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RESUMO

SONZA S. Disenteria de inverno: deteccdo de coronavirus bovino (BCoV) por reacao
de PCR dirigida ao gene Rp Rd e isolamento em cultivo celular de HRT-18G. [Winter
Dysentery: Detection of bovine coronavirus (BCoV) by RT-PCR for the Rp Rd gene
and isolation in monolayers of HRT-18G cells]. 2006. 43 f. Dissertagao (Mestrado em
Medicina Veterindria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2007.

Coronavirus bovino (BCoV), um membro da familia Coronaviridae, causa severa
diarréia em bezerros neonatos e tem sido associado a diarréias de inverno em vacas
leiteiras em vdrios paises, incluindo o Brasil. A morbidade da disenteria de inverno e
alta chegando ate 100% , sendo um fator importante para economia ja que causa queda
da producao leiteira, levando a grandes perdas as criagdes de vacas leiteiras. O objetivo
deste trabalho foi pesquisar a ocorréncia de BCoV em vacas, diagnosticando amostras
positivas por RT-PCR gene Rp Rd e isolando estas amostras positivas em células da
linhagem HRT-18G. As amostras de fecais foram obtidas de 43 vacas leiteiras com
disenteria de 8 propriedades dos Estados de Sao Paulo e Minas Gerais, Brasil. Das dez
(10/43=23%) amostras positivas para esta técnica, 7 foram inoculadas em células da
linhagem HRT-18G, sendo que o isolamento foi comprovado pela mesma técnica apds
seis passagens seriadas em 4 inoculagdes. Com isso, mostra-se que o BCoV também
esta envolvido em disenterias de inverno em vacas leiteiras no Brasil. E através de
isolamentos deste virus, podemos contribuir para estudos continuados ajudar no
esclarecimento de sua epidemiologia e possibilitar com um banco de virus a prevengao

de ordem também especifica da enfermidade.

Palavra-chave: Disenteria de inverno. Coronavirose. Isolamento. PCR.



ABSTRACT

SONZA S. Winter dysentery: detection of bovine coronavirus (BCoV) by RT-PCR for
the Rp Rd gene and isolation in monolayers of HRT-18G cells. [Disenteria de inverno:
detec¢do de coronavirus bovino (BCoV) por reacdo de PCR dirigida ao gene Rp Rd e
isolamento em cultivo celular de HRT-18G]. 2006. 43 f. Dissertagdo (Mestrado em
Medicina Veterindria) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2007.

Bovine coronavirus (BCoV), a member of Coronaviridae family, causes severe diarrhea
in newborn calves and has been associated with outbreaks of winter dysentery (WD) in
adult cattle in several countries, including Brazil. The morbidity rate of WD is very high
(50-100%) and the disease causes severe economic losses once it decreases milk
production. The aim of the present study was to survey for the occurrence of BCoV in
cows using a RT-PCR targeted to the replicase gene and to isolate positive samples in
HRT-18G cells. The fecal samples were obtained from 43 adult dairy cows with
dysentery from S3ao Paulo and Minas Gerais States, Brazil. Ten (23%) of the 43 fecal
samples were positive for BCoV and 7 of these were inoculated in HRT-18G cells,
when the isolation of 4 samples was proved by RT-PCR after sex passages. These
findings indicate that BCoV is also involved in outbreaks of dysentery in adult cattle in
Brazil. This shows the importance of more comprehensive studies on coronavirus in
dairy cattle in the surveyed area and, with the isolation of the virus strains studied

herein, one may contribute to other studies to enlighten the epidemiology and

prevention of the disease.

Key-words: Winter dysentery. Coronavirus. Isolation. PCR.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ng micrograma
ne microlitro
apud citado por
°c graus Celsus

DEPC dietil-piro-carbonato

DMSO  dimetil-sulfoxido

DNAc acido desoxirribonucléico complementar
dNTP base nitrogenada (A,G,T,ou C)

et al. e colaboradores

ELISA  enzyme-linked immunosorbent assay

EDTA acido etileno-di-amino-tetra-acético

g aceleracio da gravidade terrestre (9,8 m/s?)
M molar

Ma miliamper

Mg miligrama

mL mililitro

mM milimolar

min minuto

MgCL, cloreto de magnésio

pM picomolar

N normal

nm nandmetro

PBS solugdo tampao fosfato

PCR reacdo em cadeia pela polimerase
p/v peso/volume

pH concentrac¢ao de hidrogénio i6nico
RNA acido ribonucléico

RT transcri¢ao reversa

s segundo

U unidade internacional

v/em volume/centimetro

Nota: Em fungdo do uso consagrado na literatura técnica, algumas abreviaturas utilizadas seguem as iniciais da sua
grafia no idioma inglés.
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1 INTRODUCAO

A disenteria de inverno ¢ uma enfermidade que acomete o gado bovino leiteiro
e de corte e ja foi relatada em varios paises da Europa, da América do Norte, da Asia,
na Austrélia e em Israel, acarretando graves prejuizos a explora¢do econdmica racional,
seja pela queda da producdo leiteira, ou perda de peso e custos com tratamentos
(COOKINGHAM, 1978; AKASHI et al., 1980; ESPINASSE, et. al., 1982; BROES et
al., 1984; CAMPBELL; DURHAM, et al., 1989; TRAVEN, 2001; JEONJ et al., 2005).

No Brasil, o primeiro relato de disenteria de inverno em vacas leiteiras
foi feito por Branddo et al. (2002), em um surto de diarréia ocorrido em uma
propriedade de criagdo de bovino leiteiro localizada no Estado de Sao Paulo.

Apesar disso, ainda sdo poucos os estudos desta enfermidade no Brasil,
dada a importancia econdmica que pode representar para o pais. Assim, métodos de
diagnostico laboratorial, rapidos e seguros, para se detectar o coronavirus bovino
(BCoV) envolvido na sua etiologia devem se constituir no ponto de partida para o
estudo da distribuicao e prevaléncia da enfermidade.

Ao lado disso, informagdes acerca das variacdes antigénicas do BCoV
sdo fundamentais na epidemiologia da doenca, principalmente no que diz respeito a
adogao de medidas profilaticas de ordem especifica.

A reacdao de RT-PCR gene Rp Rd e o isolamento de BCoV em cultura
de células da linhagem HRT-18G poderdo abrir novas perspectivas de pesquisa
continuada na disenteria de inverno, detectando a presenca do agente etioldgico a partir
de material fecal e a forma¢do de um banco de amostras, visando a aplicacdo de
metodologias moleculares que possam fornecer informagdes genotipicas e antigénicas

das mesmas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

As coronaviroses sdo de distribuicdo mundial ¢ acomete os sistemas
respiratorio, digestivo, reprodutivo, nervoso, linfatico e urinario de diversas espécies de
aves e mamiferos, inclusive o homem (LAI; HOLMES, 2001; ICTV, 2006).

A primeira enfermidade ligada ao coronavirus foi a bronquite
infecciosa das galinhas, em um surto de enfermidade respiratéria aguda e fatal que
acometeu galinhas jovens no Estado de Dakota do Norte (SCHALK et al., 1931).

O interesse pelos coronavirus aumentou consideravelmente a partir de
2003, quando se verificou a sua participacdo na etiologia de um processo respiratorio
agudo com alta mortalidade (SARS = sindrome respiratéria aguda grave) em humanos.
Apods muitas controvérsias quanto as origens e classificagdo, atualmente esta incluida
entre os coronavirus do grupo 2 (KSIAZEK et al., 2003; REST; MINDELL, 2003;
ICTV, 2006; MASTERS, 2006).

Em bovinos, os coronavirus (BCoV) (Figura 1) foram detectados pela
primeira vez por Stair et al. (1972), a partir de material fecal de bezerros com diarréia,
proveniente de varios surtos de neonatal, em diversas propriedades de criagao de gado
bovino leiteiro localizadas no Estado de Nebraska. Posteriormente, foram detectados
como agente etioldgico da disenteria de inverno das vacas adultas, que tem grande
importancia econdomica, uma vez que na fase aguda da doenga pode haver queda de ate
90% na producdo leiteira das vacas em lactacio (TAKAHASHI et al., 1980;
ESPINASSE et al., 1982). As duas formas (diarréia neonatal e disenteria de inverno das
vacas adultas) ja foram assinaladas no Estado de Sdo Paulo (BRANDAO et al., 2002;
JEREZ et al., 2002).
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Fonte:  gentilmente  cedida  pelo  Prof.  Stewart  McNulty.  Disponivel:

<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/Wintkey/Images/vsd14 c.jpg> Acesso 29 abr.
2006.

Figura 1 - Fotomicrografia eletronica de amostra contendo particulas
virais de coronavirus

Os coronavirus estdo classificados na ordem Nidovirales e familia
Coronaviridae, que compreende os géneros Coronavirus e Torovirus. O género
Coronavirus esta subdividido em trés grupos (Quadro 1), de conformidade com os
epitopos presentes nas glicoproteinas de envelope, as seqiiéncias de nucleotideos e a
predilegdo por hospedeiros naturais (VAN REGENMORTEL et al., 2000; GONZALEZ
et al., 2003; ICTV, 2006).
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GRUPO 1 GRUPO 11
TGEV VIRUS DA BCoV CORONAVIRUS BOVINO
GASTROENTERITE
TRANSMISSIVEL DOS HCoV-OC43 | CORONAVIRUS HUMANO
SUINOS oCc-43
FIPV VIRUS DA PERITONITE HECoV-4408 | CORONAVIRUS ENTERICO
INFECCIOSA FELINA HUMANG 4408
FCoV CORONAVIRUS ENTERICO HEV VIRUS HEMAGLUTINANTE
FELINO DA ENCEFALOMIELITE
CCoV CORONAVIRUS CANINO SUINA
HCoV-229 E | CORONAVIRUS HUMANO MHV VIRUS DA HEPATITE
229 E MURINA
BAT-CoV CORONAVIRUS DE RtCoV CORONAVIRUS DE RATOS
MORCEGOS EqCoV CORONAVIRUS EQUINO
HCoV-NL63 | CORONAVIRUS HUMANO _
NL63 CRCoV CORONAVIRUS
= RESPIRATORIO CANINO
PRCoV CORONAVIRUS =
RESPIRATORIO SUINO PV VIRUS DA PUFINOSE
PEDV VIRUS DA DIARREIA p
SUTNA EPIDEMICA SDAV VIRUS DA
SIALODACRIOADENITE
GRUPO 111 HCOV-SARS | CORONAVIRUS DA SARS
1BV VIRUS DA BRONQUITE INFECCIOSA
PhCoV | CORONAVIRUS DE FAISOES
TCoV | CORONAVIRUS DE PERUS

Fonte: Adaptado de Branddo et al., 2001; Ksiazek et al., 2003, Masters, P. S., 2006.

Quadro 1 - coronavirus: hospedeiros naturais, doengas por eles causadas,
grupos e subdivisdo em grupos

A morfologia predominante deste virus ¢ esférica, com aproximadamente 100

a 160 nmm de didmetro, todavia sdo bastante pleomorficos devido a presenca de

envelope, que € constituido por dupla camada de lipideos. A denominacao coronavirus

deve-se as projegdes que emergem do envelope e ddo a particula viral o aspecto

sugestivo de coroa (latim: corona = coroa) (Figura 2). O capsideo tem simetria

helicoidal com predominio da fosfoproteina N (nucleocapsideo), que envolve o genoma

viral, formado por RNA de fita simples (ssRNA), ndo segmentado, de polaridade

positiva, com 32 kpb e 6,8 kdaltons. As principais propriedades ligadas a infectividade,

viruléncia e variabilidade estdo associadas as proteinas de envelope (Figura 2). O

BCoV pertence ao grupo 2 e esta sorologicamente ligado ao coronavirus humano
HCoV-0OC43 (VANREGENMORTEL et al., LAIL, 1996; LAI; CAVANAGH, 1997;
2000; HOLMES; BRANDAO et al., 2001; GONZALEZ et al., 2003; KSIAZEK et al.,

2003; ICTV, 2006).
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As principais propriedades ligadas a infectividade, viruléncia e
variabilidade estdo ligadas as proteinas de envelope, que sdo proteinas de classe I, isto

¢, tem um dominio citoplasmatico, um dominio de transmembrana e um dominio

extracelular (LAI; CAVANAGH, 1997; BRANDAO et al., 2001).

c ik
O Y

S =PROTEINA DE ESPICULA
= PROTEINA DE MEMBRANA
= PEQUENA PROTEINA DE MEMBRANA
HE = HEMAGLUTININA-ESTERASE
N = NUCLEOPROTEINA

Fonte: Brandio et al., 2001

Figura 2 - Representacdo esquematica da estrutura de
uma particula viral de coronavirus, com
destaque as proteinas e suas localizagdes

A proteina M (matriz) tem 221 a 262 aminoacidos e 25-30 kda.
Desempenha funcdo importante na montagem da particula viral, formando a estrutura
do envelope; ¢ uma proteina de baixa variabilidade e a ocorréncia de mutagdes ndo leva
as alteracdes na patogenicidade e no tropismo por tecidos (CLARK, 1993; LAI,
CAVANAGH, 1997; YAMADA et al., 2000; VABRET et al., 2001).
Em conjunto com a proteina M, temos a sM (“Small membrane
protein), composta de 84 a 109 aminoacidos e 8,4-12 kda, também essencial a
estrutura do envelope (LIU; INGLIS, 1991; SIDDELL, 1995).
Os coronavirus do grupo 2 apresentam uma proteina acessoria de

envelope, exclusiva do grupo, denominada de hemaglutinina-esterase (HE), com
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aproximadamente 65 kda, encontrada sob a forma de dimeros. Apesar de sua
denominacdo, a proteina HE tem uma atividade hemaglutinante fraca quando
comparada a proteina S. Age como um cofator da proteina S, apresentando uma
atividade de enzima destruidora de receptores (esterase), que cliva o residuo 9-O-acetil
de acidos sidlicos e guarda similaridade com a proteina HE dos virus da influenza C
(BRIAN, 1985; KING; POTTS; SCHULTZE et al, 1991; CLARK, 1993;
CORNELISSEN et al., 1997).

A mais proeminente proteina estrutural do envelope dos
coronavirus € a proteina S (“spike®); sdo proje¢des de cerca de 20nm de comprimento,
responsaveis pela aparéncia espiculada do virion, pela adsor¢cao do virus aos receptores
da célula do hospedeiro, pela atividade hemaglutinante e pela indugdo de anticorpos
neutralizantes. E a proteina mais polimérfica entre os coronavirus. Organizada em fora
de dimeros ou trimeros, sua mutagdo pode interferir no tropismo e infectividade dos
coronavirus. A proteina completa tem 180 kda, 1363 aminoacidos e em alguns virus,
como o BCoV, ¢ clivavel nas subunidades S1 e S2, com 90 kda cada (COLLINS et al.,
1982; CAVANAGH, 1995).

A subunidade S2 e a por¢do carbdxi-terminal da proteina e forma
a haste da espicula, responsavel pela fusio de membrana e formagao de sincicios; em
funcdo de ndo apresentar dominios hidrofobicos, ndo estd envolvida na ligacdo aos
receptores celulares (LAI; CAVANAGH, 1997).

A subunidade S1 e a por¢do amino-terminal da proteina e forma o
bulbo da espicula, sendo a responsavel pela ligacdo aos receptores celulares, pela
atividade hemaglutinante e contém a maior parte dos sitios antigénicos. A regido
compreendida entre os aminodcidos 33 a 40 ¢ o ectodominio mais exposto as pressoes
seletivas imunoldgicas e, conseqiientemente, a um polimorfismo bem mais acentuado
de que todas as demais proteinas estruturais (ABRAHAM et al., 1990; LAI,
CAVANAGH, 1997; BRANDAO et al., 2001; BRANDAO et al., 2006).

A mais importante proteina ndo-estrutural dos coronavirus ¢ a
RNA-replicase ou polimerase-RNA-dependente (Rp Rd). A organizacdo estrutural do
genoma dos coronavirus (Figura 3) apresentamultiplas ORFs (open reading frame) na
seqiiéncia 5° guanina — 3’ citosina. Os seguimentos gendmicos que codificam as
principais proteinas estruturais ocupam menos de um terco da por¢do terminal 37,
enquanto que o segmento gendmico que codifica a Rp Rd ocupa dois tercos da porgao

57, compreendida pelas ORFla e ORF1b (Figura 3). Trata-se de uma poliproteina de
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740-800kda, co-traducionalmente processada, que ¢ a responsavel pela transcricao e
pela replicacdo virais, sendo altamente conservada entre os coronavirus, mesmo em se
tratando de espécies de grupos diferentes (STEPHENSEN; CASEBOLT;
GANGOPADHYAY, 1999; MASTERS, 2006).

kb 4 L&) 12 18 20 24 28 3.3

e Ey 3 458 7
e 1a v Rl S py =
5u | 15 i 0 ik Ol 5 2 7

-
ot 70
-

Fonte: Masters, P. S., 2006

Figura 3 - Organizacdo gendmica da seqiiéncia 5° guanidina 3" citosina dos
coronavirus: a ordem invaridvel de replicacdo ¢ 5'- Rp Rd- 2*- HE-
S- 4- 5a- E- M-N-3"

O conhecimento das proteinas e dos seus genes codificadores ¢
fundamental para o desenvolvimento de metodologias de diagndstico laboratorial e na
melhor compreensdo da cadeia epidemiologica das coronaviroses. Tanto na diarréia
neonatal, como na disenteria de inverno o diagndstico clinico ¢ praticamente
impossivel, uma vez que os sinais ndo sdo patognomonicos. Assim sendo, somente o
diagnostico laboratorial pode fornecer dados concretos acerca da participagdo de BCoV
na etiologia dos processos. O diagnostico laboratorial das coronaviroses iniciou-se com
a microscopia eletronica de coloragdo negativa. Pelo alto grau de polimorfismo das
particulas virais, a introdu¢do da imunomicroscopia eletronica, com a utiliza¢do de
anticorpos especificos para agregacao das particulas virais, aumentou a seguranca no
diagnodstico. Além do alto custo da implantacdo inicial, a grande limitacdo de ambas € o
tempo necessario para o processamento de amostras, principalmente em casos de
surtos, sem falar na necessidade de pessoal treinado (DEA; ROY; BETIN, 1979;
REYNOLDS et al., 1984; TRAVEN, 2001).

No decorrer do tempo, vdarias metodologias foram sendo
desenvolvidas e utilizadas: imunofluorescencia em fragmentos de algas intestinais,

hemaglutinagdo/inibicdo da hemaglutinagdo — HA/HI, contraimunoeletroforese,
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hemaglutinagdo passiva reversa e ensaio imunoenzimatico (MEBUS; NEWMAN;
STAIR, 1975; SATO et al., 1977; DEA; ROY; BETIN, 1979; SATO; AKASHI, 1993;
REYNOLDS et al., 1984; SATO et al., 1984; JEREZ et al., 2002).

O maior obstaculo a aplicagdo de reagdes sorologicas para a
detec¢dao de BCoV a partir de material fecal ¢ a reatividade inespecifica, uma vez que a
preservacao da integridade da particula viral, durante o processo de purificacao para o
preparo de soro hiperimune pode ser compreendida (BRANDAO et al., 2005).

Outra dificuldade relevante ¢ a producdo de BCoV em volume e
titulo adequados ao processo de purificagdo. O cultivo de BCoV em cultura de células
requer varias passagens seriadas para isolamento. A linhagem HmLu-1 (pulmao de
hamster) mostrou-se bastante permissiva ao isolamento de amostras de campo de
BCoV, todavia a baixa intensidade na replicagdo viral dificultou a confirmagdo do
isolamento por soroneutralizacdo (JEREZ et al., 2005). A linhagem HRT-18G (tumor
retal humano) vem sendo a mais utilizada para o isolamento de amostras de BCoV de
origem entérica e respiratoria (BENFIELD; SAIF, 1990; TSUNEMITSU et al., 1991).

Apesar de se tratar de uma metodologia bastante laboriosa para a
aplicacdo ao diagnostico laboratorial, o isolamento de BCoV em cultura de células ¢
um procedimento muito importante para se proporcionar a formacdo de um banco
amostras, visando a caracterizacdo das mesmas (TRAVEN, 2000; BRANDAO et al.,
2001).

Dada as limitacdes das metodologias convencionais, foram
desenvolvidas metodologias de biologia molecular, baseadas na reacao em cadeia pela
polimerase, com o intuito de diagnostico e tipificagdo dos coronavirus. Sendo a
proteina S a mais importante proteina estrutural, volta-se para ela as principais atengdes
quanto aos oligonucleotidios iniciadores, principalmente os dirigidos para o
ectodominio S1 (BRANDAO et al., 2002; HASOKSUZ et al., 2002; BRANDAO et al.,
2006).

No entanto, se a detec¢do de BCoV a partir de material fecal for
tentada para a seqiiéncia de nucleotideos codificadores do gene S poderd haver
resultados falso-negativos, pois poderda ndo ocorrer a hibridizagdo com esses
segmentos. A abordagem mais interessante para a utilizagdo de PCR como metodologia
de diagndstico direto dos BCoV ¢ a escolha de uma regido com alta identidade entre as
diversas espécies de coronavirus. Com esse intuito foram desenvolvidos

oligonucleotidios iniciadores dirigidos para a seqiiéncia de nucleotideos do gene
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codificador da proteina M (VERBEEK; TIJSSEN, 1990; PRATELLI et al., 2000). Para
aprimorar a eficiéncia no diagnostico, sempre buscando uma regiao do genoma viral
que seja altamente conservada e com alta identidade para todas, ou pelo menos para a
maioria das amostras possiveis, oligonucleotidios iniciadores para amplificacdo de
segmentos do gene codificador da RNA-polimerase-RNA-dependente (gene Rp Rd)
parece ser uma abordagem das mais interessantes, uma vez que se trata de uma regiao
de alta identidade entre diversas espécies de coronavirus (CASEBOLT; BIAO;
STEPHENSEN, 1997, STEPHESEN; CASEBOLT; GANGOPADHYAT, 1999;
BRANDAO et al., 2005).
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3 OBJETIVOS

Detectar a presenga de coronavirus bovino (BCoV) a partir de amostras fecais
diarréicas e/ou disentéricas, de vacas ou novilhas com suspeita clinica de
disenteria de inverno, provenientes de fazendas produtoras de leite, localizadas
em municipios dos Estados de Sao Paulo, Minas Gerais e Mato Grosso do Sul,
utilizando-se a reacdo em cadeia pela polimerase dirigida ao gene Rp Rd (RT-

PCR gene Rp Rd).

A partir das amostras positivas para RT-PCR gene Rp Rd, isolar os BCoV em
monocamada de cultura de células da linhagem HRT-18G (tumor retal

humano).
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4 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, foram estabelecidos contatos com médicos veterinarios atuantes
em propriedades de exploragdo de bovinos de leite e com os proprietarios destas, por
meio de telefone, fax e de visitas com o intuito de expor o presente trabalho e conseguir
amostras para 0 mesmo.

Foram incluidas 08 propriedades, sendo 05 localizadas em municipios no
Estado de Sao Paulo, 02 no Estado de Minas Gerais e 01 no Estado do Mato Grosso do
Sul; ndo se fez distingdo entre as categorias de produgdo leiteira (leite do tipo A, B ou
C), ragas de bovinos criadas, tamanho das propriedades ou area de localizacao das
mesmas. Dado o fato de que os casos de disenteria de inverno ocorrerem em maior
freqliéncia no periodo de inverno, as colheitas de fezes também se concentraram neste
periodo. Tomando-se por defini¢do de caso, vacas ou novilhas apresentando defecagio
liquida, com eliminacao de muco, fragmentos de tecido entérico, codgulos ou estrias de

sangue no momento da colheita, o nimero total de amostras colhidas foi 43.

4.1 AMOSTRAS DE FEZES

As amostras foram colhidas com auxilio de sacos plasticos, diretamente do reto
e transportadas sob refrigeracdo até o Laboratorio de Virologia do Departamento de
Medicina Veterindria Preventiva e Saude Animal (VPS), da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), da Universidade de Sao Paulo (USP).

4.2 AMOSTRA PADRAO DE CORONAVIRUS BOVINO

Foi utilizada a amostra Kakegawa de coronavirus bovino (BCoV), adaptada ao
cultivo em monocamada de cultura de células da linhagem HmLu-1, gentilmente
cedida pelo Prof. Dr. Takeo Sakai do Departamento de Preventive Veterinary
Medicine, College of Bioresource Sciences and Animal Health, Nihon University,

Japado.
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4.3 OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES

Foram utilizados 02 pares de oligonucleotideos iniciadores (“primers”): 01 par
mais interno — 2BP e 4BM — descrito por Stephensen et al. (1999), para a amplificagao
de um segmento de 251 pb e 01 par mais externo — CV2L e CV2U — descrito por
Brandao et al. (2005), para a amplificagdo de um segmento de 136 pb (Quadro 2). O
segmento de 136 pb amplificado (Figura 4) ¢ o gene codificador da RNA-polimerase-
RNA-dependente (gene Rp Rd) dos coronavirus, localizado na ORF1b, altamente
conservada entre os BCoV, coronavirus humano OC-43, coronavirus da encefalite
hemaglutinante dos leitdes e sialocriadenite (STEPHENSEN et. al., 1999; BRANDAO
et al., 2005).

Primers Seqiiéncia Fragmento Amplificado
4BM 5’ TCACAYTTWGGATARTCCCA 3’ 251 pb
2BP 5" ACTCARWTRAATYTNAAATAYGC 3’ 251 pb

Cv2u 5" TACTATGACTGGCAGAATGTTTCA 3’ 136 pb

CV2L 5’AACATCTTTAATAAGGCGRCGTAA 3’ 136 pb

Fonte: Stephensen et al (1999) e Brandéo et al (2005).

Quadros 2 — Pares de “primers” utilizados para a amplificacdo do gene
codificador da  proteina  RNA-polimerase-RNA-
dependente (gene Rp Rd)
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Fonte: adaptagdo de Lai; Canavanagh (1997).

Figura 4 — Representacdo esquematica do genoma do BCoV e das
regidoes amplificadas pela RT-PCR gene Rp Rd (primers
2Bp +4Bme CV2U +CV2L)

4.4 LINHAGEM CELULAR

Monocamada de células da linhagem celular HRT-18G (Human rectal tumor)
ATCC Ne CRL-11663, adquirida do Banco de Células do Instituto de Biofisica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro e mantida no Laboratdrio de Virologia do VPS,
FMVZ, USP, através de sucessivos repiques em meio de Eagle (MEM- BIOVET®)

suplementando com 10% de soro fetal bovino (Cultilab®).
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4.5 PREPARO DO MATERIAL FECAL.

As amostras de material fecal (Item 4.1) foram preparadas como suspensdes a
20% em PBS 0,01M/BSA 0,1% e pH 7,2, agitadas em “vortex” e centrifugadas a
12000g durante 30 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Decorrido esse periodo de
tempo, o sobrenadante foi recolhido para ser utilizado na reacdo em cadeia pela

polimerase e para isolamento de BCoV em cultura de células.

4.6 REACAO EM CADEIA PELA POLIMERASE PARA AMPLIFICACAO E
DETECCAO DO GENE CODIFICADOR DA PROTEINA RNA-POLIMERASE
RNA-DEPENDENTE DO BCoV (RT-PCR GENE RP RD)

Foram utilizados os procedimentos preconizados por Brandao et al. (2005).

4.6.1 Extracao do acido nucléico viral

A extragdo do RNA das particulas virais porventura presentes nas amostras
fecais foi realizado a partir do sobrenadante da suspensdo fecal (Item 4.5) pelo método
do TRIzol Invitrogen™, de conformidade com as especificacdes do fabricante:

Em um eppendorf adicionou-se 750 pL de Trizol e 250 pL do sobrenadante da
suspensdo, agitou-se € incubou-se em temperatura ambiente por 5 min. Em seguida
colocou-se 200 pL de cloroférmio, agitando e incubando-se por 15 min. em
temperatura ambiente. Centrifugou-se a 12000g por 15 min. a temperatura de 4° C.

Transferiu-se 500 uL do sobrenadante para outro eppendorf, adicionou-se 500
ul de propanol, agitou-se e incubou-se por 10 min. a temperatura de 4° C.

Apos este periodo, centrifugou-se por 15 min. a 12000g durante 15 min. em

centrifuga refrigerada a 4° C.
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Descartou-se sobrenadante, adicionou-se 1000 puL de etanol 75%, agitando-se o
eppendorf. Logo em seguida foi centrifugado por 10 min. a 12000g em centrifuga
refrigerada a 4° C.

Descartou-se o sobrenadante, retirando-se todo excesso de etanol. Com 15 pL
de agua DEPC 0,1%, ressuspendeu-se o “pellet” e logo em seguida foi incubado a 10
min. a seco em temperatura de 56° C.

Decorrido esse tempo, o eppendorf foi acondicionado a temperatura de 4° C até

o momento da desnaturagao.

4.6.2 Desnaturacao do RNA

O RNA extraido foi desnaturado em termociclador a 94° C durante 5 min.

4.6.3 Transcricio reversa

A transcrigdo reversa ou sintese de cDNA foi realizada em temperatura de 42°C
durante 60 min. em um mix contendo 1 x First Stand Buffer (Invitrogen'™), ImM de
cada ANTP, 10mM DTT, 1pmol/uL de cada primer (2Bp ¢ 4Bm), 7 uL da extracao de
RNA do sub-item anterior (4.6.1) e 200U de M-MLV Reverse Transcriptase

(Invitrogen™) para uma reagio final de 20pL.

4.6.4 Reacao em cadeia pela polimerase (PCR)

A seguir, 5 pL. de ¢cDNA assim obtido foram adicionados ao PCR mix (1 x
PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 pmol/uL de cada primer (2Bp e
4Bm), 1,5mM MgCl,, 25,25 pL de dgua ultra pura e 1,25U Taq DNA polimerase para
uma reagdo final de S0uL e submetidos a 6 ciclos de 94°C/ 1 min., 40 °C/ 2 min. e 72
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°C/ Imin., 36 ciclos de 94°C/1 min., 50°C/1,5 min. ¢ 72 °C/1 min., seguidos por

72°C/10 min. para a extensao final.

4.6.5 Nested-PCR

Foi realizado com 5 pL do produto da PCR anterior (item 4.6.4) adicionado ao
mix contendo 1 x PCR Buffer (Invitrogen™), 0,2mM de cada dNTP, 0,5 pmol/uL de
cada primer CV2L e CV2U, 1,5mM MgCl,, 25,25 uL de dgua ultra pura e 1,25U Taq
DNA polymerase e submetidos a 26 ciclos de 94° C/ 1 min., 54,8 °C/ 1,5 min. e 72 °C/
1 min. seguidos por 72° C/ 10 min. para a extensdo final. Nesta etapa, foram incluidas
amostras de agua ultrapura a cada trés amostras para se avaliarem contaminagdes por
DNA amplificado.

Apos a segunda amplificagdo, 10 uL deste produto foi submetido a eletroforese
em gel de agarose a 1,5 % em tampao TBE (TRIS-HCI 0,089 M em pH 8,3, acido
borico 0,089 M e EDTA 2mM) em voltagem adequada a dimensdo do gel (1-10
V/em), seguindo-se coloragdo com brometo de etideo a 0,5 pg/mL. Foram consideradas
positivas as amostras que produziram uma banda correspondente ao segmento de 136
pares de bases.

Como controle negativo foi utilizado PBS 0,01M/BSA1% pH 7,2 e como
controle positivo a amostra Kakegawa.

Cada etapa (extragdo de RNA, transcricdo reversa, PCR, nested-PCR e
eletroforese) foi realizada em ambientes separados, com o intuito de se evitarem

contaminagdes entre as amostras.

4.7 ISOLAMENTO EM CULTURA DE CELULAS

Dentre as amostras positivas na RT-PCR gene Rp Rd, foram escolhidas ao
acaso 07 delas para a tentativa de isolamento de BCoV em monocamada de células da

linhagem HRT-18G.
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4.7.1 Cultura de células em monocamada

As monocamadas de cultura de células foram preparadas de conformidade com

o0 seguinte protocolo:

1- o meio de crescimento foi desprezado do conteudo da garrafa pelo lado

oposto ao da monocamada de células em um recipiente apropriado;
2- a monocamada foi lavada com PBS pH 7.2;

3- foi adicionado 3 mL de uma solugdo de tripsina/versene e aguardado 3

minutos;

4- a solugdo de tripsina/versene foi descartada, deixando-se restar um residuo de

cercade 1 mL;

5- a garrafa foi mantida em estufa a 37°C durante 15 minutos, colocando-se a

face da garrafa que contém a monocamada voltada para cima;
6- foi observado o descolamento da monocamada com a agitagao da garrafa;.

7- foi adicionado meio de crescimento [meio minimo de Eagle (MEM-
BIOVET®), com 10% de soro fetal bovino (Cultilab®)], lavando-se varias

vezes a superficie interna da garrafa;

8- uma vez homogeneizadas as c€lulas no meio de crescimento, o conteudo foi

igualmente divido e distribuido em 03 garrafas novas;
9- 0 volume foi completado com meio de crescimento para 13 mL;

10- as garrafas foram arrolhadas, identificadas e levadas a estufa a 37 °C,
acompanhando-se o desenvolvimento da monocamada por meio de um

microscopio Optico invertido.
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4.7.2 Inoculacao

Utilizaram-se os procedimentos preconizados por Jerez et al. (2005), com
algumas modificacdes.

O sobrenadante da suspensao das amostra fecal (preparado de conformidade
com o item 4.5) foi filtrado em unidades filtrantes MILEX-MILLIPORE® de 0,22 pm
de porosidade.

O meio de crescimento das monocamadas foi desprezado, a monocamada
lavada com PBS 0,01 M pH 7.2 e 1 mL da suspensao fecal filtrada foi adicionada.

As garrafas foram levadas para estufa a 37° C durante 1 hora, com agita¢des
periddicas, para adsor¢do virus-célula.

Decorrido esse periodo, o inoculo foi dispensado e, a seguir, foi adicionado 10
mL de meio de manutencdo (MEM BIOVET® com 2% de soro fetal bovino
CULTILAB®) e as garrafas foram incubadas em estufa a 37°C e o acompanhamento de
alteracdo na monocamada foi feito por meio de um microscopio 6ptico invertido.

Foram realizadas até seis passagens seriadas para que se observasse o
aparecimento de efeito citopatico caracteristico. Uma vez observado o efeito citopatico
sincicial, ou tendo sido completado um periodo de até 14 dias apos a inoculagao, as
garrafas foram congeladas a -20°C.

Para as passagens seriadas tomou-se 2mL da passagem anterior e repetiram-se
os mesmos procedimentos acima descritos.

A confirmagdo do isolamento de BCoV em amostras que apresentaram efeito
citopatico sincicial foi realizada pela reagao em cadeia pela polimerase dirigida ao gene
codificador da RNA-polimerase-RNA-dependente (RT-PCR gene Rp Rd), seguindo-se
os mesmos procedimentos do item 4.6.

Como controle negativo usou-se PBS 0,01M/BSA1% e pH 7,2; como controle
positivo foi usada uma amostra de campo previamente isolada no Laboratorio de

Virologia do VPS da FMVZ da USP.
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5 RESULTADOS

Dentre as 43 amostras de material fecal diarréico e/ou disentérico, 10 foram
positivas para a deteccdo de BCoV por meio de RT-PCR gene Rp Rd uma vez que
pode ser verificada a amplificagdo correspondente ao seguimento de 136 pb
responsavel pela codificagdo da proteina RNA-polimerase-RNA-dependente (Figura 5),
resultando, assim, em uma freqiiéncia de 23% (10/43=23%) de casos positivos para a

disenteria de inverno em animais das propriedades estudadas.

SR 100 11,12 13 14

Figura 5 - Gel de agarose a 1,5 %, corado com brometo de etidio a 0,5 pg/mL,
demonstrando a amplifica¢do por meio da reacdo de RT-PCR gene Rp Rd
do segmento de 136 pb do BCoV, a partir de duas amostras de material
fecal positivo (canaletas 7 e 11), controles positivo e negativo da reagdo
(canaletas 2 e 13 respectivamente) e controle de nested (canaleta 14).
Canaleta 1: padrido de peso molecular (“ladder”). Demais canaletas:
amostras negativas
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Dentre as 8 propriedades nas quais as amostras foram colhidas, 3 apresentaram
animais com resultados positivo, resultando em uma freqiiéncia de 37% (3/8=37%) das
propriedades estudadas (Tabela 1).

Como a colheita das amostras concentrou-se nos meses de inverno, maior
nimero de amostras positivas foi detectado no més de julho.

Dentre as 10 amostras positivas por RT-PCR gene Rp Rd, escolheu-se, ao caso,
7 delas para o isolamento de BCoV em monocamada de células da linhagem HRT-18G.
Até a segunda passagem seriada, nenhuma delas evidenciou qualquer alteracdo na
monocamada, que pudesse ser sugestiva de efeito citopatico. Na terceira passagem
seriada, 4 amostras comegaram a apresentar sinais sugestivos de efeito citopatico entre
cinco e dez dias apoOs a inoculacdo (Figura 6). Na quarta passagem seriada, 3 delas

apresentaram efeito citopatico sincicial bem caracteristico e total (CPE™"

) no oitavo
dia ap6s a inoculagdo. Para a outra amostra foram necessarias seis passagens seriadas
para que pudesse ser observado esse tipo de efeito citopatico no mesmo periodo de
tempo. Todas as 4 amostras foram positivas para a detec¢do de BCoV por RT-PCR
gene Rp Rd. As demais amostras (3), ndo apresentaram nenhuma modificacio
perceptivel na monocamada até a sexta passagem seriada e foram negativas para a
deteccao de BCoV (Tabela 2). A amostra controle positivo apresentou efeito citopatico

do tipo sincicial e total a partir do quarto dia pos-inoculagdo e a presenga de BCoV foi

confirmada em todas as passagens.
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Tabela 1 - Resultados da reacdo em cadeia pela polimerase dirigida ao gene codificador
da proteina RNA-polimerase-RNA-dependente (RT-PCR gene Rp Rd) para a
deteccdo de BCoV, a partir de material fecal diarréico e/ou disentérico
proveniente de vacas ou novilhas, segundo o municipio de localizagdo das
propriedades de criacdo de gado bovino leiteiro e a data de colheita - Sao

Paulo - 2006

Ne Data de RT-PCR
ordem | Identificacio Origem Colheita gene Rp Rd
01 PRINCESA SARAPUI 06/05/2004 POSITIVO
02 43C PARAIBUNA 24/07/2004 NEGATIVO
03 BRASILIA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
04 A LAVRAS 27/07/2004 POSITIVO
05 PAVUWA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
06 ANDORINHA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
07 MOCINHA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
08 FORTUNA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
09 MULATA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
10 ROLINHA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
11 MIMOSA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
12 PINTURA LAVRAS 27/07/2004 POSITIVO
13 CRIOLA LAVRAS 27/07/2004 NEGATIVO
14 RAINHA MOGI DAS CRUZES 01/12/2004 NEGATIVO
15 BALERINA MOGI DAS CRUZES 01/12/2004 NEGATIVO
16 PRETINHA MOGI DAS CRUZES 01/12/2004 NEGATIVO
17 44C SAO PAULO 05/08/2004 NEGATIVO
18 45C SAO PAULO 05/08/2004 NEGATIVO
19 46C SAO PAULO 05/08/2004 NEGATIVO
20 47C SAO PAULO 05/08/2004 NEGATIVO
21 48C SAO PAULO 05/08/2004 NEGATIVO
22 49C SAO PAULO 05/08/2004 NEGATIVO
23 50C SAO PAULO 05/08/2004 NEGATIVO
24 65C SAO PAULO 04/04/2005 NEGATIVO
25 66C CAMPO GRANDE 04/04/2005 NEGATIVO
26 16 SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
27 182 SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
28 183 SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
29 184 SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
30 186 SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
31 187 SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
32 188 SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
33 189 SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
34 19° SAO J. CAMPOS 05/05/2005 NEGATIVO
35 PAQUITA 2 RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 NEGATIVO
36 VACAMARELA | RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 POSITIVO
37 ALEGRIA 2 RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 NEGATIVO
38 ALEGRIA 1 RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 POSITIVO
39 PAQUITALI RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 POSITIVO
40 MIMOSA RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 POSITIVO
41 VACA 2 RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 POSITIVO
42 CORUJINHA RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 POSITIVO
43 PRINCESINHA | RIBEIR. VERMELHO 07/07/2005 POSITIVO
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Tabela 2 — Alteragdes observadas em monocamadas de cultura de células da linhagem HRT-
18G, até o décimo dia pds-inoculagdo, para a tentativa de isolamento de BCoV a
partir de material fecal de 7 amostras positivas e o resultado da RT-PCR gene Rp
Rd para a confirmacgao do isolamento - Sdo Paulo - 2006

Controle

12 36 38 39 40 42 43 Positivo

1 pas. | NDN NDN NDN NDN NDN NDN NDN | CPE™
2" pas. NDN NDN NDN NDN NDN | NDN NDN | CPE™
3% pas. NDN CPE’ NDN CPE' NDN CPE' CPE" | CPE™"™
4" pas. NDN CPE’ NDN | CPE™ | NDN | CPE™" | CPE™ | CPE™"
5" pas. NDN CPE" | NDN - NDN - - CPE™
6" pas. NDN CPE™™ | NDN - NDN - - CPE"™"
RT-PCR | NEGAT. | POSIT. | NEGAT. | POSIT. | NEGAT. | POSIT. | POSIT. | POSIT.

NDN: nada digno de nota

CPE: efeito citopatico (do tipo sincicial)

+: intensidade de CPE

-: ndo realizado
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Fonte: Fotografia de garrafas com monocamadas de cultura de células da linhagem HRT-18G
observadas por microscopio invertido ao aumento de 10X.

Figura 6 - (A) Monocamada com 48 horas de crescimento. (B) Monocamada
apos o sétimo dia de inoculacdo da amostra 42 na terceira passagem seriada,
evidenciando efeito citopatico do tipo sincicial bem caracteristico de BCoV
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6 DISCUSSAO

A disenteria de inverno das vacas adultas ¢ responsavel por grandes perdas
econOmicas e inumeros fatores envolvidos na cadeia epidemioldgica de transmissao
ainda carecem de melhor compreensdo. O agente etioloégico ¢ o BCoV. A principal
porta de entrada ¢ a via oral, através de alimentos e fomites contaminados. O
aparecimento de diarréia e/ou disenteria esta relacionado aos fatores externos, tal como
baixa temperatura e aglomeracdo, bem como aos fatores internos, tais como a presenga
de Campylobacter jejuni, um oportunista associado, cuja produ¢do de endotoxinas pode
provocar a coagulag¢do intravascular, com conseqiiente disenteria. A mortalidade ¢
baixa, mas a producdo der leite pode ser reduzida em até 90%. Os animais se
recuperam com o tratamento sintomatico, todavia raramente readquirem a performance
na producgdo leiteira (ESPINASSE; SAVEY; VISO, 1990; TRAVEN et al., 2001;
JEONG et al., 2004).

A sazonalidade pode ser atribuida ao estresse térmico, contudo merecem
atencdo as mudancas de manejo, principalmente as que aumentam as densidades
populacionais, facilitando, assim, a aproximacao de fonte de infec¢do e suscetiveis.
Alem disso, em baixas temperaturas e com menor intensidade da luz UV tem-se um
ambiente mais estdvel para a permanéncia do virus vidvel em meio ambiente
(BENFIELD; SAIF, 1990; CLARCK, 1993; ELLIS, 1998; PENSAERT et al., 1994).

A ocorréncia de disenteria de inverno estava restrita ao hemisfério Norte,
todavia a ocorréncia de surtos em propriedades de criacio de gado bovino leiteiro
localizadas nos Estados de Sao Paulo e de Minas Gerais demonstrou que pode,
também, estar presente no hemisfério Sul (BRANDAO et al., 2002; BRANDAO et al.,
2005).

No presente trabalho pesquisou-se a presenca de BcoV em 43 amostras de
material fecal provenientes de vacas leiteiras com sinais clinicos de disenteria de
inverno. As amostras foram colhidas em 8 propriedades de criagdo de gado bovino
leiteiro, que ja vinham apresentando suspeita clinica da enfermidade. A confirmagao da
presenca de BcoV (Tabela 1) pode ser realizada em 10 amostras (10/43 = 23%) e em 3
propriedades (3/8 = 37%). Estes resultados confirmam a ocorréncia da disenteria de
inverno na regido Sudeste do Brasil, tal como verificado por Brandao et al. (2005). Nao

foi possivel a detec¢do na regido Centro-Oeste, dado o pequeno nimero de amostras
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provenientes dessa regido. A comparagao dos nossos resultados na regido Sudeste com
Brandao et al. (2005) nao pode ser levada em consideragdo, uma vez que no presente
trabalho foi pesquisado apenas a disenteria de inverno, ndo se levando em conta a
diarréia neonatal.

A disenteria de inverno e a diarréia neonatal estdo bastante relacionadas, todavia
no presente trabalho o escopo fundamental repousa na metodologia de diagndstico e no
isolamento, para posterior caracterizacao antigénica.

A reacdo em cadeia pela polimerase para a amplificacdo dos segmentos do gene
codificador da proteina RNA-polimerase-RNA-dependente (RT-PCR gene RdRp) tem
baixo limiar de detec¢do e ndo apresenta as limitacdes relativas a utilizagdo de soros
hiperimunes policlonal, além de dispensar a utilizagdo de animais de laboratorio. A
amplificacdo de uma regido bastante conservada entre diversos coronavirus
(STEPHENSEN et al., 1999; BRANDAO et al., 2005) faz com que possa a tornar uma
alternativa das mais promissoras como metodologia de diagnoéstico laboratorial de alta
sensibilidade e especificidade para estudos epidemioldgicos que contemplem a
prevaléncia da disenteria de inverno.

Por outro lado, para a caracterizagdo antigénica das amostras detectadas por RT-
PCR gene RdRp outras metodologias precisam ser empregadas, tal como a nested PCR
dirigida a seqiiéncia de nucleotideos do gene codificador do ectodominio S1
(NAYLOR et al., 2001; WU;YAN, 2005; BRANDAO et al., 2006).

Para tanto, a disponibilidade de amostra para a realizacdo desta reagdo ¢ o
principal elemento. Considerando-se alguns fatores de ordem pratica, tal como o
periodo de tempo decorrido entre a colheita da amostra e os estudos prospectivos a
serem realizados na caracterizagdo da mesma, bem como a eventual necessidade de
repeticao de testes, a disponibilidade de material fecal colhido pode se constituir no
maior obstaculo para se chegar a caracterizacdo. Tudo isso, sem contar com a
possibilidade de degradacdo do genoma através do longo periodo de conservagdo,
seguido de sucessivos descongelamentos. Assim sendo, o isolamento de virus em
cultura de células apresenta-se como necessidade quase que imprescindivel.

Em 7 amostras positivas por RT-PCR gene Rp Rd foi possivel isolar 4 em
monocamadas da linhagem HRT-18G.

Pela dificuldade de adaptagdo ao crescimento em cultura de células sdo
poucos os trabalhos que relatam o isolamento de BCoV e as células da linhagem

HRT-18G foram usadas com sucesso por Benfield e Saif (1989) para isolamento
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primario a partir de material fecal e secre¢des nasais de bezerros gnotobiodticos
inoculados com material fecal proveniente de vaca adulta sintomatica de
disenteria de inverno. Jeong et al. (2004), em 20 casos de disenteria de inverno,
comprovaram o isolamento de 10 amostras de BcoV em HRT-18G através de
imunofluorescéncia na terceira passagem seriada.

A comparagao dos nossos resultados de isolamento com os realizados com
os realizados em outros estudos fica prejudicada pelas diferentes condicdes
experimentais com que foram realizadas. No entanto, as cé¢lulas HRT-18G vem
sendo as mais utilizadas em outros paises por ser permissivel ao BCoV (DEA et.
Al., 1995; GUY et al., 2000)

Assim, nossas amostras isoladas em células HRT-18G poderao ser usadas
para caracterizagdo antigénica nas mesmas condigdes que estdo sendo realizadas
em outras partes do mundo.

Estudos continuados, visando a determinagdo da prevaléncia de disenteria
de inverno por RT-PCR gene Rp Rd, seguida de isolamento em células HRT-18G,
para sequenciamento da regido de maior hipervariabilidade do ectodominio S1
serdo de grande valor no estudo epidemiologico da coronavirose bovina, quer na

disenteria de inverno, quer na diarréia neonatal.

36
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e 10 das 43 (10/43= 23%) amostras fecais foram positivas para a detec¢dao de

BCoV por meio de RT-PCR gene Rp Rd.

e 3 das 8 (3/8= 37%) propriedades estudadas apresentaram animais com

resultados positivos.
e As propriedades localizavam-se na regido Sudeste do Brasil.

e Em quatro amostras positivas foi possivel isolar BCoV em monocamada de

cultura de celulas da linhagem HRT-18G.

e As amostras isoladas apresentaram efeito citopatica (sincicial), caracteristico

de BCoV, na sexta passagem.
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