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RESUMO

Um estudo foi realizado para determinar a ocorréncia de infeccdo por rotavirus em
rebanhos bovinos leiteiros da regido nordeste do Estado de S&o Paulo. Foram analisadas por
meio da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) 576 amostras de fezes de
bezerros, entre 1 e 45 dias, colhidas em 63 rebanhos de gado bovino leiteiro. Destas, 222
pertenciam a animais com diarréia e 354 foram obtidas de animais clinicamente sadios.
Através da EGPA foram detectadas 4,9% (28/576) de amostras positivas, das quais 9,9% (22/
222) e 1,7% (6/354) pertenciam a animais com e sem diarréia, respectivamente. Todas as
amostras positivas foram testadas pelo ensaio imunoenzimatico (Kit-EIARA/Fiocruz),
sendo caracterizadas como rotavirus do grupo A. A analise do perfil do genoma revelou
grande diversidade, com sete eletroferdtipos distintos.
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ABSTRACT

GROUP A ROTAVIRUS FROM DAIRY HERDS IN NORTHERN REGION OF SAO PAULO
STATE. A study was realized in order to determine the occurrence of rotavirus infection among
dairy herds from northern region of S&o Paulo State. Fecal samples from 576 calves, between 1 to
45 days old, were obtained from 63 dairy herds and were analysed by polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE). From these samples, 222 belonged to diarrheic animals and 354 to healthy
calves. The use of PAGE detected 4.9% (28/576) of positive samples of which 9.9% (22/222) and 1.7%
(6/354) belonged to diarrheic and healthy animals, respectively. All positive samples were
analysed by enzyme-linked immunosorbent assay (kit-EIARA/Fiocruz) and were classified as
rotavirus group A. The analysis of genomic profiles revealed a high diversity with seven distinct
electropherotypes.
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INTRODUCAO

Asdiarréias dos bezerrosconstituemimportantes
causas de morbidade e mortalidade durante as
primeirassemanasde vida(McNuLTy & LocAN, 1983;
Snobcrassetal., 1990; LuccHeLLietal., 1992). As causas
dessas infeccBes sdo freqUientemente multifatoriais
(RevnoLpsetal., 1986; SNobcrassetal., 1986). Noentanto,
comoavanc¢odosmétodos de diagndstico, verificou-se
gueasinfecgdes viraissdocomunse quealgunsvirus
podem estar envolvidos nesse quadroclinico. Dentre
esses virus destacam-se 0s rotavirus que sdo impor-
tantes patdgenos e estdo freqlientemente associados
asurtos de diarréia. Dos varios métodos disponiveis
parase detectar rotavirus nas fezes aeletroforeseem
gelde poliacrilamidaapresentagrande sensibilidade

(HerriNG et al., 1982). Por meio dessa técnica, os 11
segmentos do RNA de cadeiaduplaapresentamum
padrdo de migracdo caracteristico denominado
eletroferdétipo. Essatécnicatem sido muitoemprega-
da em estudos epidemioldgicos da infec¢do por
rotavirus, revelando aspectos da infeccdo néo
detectéveis por métodos convencionais (THEIL &
McCLoskey, 1989; IsHizaki et al., 1995).

Nesse estudo, é relatada a ocorréncia de infeccéo
porrotavirusembezerros de rebanhosbovinos leitei-
ros pertencentes a alguns municipios da regido nor-
deste do Estado de S&o Paulo. Por meio das técnicas
de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e
ensaio imunoenzimatico foi realizada a determinacao
degrupoeaanélise do perfil do genomadasestirpes
detectadas.

Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.69, n.4, p.23-26, out./dez., 2002



24

M. da G. Buzinaro & P.P. da S. de Freitas

MATERIALEMETODOS

Amostras de fezes

Foram analisadas 576 amostras de fezes de
bezerros, colhidasem 63 propriedades rurais per-
tencentes a 19 municipios da regido nordeste do
Estado de S&o Paulo. Destas, 222 pertenciam a
animaiscom quadro clinicode diarréiae 354 foram
obtidas de animais clinicamente sadios. As amos-
tras de fezes foram consideradas diarreicas quan-
do apresentavam consisténcia liquida. Fezes de
consisténciafirme ou pastosa foram consideradas
nédo diarreicas. Os rebanhos eram formados por
animais da raca Holandesa e gado cruzado, cria-
dos sob condigBes semelhantes de manejo. Em
cadapropriedade, todos os bezerroscomidade até
45 dias foram amostrados uma Unica vez, sendo
gue o numero médio de bezerros por propriedade
foide 4,9.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)

Apresencade rotavirus nasfezesfoi detectada por
meio da EGPA, segundo HerrING et al. (1982), com
algumas modificagdes propostas por Pereira et al.
(1983).

Ensaio imunoenzimético para deteccdo de

rotaviruseadenovirus

Todas as amostras positivas na EGPA também
foram testadas pelo ensaio imunoenzimatico para
rotavius e adenovirus (Kit-EIARA/Fiocruz-Rio de
Janeiro), para a confirmacdo quanto ao grupo
antigénico, segundo Pereira et al. (1985).

Apossibilidade deumaassociacioentrea presen-
caderotavirus e aconsisténcia das fezes foi avaliada
através do teste de X2 (THRUSFIELD, 1995).

RESULTADOS

Foram detectadas pelaEGPA 4,9% (28/576) de
amostras positivas pararotavirus, todas com per-
fil longo caracteristico de rotavirus do grupo A.
Dentre as 222 amostras de fezes diarreicas de
bezerros, 22 (9,9%) foram positivas pararotavirus,
enquanto 1,7% (6/354) foram obtidas de animais
semdiarréia. Esses resultados foram submetidos
a andlise estatistica e os resultados mostraram
gue ndo existe associagdo entre a presenca de
rotaviruseaconsisténciadasfezescom x2=19,9%;
P > 0,01.

Tabela 1 - Resultado das amostras positivas para rotavirus, de acordo com o municipio e a propriedade de origem, idade

do animal e a consisténcia das fezes. Jaboticabal, 2002.

Municipio Propriedade Ne amostra Idade do animal (dias) Consisténcia das fezes*
Ribeiréo Preto RA, BO/R 228 6-10 D
BO/R 264 6-10 D
RA, BO/R 180 6-10 D
BO/R 181 6-10 N
Viradouro RB BO/R 220 11-15 D
BO/R 275 11-15 D
Taiacu RC BO/R311 16 - 20 N
Descalvado RD BO/R601 16 - 20 D
BO/R 623 16 - 20 D
BO/R 970 16 - 20 D
BO/R23/0 16 - 20 D
BO/R70/0 16 - 20 D
BO/R72/0 16 - 20 N
BO/R92/0 16 - 20 D
BO/R93/0 16 - 20 D
BO/R95/0 16 - 20 D
BO/R98/0 16 - 20 D
BO/R101/0 16 - 20 D
BO/R 10570 16 - 20 D
BO/R 108/0 16 - 20 D
BO/R109/0 16 - 20 D
BO/R110/0 16 - 20 N
BO/R116/0 16 - 20 D
Altinépolis RE, BO/R79/0 1-5 D
BO/R80/0 11-15 D
BO/R 117 16 - 20 D
RE, BO/R 123 25-30 N
Cravinhos RF BO/R 188 10-15 N

*D = diarrégia N = normal
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Rotavirus do grupo A em rebanhos bovinos leiteiros da regido nordeste do Estado de S&o Paulo.

Tabela 2 - Tipos eletroforéticos de rotavirus bovino distribuidos segundo os municipios e as propriedades de origem.

Jaboticabal, 2002.

Municipio Amostras +* Propriedade Tipos eletroforéticos Amostras
A B C D E F G Na&o classificadas**
Ribeirdo Preto 4 RA, 1 1
RA, 2
Viradouro 2 RB 2
Taiagu 1 RC 1
Descalvado 16 RD 6 6 4
Altindpolis 4 RE, 2 1
RE, 1
Cravinhos 1 RF 1
Total 28 2 1 2 1 1 6 6 9

*+ = positivo.

** = Amostras ndo classificadas na EGPA por apresentar segmentos muito claros dificeis de serem comparados.

segmentos 1 2 3 4 5 6
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Dentre as 28 amostras positivas, 26 (92,9%)
foram provenientes de animais com diarréia, na
faixa etaria de 6 e 20 dias, sendo que a maior
frequéncia de infeccdo foi detectada em bezerros
com idade entre 16 e 20 dias (17/28; 60,7%)
(Tabela 1).

Aanélise do perfil do genomaindicou a presenca
deseteeletroferdtipos distintos, denominadosao aca-
so A B, C, D, E, Fe G (Tabela 2). Na Figura 1 ¢
apresentado o perfil eletroforético do genoma de
rotavirus de amostras representativas dos tipos A, B
e C, em comparacdo ao rotavirus padrdo NCDV
(Nebraska Calf Diarrhoea Virus). As principais dife-
rencasencontradasentre osdiferenteseletroferotipos
de rotavirus estavam localizadas na posi¢ao de mi-
gracdodossegmentosdasclasses|elll. Nosrebanhos
RA,,RA,eRC um anico eletroferdtipo foi detectado
(tipos D, CeE), respectivamente, enquanto nos reba-
nhos RD (tipos F e G) e RE, (tipos A e B), dois
eletrofer6tipos distintos estavam circulando
concomitantemente entre osbezerros.

Fig. 1-Perfil eletroforético do genomade rotavirus
das amostras BO/R601 (F), BO/R623 (F), BO/R09
(G), BO/R23 (G), BO/R79 (A) e BO/R80 (A) em
comparacdo ao do rotavirus padrdo NCDV
(Nebraska Calf Diarrhoea Virus).
1. NCDV 5.BO/R23(G)
2.BO/R 601 (F) 6.BO/R79 (A)
3.BO/R 623 (F) 7.BO/R 80 (A)
4.BO/R09 (G)

DISCUSSAO

Para verificar a frequiéncia de rotavirusem bezerros
derebanhos leiteiros, foram colhidasamostrasde fezes
de animais com e sem diarréia e examinadas por meio
dastécnicasde EGPAeEIARA. Dentreas576 amostras
examinadas por EGPA detectou-se 4,9% (28/576) de
casos positivos, porcentagem considerada inferior a
obtidaemoutrostrabalhos (Futimanetal., 1987; THEIL &
McCLoskEy, 1989). Esse resultado pode refletiragrande
guantidade de amostras obtidas de animais sem diar-
réia (n = 354), enquanto nos trabalhos apresentados
anteriormente as amostras foram colhidas de animais
diarreicos e/ou durante surtos de diarréia.

Nosbezerroscomfezesdiarreicas detectou-se 9,9%
(22/222) de amostras positivas, quando comparados
com 1,7% (6/354) dos bezerros sem diarréia. A cor-
relacdo entre a presenca de rotavirus e aconsisténcia
das fezes ndo foi estatisticamente significante pelo
teste de x?(P>0,001), indicando que a probabilidade
de detectar rotavirus nos animais independe da
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consisténcia das fezes. A eliminagdo assintomatica
de rotavirus nas fezes estabem documentada, suge-
rindo a possibilidade de animais infectados torna-
rem-se portadorese, consequentemente umafonte de
infeccdo para animais susceptiveis. N&o obstante,
como os animais foram amostrados uma Unica vez,
existe a possibilidade deles estarem eliminando
rotavirus antes ou ap0s os sinais clinicos, conforme
sugerido por LuccHeLLi et al. (1992).

Amaior frequiénciade infeccdo por rotavirusocor-
reuem bezerroscom idade entre 16 e 20 dias (60,7%),
semelhante ao observado por LucceLui et al. (1992) e
Istizakietal. (1995). Em nosso estudo, bezerrosrecém
nascidos (1 a 5 dias) também estavam eliminando
rotavirusnasfezes, indicando que eles foram expostos
a infeccéo logo apds o nascimento. A esse respeito,
McNuLTY & LocaN (1983) ressaltam que aeliminacéo
de particulasvirais nasfezes coincidecomaquedade
anticorposcolostraisno limenintestinal, tornandoo
bezerrosusceptivel ainfec¢do nas primeiras semanas
devida.

Aanélisedo perfildogenomaindicouapresengade
grandediversidade gendmica,comseteeletroferdtipos
distintos, todos caracteristicosde rotavirusdogrupo A.
Nos rebanhos RA , RA, e RC, um tnico perfil foi iden-
tificado. Resultados semelhantes foram obtidos na Ar-
gentina, Jap&o e Estados Unidosem que ocorreuausén-
ciadediversidadegendmicaentreestirpesderotavirus,
guandoestudadas por periodos de seismesesaumano.
Entretanto, nos rebanhos RD e RE,, diferentes
eletroferétiposestavamcirculandoconcomitantemente
entre os animais. As razdes para a ocorréncia de
eletroferotipos distintos estarem circulando entre os
bezerros ndo foi determinada. No entanto, esse fato
poderiaindicaraintroducdo de novasestirpesno reba-
nho, o surgimento de uma estirpe variante com vanta-
gensseletivasou, ainda, umaestirpe previamente asso-
ciada com infeccOes assintomaticas que se torna viru-
lenta. Arigor,aandlise do perfildogenomapor meioda
EGPA é util parase distinguir diferencas entre estirpes
decampo, bemcomo parafornecerinformacdessobreo
significado epidemioldgico da variagdo gendmica dos
rotavirus. Contudo, néo fornece dados sobre
antigenicidade, necessitando estudos comparativos
para determinar a especificidade de sorotipos (G e P),
caso uma estratégia de vacinacao seja implementada.
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