vel com o padrdo de migracdo eletroforética do
sorogrupo A derotavirus,semelhanteaamostraNCDV,
em 10 (14%) das amostras estudadas.

por hemaglutinacgdo (Sato et al., 1977), microscopia
eletrénicae ELISA (RevnoLbsetal., 1984). No presente
estudo optou-se pelos métodos HA/HI pelasimplici-
dade e baixo custo operacional, possibilitando o
processamento de um grande nimerodeamostrasem
curto periodode tempo.

Ressalte-se que o diagnéstico de coronavirus pela
reacdo de HA isoladamente ndo se constitui em uma
metodologiasuficientemente seguraparao diagnds-
ticolaboratorial, umavez que nemtodasasamostras
gue apresentaram atividade hemaglutinante confir-
maram a presenca de particulas virais quando sub-
metidas a reacdo de HI. Das 51 amostras com titulo
hemaglutinante maior ou igual a 4, apenas 28 pude-
ram ser confirmadas como positivas quando subme-
tidas a inibicdo da hemaglutinacéo.

Ao se analisarem os resultados, verificou-se que
duas amostras (3%) foram positivas para rotavirus e
coronavirus simultaneamente, sendo ambas oriun-
das de uma mesma propriedade e de animais na
mesma faixa etaria (7 dias).
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Embora néo se possa aplicar uma metodologia
estatistica, dado o nimero de amostras estudadas (72
amostras), pode-se inferir que 0s coronavirus apre-
sentaram freqiiéncia de ocorréncia maior de que 0s
rotavirus. Essa afirmacéo, entretanto, requer muita
precaucdo, maschamaaatencéo paraque maisestu-
dos acerca da participa¢do dos coronavirus nas diar-
réiasdosbezerros neonatossejam realizados, afimde
gue se possa avaliar a real magnitude do problema.

Além disso, convém lembrar que os coronavirus
estdo, também, envolvidos em processos respiratori-
0s,com infecgdo assintomatica, podendo serelimina-
dosatravés das fezes (Sairetal., 1986). Desse modo, é
necessario que outros estudos sejam realizados para
sabermos se a eliminacéo fecal das particulas virais
gue se reduplicam no trato respiratorio podem ser
suficientes ou ndo para apresentar “sinal”” nas rea-
¢cOesutilizadas (HA e HI), que sdo classificadascomo
reacdes de baixasensibilidade. Caso tal hipGtese seja
confirmada, seréo necessarios métodos que permi-
tam adiferenciacdo entre amostrasfecaise respiraté-
rias de coronavirus bovino.
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