RITA DE CASSIA LINARES

Ocorréncia de rotaviroses em cria¢des de suinos em diversos

estados brasileiros

Sdo Paulo
2012




RITA DE CASSIA LINARES

Ocorréncia de rotaviroses em criacdes de suinos em diversos
estados brasileiros

Tese apresentada ao Programa de PoOs-Graduacao
em Epidemiologia Experimental Aplicada as
Zoonoses da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sao Paulo para
obtencéo do titulo de doutor em Ciéncias

Departamento:
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal

Area de concentragéo :

Epidemiologia Experimental Aplicada &s Zoonoses

Orientador :

Prof. Dr. José Antonio Jerez

Co-Orientadora :

Profa. Dr2. Andrea Micke Moreno

Sao Paulo

2012



Autorizo a reproducdo parcial ou total desta obra, para fins académicos, desde que citada a fonte.

DADOS INTERNACIONAIS DE CATALOGACAO-NA-PUBLICACAO

(Biblioteca Virginie Buff D'Apice da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade de S3o Paulo)

T.2551 Linares, Rita de Cassia
FMVZ Ocoméncia de rotaviroses em criagdes de suinos em diversos estados brasileiros /
Rita de Cassia Linares. — 2012.
88 p.

Tese (Doutorado) - Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia. Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Salde
Animal, Sdo Paulo, 2012.

Programa de Pés-Graduagdo: Epidemiologia Experimental Aplicada as Zoonoses.
Area de concentragdo: Epidemiologia Experimental Aplicada as Zoonoses.
Orientador: Prof. Dr. José Antonio Jerez.

Co-orientador: Profa. Dra. Andrea Micke Moreno.

1. Rotavirus. 2. Leitdes. 3. Diaméias. 4. PAGE. |. Titulo.




[N
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA VE ERINARIA E ZOOTECNIA

Comissdo de Etica no uso de animais

CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto intitulado “Ocorréncia de rotavirose em criaoes de
sufnos em diversos Estados Brasileiros”, protocolado sob o n° 1553/2008, nao
utilizando animais, sob a responsabilidade do Prof. Dr. José Antonio Jerez, esta
de acordo com os principios éticos de experimentagdo animal da “Comissado de
ftica no uso de animais” da Faculdade de Medicina Veterinéria e Zootecnia da

Universidade de Sao Paulo e foi aprovado em reuniao de 26/11/2008.

We certify that the Research “Occurrence of rotaviruses in swine herds from
Brazilian several states”, protocol number 1553/2008, not using animals, under
the responsibility Prof. Dr. José Antonio Jerez, agree with Ethical Principles in
Animal Research adopted by “Ethic Committee in the use of animals” of the
School of Veterinary Medicine and Animal Science of University of Sao Paulo
and was approved in the meeting of day 11/ 26/2008.

Sio Paulo, 26 de janeiro de 2012.

Denise Tabacchi Fantoni

Presidente
Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva, n°87 Fone: + ?5 11 3091-7671/7676
Cidade Universitaria “Armando de Salles Oliveira” Fax: +55 11 3032-2224
Sao Paulo/SP — Brasil E-mail: fmvz@usp.br

05508-270 http/www.fmvz.usp.br



FOLHA DE AVALIACAO

Nome: LINARES, Rita de Cassia

Titulo: Ocorréncia de rotaviroses em criacdes de suinos em diversos estados
brasileiros

Data: I

Banca Examinadora

Prof. Dr.
Instituicéo: Julgamento:
Prof. Dr.
Instituigao: Julgamento:
Prof. Dr.
Instituigao: Julgamento:
Prof. Dr.
Instituicéo: Julgamento:
Prof. Dr.
Instituigao: Julgamento:




AGRADECIMENTOS



A0 meu mais puro e verdadeiro amor;
Joéo Gabriel

Ao0s meus pai,
Jodo Linares Sanches

Nair Liberali Linares



Ao Jodo Gabriel, o meu genuimo amor, a minha alegria e a minha razdo, minha
fonte de incentivo e forgca, muito obrigada, por sempre me alegrar e afastar o
desanimo, por compreender todos 0os muitos momentos de auséncia; e por a cada

dia me tornar uma pessoa melhor.

Agradeco aos meus familiares, meus pais, pelo apoio, suporte e carinho recebidos
nos bons e dificeis momentos desse percurso, obrigada pelo constante incentivo,

preocupacao e infinito amor;

A Deus, que em sua sabedoria soube me fazer paciente e incansavel me dando

forcas para nunca desanimar;

A Ana Paula Dugque da Silva, que sempre esteve ao meu lado desde o sonho até
sua realizacdo, meu muito obrigada, minha grande amiga por me fazer sentir sempre

em casa, por toda a dedicacao e amor;

A todos os meus amigos, em especial a Andréia Freire Perenha, e Rodrigo Corazza,
gue souberam entender as auséncias, as faltas, obrigada pelos momentos de

auxilio, incentivo e compreensao;

Ao amigo Alexandre Abelardo Sanches pela incessante ajuda, pela sabedoria, pelo
incentivo, pelo apoio, pela grande amizade desde o inicio desta longa e ardua
jornada, muito obrigada, por toda a dedicacéo;

A Sandra Abelardo Sanches, por toda paciéncia, nas infinitas caronas, meu muito

obrigada;

Ao Prof. Dr. José Antonio Jerez, por toda a sua sabedoria, seu empenho,

entusiasmo e por ter acreditado em mim desde o inicio, muito obrigada;

Ao Prof. Dr. Fabio Gregori, pela disposicdo em ajudar e elucidar as difculdades

desta jornada;



A Prof®. Dr* Andrea Micke Moreno, pela co-orientacdo e total pronta ajuda, nos

momentos mais dificeis, muito obrigada;

Aos membros da Comissdo Examinadora na banca de qualificacédo: Dra. Tania Allen
Coutinho, Prof. Dr. Fabio Gregori, e ao Prof. Dr. José Antonio Jerez pelas valiosas e

enriquecedoras contribuicdes;

A Jucélia de Jesus Pereira, Ana Paula Santos da Silva e Maria José Aparecida

Louro, pela amizade e ajuda;

Aos colegas do curso de pos-graduacado em Epidemiologia Experimental e Aplicada

as Zoonoses - VPS, pelo auxilio e incentivo;

Aos amigos do Laboratério de Sanidade Suina e Virologia; obrigada pela agradavel

convivéncia,

A Tania Delonero pela total ajuda, pelo seu enorme coragéo, meu muito obrigada;

A toda a equipe do servico de Normalizacdo Bibliogréfica da biblioteca Virginie Buff
D Apice, em especial a Elza Faquim, por toda a gentileza e dedicacdo dedicada a

este trabalho;

Por fim agradeco a todos os docentes, funcionarios e amigos que direta ou

indiretamente contribuiram para a realizacao deste trabalho.



"Nao basta conquistar a sabedoria, € preciso usa-la.”

Cicero



RESUMO



RESUMO

LINARES, R. C. Ocorréncia de rotaviroses em criacdes de suinos em diversos
estados brasileiros. [Occurrence of rotaviruses in swine herds from brasilian
several states]. 2012. 88 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2012.

As diarréias neonatais constituem-se em um dos mais importantes fatores
econdmico e sanitario nas granjas suinas, quer pela mortalidade, quer pelas perdas
agregadas ao atraso no desenvolvimento dos leitdes, a profilaxia e ao manejo. Os
rotavirus ocupam lugar de destaque pela rapida disseminacdo dentro do plantel,
bem como pelo potencial zoondtico, dada a probabilidade de rearranjo ou
recombinacdo genética entre amostras humanas e animais O objetivo deste trabalho
foi detectar a presencga de rotavirus a partir de 277 amostras fecais de leitbes com
quadro clinico de diarréia, provenientes dos Estados do Rio Grande do Sul (RS),
Santa Catarina (SC), Parana (PR), Mato Grosso do Sul (MS), Mato Grosso (MT),
Séao Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ) e Minas Gerais (MG) entre os anos de 2009 e
2011 e analisar o perfil eletroforético de migracdo dos segmentos gendémicos bem
como diferencas de eletroferétipos nas amostras positivas, pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). Das 277 amostras fecais diarréicas de
leitdbes analisadas, 25 foram positivas (25/277= 9%). De conformidade com os
Estados de origem, foram verificadas as frequéncias de 20% (1/5) no RS, 11,1%
(1/9) em SC, 12,5% (1/8) no PR, 15,3% (6/39) em MS, 14,2% (3/21) em MT, 6,7%
(5/74) em SP, 0% (0/7) no RJ e 7% (8/114) em MG. Pela analise da migracao
eletroforética dos segmentos gendmicos, todas as 25 amostras positivas
apresentaram perfil eletroforético compativel com o RV-A, tal como a amostra
padrdo NCDV com migracdo caracteristica em quatro classes ou agregados [4-2-3-
2]. Foram observadas pequenas diferencas na velocidade de migracdo de um ou
mais segmentos dentro da mesma classe. Estes resultados evidenciam a
importancia da PAGE como metodologia de diagndstico e de investigacbes

epidemioldgicas nas rotaviroses suinas.

Palavras-chave: Rotavirus. Leitdes. Diarréias. PAGE.
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ABSTRACT

LINARES, R. C. Occurrence of rotaviruses in swine herds from brasi lian several
states. [Ocorréncia de rotaviroses em criagbes de suinos em diversos estados
brasileiros]. 2012. 88 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2012.

The neonatal diarrhea constitute one of the most important economic and health
factors in pig farms either by death or by the aggregate losses to the delay in the
development of piglets, prophylaxis and management. Rotaviruses have a prominent
role by the rapid spread within the herd, as well as the zoonotic potential, given the
likelihood of genetic reassortment or recombination between human and animal
samples. The objective of this study was to detect the presence of rotavirus from
fecal samples from 277 piglets with clinical cases of diarrhea, from the states of Rio
Grande do Sul (RS), Santa Catarina (SC), Parana (PR), Mato Grosso do Sul (MS),
Mato Grosso (MT), Sédo Paulo (SP), Rio de Janeiro (RJ) e Minas Gerais (MG)
between the years 2009 and 2011 and to analyze the electrophoretic migration of
genomic segments and electropherotype differences in positive samples, by
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) technique. From 277 piglets diarrheal
stool samples analyzed, 25 were positive (25/277 = 9%). In accordance with the
States of origin, were observed frequencies of 20% (1/5) in the RS, 11.1% (1/9) in
SC, 12.5% (1/8) in PR, 15.3 % (6/39) in MS, 14.2% (3/21) in MT, 6.7% (5/74) in SP,
0% (0/7) in Rio de Janeiro and 7% (8/114) in MG. For the analysis of the
electrophoretic migration of genome segments, all 25 positive samples showed
electrophoretic profile compatible with the RV-A as a standard sample NCDV,
showing characteristic fourth class or aggregates [4-2-3-2]. We observed small
differences in the migration speed of one or more segments within the same class.
These results highlight the importance of PAGE as a method of diagnosis and

epidemiological investigations in the porcine rotavirus.

Keywords: Rotavirus. Piglets. Diarrhea. PAGE.
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1 INTRODUCAO

As diarréias neonatais constituem-se em um dos mais importantes fatores
econdmico e sanitario nas granjas suinas, quer pela mortalidade, quer pelas perdas
agregadas ao atraso no desenvolvimento dos leitdes, a profilaxia e ao manejo.

Diversos agentes, isolados ou associados, podem estar envolvidos na
etiologia, acarretando um quadro clinico de diarréia aguda acompanhada de
desidratacdo progressiva, acidose e morte. Entre eles, os rotavirus ocupam lugar de
destaque pela rapida disseminacdo dentro do plantel, bem como pelo potencial
zoonotico, dada a probabilidade de rearranjo ou recombinacdo genética entre
amostras humanas e animais.

Assim, informac¢des de ordem epidemiolégicas sdo indispensaveis para o
planejamento adequado das criacdes, visando a prevencdo da infecgcdo e 0 manejo

sanitario sem impacto ambiental.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A biosseguridade em suinocultura tornou-se uma tecnologia absolutamente
primordial e essencial para a sobrevivéncia das explora¢des tecnificadas de suinos,
todavia o confinamento em alta densidade, a taxa de crescimento forcada e o
elevado grau de mecanizacdo aumentam a necessidade de atencdo mais detalhada
a sanidade dos plantéis. Além disso, a intensificacdo do comércio, com maior
movimentagcdo de animais de uma regido para outra, propicia uma situagao favoravel
para a disseminacdo de varios patdgenos e a ocorréncia de surtos
(SOBESTIANSKY, 2002; BEM SALEM et al., 2010).

Dentre os principais problemas de ordem sanitaria e econémica, quer em
paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, destacam-se as diarréias, pois
podem comprometer a viabilidade da criacdo devido a alta morbidade, mortalidade,
reducdo no ganho de peso e custos de tratamento dos animais enfermos. Além
disso, a que se considerar o impacto ambiental, pois agentes de diarréias podem ser
eliminados através das fezes e contaminar cursos de agua. A etiologia das diarréias
€ bastante complexa, uma vez que bactérias, parasitas e virus, isolados ou
associados, podem estar evolvidos em quadro clinico de diarréia aquosa,
acompanhada de desidratacdo progressiva, acidose e morte. Os agentes etiol6gicos
mais freqientes s&o Escherichia coli, Isospora suis, Clostridium perfringes,
Cryptosporidium sp, Rotavirus e Coronavirus (DRIESEN et al., 1993; DEWEY et al.,
1995; CALDERARO et al., 2001; WIELER et al.,, 2001; DEWEY et al.,, 2003;
WINTER; BRAUN; LIMA, 2005; ;BARCELLOS et al., 2008; VERHEYEN et al., 2009).

2.1 ROTAVIRUS

2.1.1 Historico

O primeiro relato de diarréia aguda humana tendo como provavel causa os

rotavirus foi realizado em 1943 por Light e Hodes, que isolaram um agente a partir
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de um filtrado de fezes proveniente de criangas com diarreia aguda em Baltimore,
USA e este agente ficou conhecido como Baltimore virus (LIGHT; HODES, 1943).
Mebus et al. (1969), a partir de material fecal diarréico, de bezerros
inoculados com filtrado de fezes livre de bactérias e proveniente de um bezerro com
qguadro clinico de diarreia, detectaram ao microscépio eletronico particulas virais de
morfologia esférica. Inicialmente foram denominadas NCDV (Nebraska calf diarrhea
virus) e, posteriormente, NCDR (Nebraska calf diarrhea reovirus-like), devido a
semelhanca morfolégica com os reovirus. A deteccdo desses virus em diversas
propriedades de criacdo em diversos Estados (Nebraska, Dakota do Sul, Illinois e

California) ja fazia prever que deveriam ser ubiquitarios.

Em 1973, Bishop et al. por meio de microscopia eletrbnica, analizaram
material de biopsias de mucosas duodenais de criancas com quadro clinico de
diarréia aguda ndo bacteriana e encontraram particulas virais sugestivas de virus
pertencentes ao grupo dos orbivirus.

Flewett et al. (1973) encontraram, também por microscopia eletronica, nas
fezes de criancas com diarréia aguda, a presenca de particulas virais com dupla
camada de capsideo, semelhante aos reovirus. No ano seguinte, 1974, Flewett et al.
verificaram reacdes sorologicas cruzadas entre os virus da gastroenterite infantil e
os NCDR; dado o aspecto sugestivo das particulas virais a microscopia eletrénica
propuseram a denominacdo Rotavirus (latim: rota = roda), que foi definitivamente
aceita em 1976 pelo subcomité internacional de taxonomia dos virus, por ocasiao do
4° Congresso Internacional de Virologia realizado em Madrid, Espanha
(MATTHEUWS, 1979).

No Brasil, os rotavirus foram detectados pela primeira vez em 1976 em
Bélem, PA, a partir de material fecal proveniente de criancas com gastroenterite
(LINHARES et al., 1977). A partir dai, a importancia e a relevancia da presenca dos
rotavirus na etiologia das diarréias animais e na gastroenterite infantil tem sido

assinalada.
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2.1.2 Morfologia e estrutura

Os rotavirus pertencem a familia Reoviridae, género Rotavirus. A particula
viral completa mede, aproximadamente, 75 nm, ndo apresenta envelope e 0
nucleocapsideo com simetria icosaédrica apresenta trés camadas concéntricas:
capsideo externo, capsideo interno e core, de aproximadamente 37 nm, que engloba
o genoma. O genoma viral é constituido por um dsRNA (RNA de fita dupla) de
polaridade positiva e segmentado; o peso molecular é de 2,0x10° a 2,0x10° daltons
e contem 18552 pb e 11 segmentos, que variam entre 667 pb (segmento 11) e 3302
pb (segmento 1). Todos 0s segmentos S&0 monocistronicos, com excecao do
segmento 11 e contem informagdes importantes para a transcricdo e montagem das
particulas virais; sao codificadas seis proteinas estruturais e seis proteinas néao-
estruturais (figura 1). Dentre as proteinas estruturais, duas estdo localizadas no
capsideo externo (VP4 e VP7), uma no capsideo interno (VP6) e quatro na regiao do
core (VP1, VP2, VP3 e VP4). As seis ndo-estruturais (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4,
NSP5 e NSP6), estdo envolvidas em diversas fungdes, ainda pouco conhecidas,
com excecdo da NSP4, que parece ter uma funcdo semelhante a enterotoxina.
Outras proteinas podem ser resultados da clivagem de uma proteina precursora e
nesse caso a denominacdo é feita adicionando-se um asteristico, apés o numero,
como é o caso das proteinas VP5* e VP8*, que resultam da clivagem da proteina
VP4. No quadro 1 é apresentado um resumo das proteinas virais e suas funcoes.
(ANTONY et al., 1991; PRASAD; CHIU, 1994; VAN REGENMORTEL; FAUQUET;
BISHOP, 2000; ESTES; KAPIKIAN, 2007; ICTV, 2011).
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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 genémico
(centro). Particula de rotavirus representada esquematicamente (direita acima);
particula de rotavirus e sua estrutura determinada por eletromicroscopia
associada ao processamento de imagem por computador.
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Fonte: ESTES, M.K. Rotaviruses and their replication. In: KNIPE, D.M.; HOWLEY,P.M. (Ed.) Fields
Virology. 4th ed. Philadelphia: Lippincott & Wilkins, 2001 (adaptado).



Quadro 1- Proteinas virais encontradas nos rotavirus: segmentos genémicos que as codificam, peso molecular, localizacdo na particula viral e

principais caracteristicas e funcoes.

Segmento Proteina Peso molecular Localizacdo na Caracteristicas e funcbes
Gendmico (n° de aa) particula viral

1 VP1 125,005 (1088) Core RNA polimerase; ligacdo do dsRNA; complexo com VP3.

2 VP2 94,000 (880) Core Ligagdo do RNA ao interior do core; necesséario a
atividade de replicase da VP1.

3 VP3 88,000 (835) Core Guanilil e metil transferases; ligacdo do dsRNA; complexo
com a VP1.

4 VP4 86,782 (776) Capsideo externo | Espicula de superficie do capside externo; hemaglutinina.

. . N "
(VP5* + VP8*) Sua (?Ilyagem por tripsina em VP5* e VP8* aumenta a
infectividade.
VP5* 60,000 (529) . . . ,
Antigeno de neutralizac¢ao (soritipos / genotipos P).
VP8* 28,000 (247) . ~ . A
Proteina de adsorcéo envolvida na viruléncia.

5 NSP1 58,654 (495) N&o estrutural | Componente do pré-core. Maior diversidade intra-espécie.
Regido rica em cisteina (zinc finger) préxima ao residuo
aminoterminal.

6 VP6 44,816 (397) Cépsideo interno | Proteina hidrofébica; compfe o cépside interno em
unidades triméricas. Possui determinantes antigénicos de
grupo e subgrupo. Possivel envolvimento na imunidade.

7 NSP3 34,600 (315) N&o estrutural | Associada ao citoesqueleto, liga-se especificamente a

extremidade 3 dos RNAm dos rotavirus.

9€



(Concluséo)

Segmento Proteina Peso molecular Localizagao na Caracteristicas e fungbes
Genbmico (n° de aa) particula viral
8 NSP2 36,700 (317) N&o estrutural Possivel papel na replicacdo do RNA. Forma multimeros
associados a VP1, envolvidos na formagéao do viroplasma.
Possui ligacdo ndo especifica ao dsRNA.
9 VP7 (1) 37,368 (326) Capsideo externo | Gene bicistronico; alta glicosilacéo.
33,919 (297)
VP7 (2) forma 276 Glicoproteina integral de membrana do RER; possivel
clivada madura proteina de adsorc¢éo; antigeno de neutralizacao (tipos G);
sitio putativo de ligacdo de Ca™.

10 NSP4 20,290 (175) N&o estrutural | Glicoproteina trans-membrana do RER; papel na
morfogénese; Considerada enterotoxina indispensavel
durante a infeccao.

11 NSP5 21,725 (198) N&o estrutural | Proteina quinase, fosforilada; ligacdo com RNA. Interage
com NSP2 e NSP6.

NSP6 12,000 (92) N&o estrutural |Presente nos viroplasmas e na maioria das amostras.
Interage com a NSP5.

Fonte: ESTES, M. K.; KAPIKIAN, A. Z. Rotaviruses. In: FIELDS, B. N.; KNIPE, P. M.; HOWLEY, P.M. Field’'s Virology . 5 ed. Filadélfia: Lippincott Williams &

Wilkins, 2007.(Adaptado)

LE
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2.1.3 Sorogrupos, sorotipos e genotipos

Do ponto de vista antigénico e molecular, os rotavirus séo classificados
em sorogrupos, sorotipos e gendtipos. Os determinantes antigénicos de sorogrupos
estado relacionados a proteina VP6, localizada no capsideo interno, formada por 260
trimeros e codificada pelo sexto segmento genémico. Tem peso molecular de 45
kda, contém 397 aminoacidos e representa cerca de 51% do virion. Até o presente
momento sado conhecidos sete sorogrupos, identificados pelas letras maiusculas A,
B, C, D, E, F e G, precedidos das iniciais, também maiuscula, RV, assim temos: RV-
A, RV-B, RV-C, RV-D, RV-E, RV-F e RV-G (CONSTANTINE, 2007; ESTES;
KAPIKIAN, 2007; MARTELLA et al., 2010; ICTV, 2011).

Os RV-A podem, ainda, apresentar subgrupos. Outrora os subgrupos |
e Il eram baseados no perfil de migracéo eletrofética dos segmentos genémicos 10 e
11; amostras com padrdo eletroforético “curto” estavam associadas ao subgrupo |
(maioria das amostras humanas) e amostras com padrao eletroforético “longo”
associadas ao subgrupo Il (maioria das amostras animais) (ESTES; GRAHAM e
DIMITROV, 1984). Na atualidade, a distribuicdo em sorogrupos esta relacionada,
também, a proteina VP6 e pela reatividade com anticorpos monoclonais séo
conhecidos quatro subgrupos: SGI, SGII, SGI e Il e SG néol-ndoll (ITURRIZA-
GOMARA et al, 2001; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A classificacdo dos RV-A em sorotipos leva em conta os determinantes
antigénicos localizados no capsideo externo, ou seja, as proteinas VP4 e VP7
(ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A proteina VP4, também, denominada proteina “P” (protease sensivel e nao
glicolisada) é codificada pelo quarto segmento genémico e se projeta do capsideo
externo em forma de dimeros; tem peso molecular de 87 kda, contem 776
aminoacidos e representa cerca de 1,5% do virion. Estd associada a vérias funcdes
importantes: infectividade viral, inducdo de anticorpos neutralizantes, atividade
hemaglutinante, peptideo de fusdo e viruléncia. A sua clivagem proteolitica da
origem as proteinas VP5* e VP8*. A subunidade VP5* tem peso molecular de 60 kda
e 529 aminoacidos; nela estdo presentes o0s epitopos relacionados as funcbes de

adsorcao do virus a célula e de neutralizacéo heterotipica. A subunidade VP8* tem
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peso molecular de 28 kda e 247 aminoacidos; nela estdo presentes 0s epitopos
associados as atividades de neutralizagdo homotipica; as regides de
hipervariabilidade localizadas entre os aminoacidos residuais 71 e 24 e entre os de
84 e 180 estdo correlacionadas aos sorotipos P dos RV-A (ESTES: COHEN; 1989;
ESTES; KAPIKIAN, 2007).

A proteina VP7, também denominada de proteina G (glicoproteina) é

codificada pelos segmentos gendmicos sete, oito ou nove, dependendo da amostra
de RV-A. E a principal componente do capsideo externo e representa cerca de 30%
do virion; tem peso molecular de 45 kda e 397 aminoacidos; possui importante papel
na codificacdo dos epitopos ligados a inducdo de anticorpos neutralizantes;
apresenta seis regides altamente conservadas e nove regides variaveis. E a
responsavel pela determinagdo dos sorotipos G de RV-A (HOSHINO et al.,
1985'ESTES; COHEN, 1989; ESTES; KAPIKIAN, 2007).
A classificacdo de sorotipos dos RV-A é realizada por um sistema binario que leva a
conta as caracteristicas antigénicas de VP7 e VP4, que sao proteinas codificadas
por diferentes segmentos gendmicos. Os antigenos relacionados a VP7 sao
denominados G (glicoproteina) e os ligados a VP4 de P (protease); com base na
reatividade soroldgica foram identificados 14 sorotipos G classificados de G1 a G14
e 14 sorotipos P, classificados de P1 a P14 (GOUVEIA; SANTOS; TIMENETSKY,
1994ab, KAPIKIAN; CHANOCK, 1996). Alternativamente, pode-se empregar a
caracterizacdo molecular pela analise comparativa da sequéncia de aminoacidos
codificados pelos segmentos genémicos da VP7 e VP4, para que uma amostra
possa pertencer a0 mesmo genétipo, deve apresentar pelo menos 89% de
homologia (HOSHINO; KAPIKIAN, 1994; ESTES; KAPIKIAN, 2007). Com base na
caracterizacdo molecular até o presente momento ja foram descritos 26 genotipos G
e 33 genodtipos P; para G, a relacdo entre sorotipo e genoétipo ja pode ser
estabelecida, entretanto para P o resultado comparativo das duas metodologias é
bastante imprecisa, por isso a nomenclatura dos gendtipos P deve ser designada
entre colchetes (por ex: P[1], P[2], P[3]....) (ESTES; KAPIKIAN, 2007; ICTV, 2011;
MIYAZAKI et al., 2011).

Uma nova recomendacdo vem sendo proposta para a classificacdo dos RV-A
pelo Comité Internacional de Taxonomia dos Virus com base na analise comparativa

da porcentagem de identidade da sequencia completa de nucleotideos da fase
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aberta de leitura (ORF — open reading frame) de todos os segmentos gendémicos
(ICTV, 2011). Assim, € bem provavel que a nova nomenclatura deverd incluir além
de G(VP7) e P(VP4), a nomenclatura dos genes codificadores das proteinas VP6,
VP1, VP2, VP3, NSP1, NSP2, NSP3, NSP6 e NSP6 (MATTHIINSSENS et al., 2008)

2.1.4. Eletroferétipos

Pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) o perfil de
migracdo dos segmentos do dsRNA é conhecido como eletroferétipo e € bastante
utilizado para caracterizar as amostras de RV (RODGER et al., 1981; ESTES;
COHEN, 1989).

Os RV-A tem como eletroferdtipo caracteristico a distribuicdo dos onze
segmentos em quatro classes ou agregados de migragdo [4-2-3-2], sendo elas:
Classe |, segmentos 1, 2, 3 e 4; Classe I, segmentos 5 e 6; Classe I, segmentos 7,8
e 9, que migram em forma de triplet, dada a proximidade de suas massas
moleculares; Classe IV, segmentos 10 e 11 e de conformidade com a velocidade de
migracéo podem ser denominados de “curtos”, “super-curtos” e “longos”, sendo que
a maioria das amostras animais enquadram-se no perfil “longo” (LOURENCO;
NICOLAS e COHEN, 1981; MATSUNO et al., 1985; TANIGUHI; URUSAWA, 1995).

Os RV que ndo apresentam este eletroferdtipo [4-2-3-2] foram
considerados atipicos ou nao-grupo-A (PEDLEY et al., 1983; TODD; NcNULTY,
1986; McCRAE, 1987). Na atualidade, os diferentes perfis podem ser usados na
identificacdo dos sorogrupos (Quadro 2), ou seja, RV-A — RV-G (ESTES; KAPIKIAN
2007; ICTV, 2011).
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Quadro 2 - Demonstragdo esquematica do padrao de migragédo eletroforética dos segmentos
de amostras dos RV-A a RV-G

A B c d okt PG

Human Human Human | Human Porcioe Bovine  Ovine Rat | Human Porcine  Bovine | Chicken | Porcine | Chicken | Chicken
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Fonte: Kapikian et al. (2001)

Dentre os RV-A ocorre, ainda, diferenca de migracao eletroforética entre os
segmentos que compdem cada uma das quatro classes de migracdo. Esta
diversidade de eletroferétipos é bastante acentuada e provavelmente ocorra por trés
mecanismos relacionados a evolugéo entre as estirpes de RV-A: pontos de mutacao
(drift), rearranjo genémico (shift) e reestruturacdo gendémica (reassortment), ou seja,
rearranjo entre amostras distintas gerando uma nova amostra; dada as
caracteristicas do dsRNA e segmentado, este seria 0 principal mecanismo para a
geracdo da diversidade genética dos RV-A (ESTES; GRAHAM; DIMITROV, 1984;
ESTES; KAPIKIAN, 2007; MIYAZAKI et al., 2011).

Estudos epidemiologicos das infec¢cdes por rotavirus em todo o mundo
demonstram transmissdes zoonoticas e reassortments entre rotaviroses humanas e
animais e a contribuicdo para a diversidade entre rotaviroses que infectam humanos.
A mistura dos modelos humanos e animais contribuiram para uma potencial difusédo
de interespécies dos rotavirus (HOSHINO; KAPIKIAN, 2000; KANG et al., 2005;
STEYER et al., 2008; BANYAI et al., 2009; HE et al., 2009; LASO et al., 2009;
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COLLINS et al,, 2010a; LAMHOUJEB et al.,, 2010; MARTELLA et al., 2010;
MATTHIINSSENS et al, 2010ab).

2.1.5 Patogenia

A porta de entrada principal é a via digestiva. Apos a ingestéo, as particulas
virais sdo transportadas até o intestino delgado, no qual apresentam tropismo por
enterocitos maduros das por¢cdes média e alta das vilosidades. A VP4 é a principal
proteina envolvida na ligacdo com os receptores celulares; apos a clivagem pela
tripsina d4 origem as proteinas VP5* e VP8*, sendo que a entrada nas células, por
endocitose, € mediada pela VP5* através das integrinas ap; e asB1. Apds esta
etapa ocorre o desnudamento, isto €, a perda dos capsideos externo e interno e a
liberacdo do RNA do core para o citoplasma celular. No decorrer do mecanismo de
replicacdo viral ha atrofia das vilosidades, hipertrofia das criptas e dilatacdo
mitocondrial; as microvilosidades vao sendo destruidas e como consequéncia ocorre
perda na atividade das dissacaridases, promovendo aumento na osmolaridade.
Além do comprometimento na digestdo de acUcares, que cria um meio hipertdnico, a
situacdo agrava-se pelo aumento na concentracdo de ions de calcio (Ca™)
intracelular, por acdo da proteina ndo estrutural NSP4, que age como uma
enterotoxina bacteriana, alterando a permeabilidade da membrana plasmatica,
aumentando a secrec¢do de sodio, cloro e bicarbonato, fazendo com que haja maior
perda de dgua no meio extracelular-lumem, caracterizando uma diarréia osmética. A
lise das células degeneradas libera as particulas virais e o epitélio perdido é
substituido por enterécitos cubdides e imaturos das criptas, podendo em casos
graves, ser observado um epitélio plano (BISHOP et al., 1973; BALL et al., 1996;
KAPIKIAN; CHANOCK, 1996; MOON, 1997; ESTES; MORRIS, 1999).

O periodo de incubacédo € de aproximadamente 24-48 horas e as infeccbes
podem ser assintomaticas ou sintomaticas com variadas intensidades. A
sintomatologia pode durar de trés a oito dias, na dependéncia da dose infectante,
estado imune do hospedeiro e da associagcdo com outros agentes, que podem

agravar o processo de diarreia e a desidratacdo, bem como influenciar os indices de
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mortalidade. H4 que se destacar que infeccbes assintomaticas podem estar
contribuindo para o possivel aparecimento de portadores e que no periodo agudo
das infec¢gBes sintométicas a eliminacdo fecal € bastante acentuada (LUNDGREN;
SVENSSON, 2001; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

2.1.6 Diagndstico

Dada a similaridade de sintomatologia, o diagnéstico das rotaviroses suinas é
feito por metodologias de diagndstico laboratorial. As limitagbes que envolvem a
metodologia convencional de cultivo e isolamento, aliada a grande quantidade de
particulas virais eliminadas na fase aguda, permitiram o desenvolvimento de varias
metodologias para a detec¢do dos rotavirus a partir de proprio material fecal. E
importante, no entanto, que o material fecal seja colhido o mais breve possivel ap6s
0 aparecimento dos primeiros sintomas e ser enviado ao laboratério em condi¢cdes
de refrigeracdo (RAMOS et al., 2000; COLLINS et al., 2010b).

A microscopia eletronica foi a primeira metodologia empregada (FLEWETT;
BRYDEN; DAVIS, 1973), posteriormente a imunomicroscopia eletrénica melhorou a
sensibilidade e especificidade (BRIDGER; WOODE, 1975). Apesar de importantes, o
uso em rotina de diagndstico laboratorial € inviavel, devido ao alto custo do aparelho
e o0 tempo envolvido no processamento das amostras.

Outros métodos de diagndstico laboratorial foram desenvolvidos:
contraimunoeletroforese, imunofluorescéncia, ensaio imunoenzimatico (ELISA), co-
aglutinacdo com estafilococos, eletroforese em gel de poliacrialamida (PAGE)
(HERRING et al., 1982; REYNOLDS et al., 1984; PEREIRA et al.,1985; DURIGON et
al., 1991; BRANDAO et al., 2002; JEREZ et al., 2002). Os métodos variam
consideravelmente em sensibilidade, especificidade, facilidade de execugéo, tempo
necessario para a conclusao dos resultados e custo final (MARKOWSKA et al.,1996;
WINIARCZYK; GRADZKI, 2002).

A escolha do método deve levar em consideracdo, acima de tudo os objetivos
pretendidos. Em algumas situacdes somente a deteccdo do agente pode ser o

objetivo desejado, nas outras situacdes, além da deteccdo do virus pode-se desejar
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a identificacdo do sorogrupo, sorotipo ou gendtipo (MARKOWSKA et al.,, 1996;
SONG et al., 2006).

Os ensaios imunoenziméticos tem sido o método mais empregado no
diagnostico laboratorial das rotaviroses. Apresenta alta sensibilidade e
especificidade e é considerado de facil execucdo e automacao e permite analisar
varias amostras simultaneamente (PEREIRA et al., 1985; GREGORI et al., 2000).

Ha varios ensaios imunoenziméticos disponiveis comercialmente para o
diagnéstico laboratorial dos RV-A, que utilizam anticorpos policlonais ou
monoclonais direcionados & proteina VP6 (DENNEHY; GAUNTLETT; TENTRE,
1988; WINIARCZYK; GRADZKI, 2002).

O genoma segmentado, caracteristico dos rotavirus, permitiu a utilizacdo da
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) na sua deteccdo. Desenvolvida
inicialmente por Kalica et al. (1978), para diferenciar amostras humanas e animais,
foi bastante simplificada por Herring et al. (1982) para facilitar o diagnostico
laboratorial das rotaviroses. Apesar da menor sensibilidade com relagéo aos ensaios
imunoenziméticos, tem como principal vantagem a detec¢cdo de todos os
sorogrupos. Além disso, a analise do perfil eletroforético do dsRNA dos RV-A
(YOLKEN; WILDE, 1994). Podendo fornecer importantes informacgdes de significado
epidemiologico, tais como demostrar a diferenca ou semelhanca de amostras
envolvidas em diferentes surtos, a distribuicdo geogréafica e sazonal de amostras e o
acompanhamento do modo de transmissdo. Quando se realiza o diagnostico
laboratorial dos RV-A, quer seja por meio de ensaio imunoenzimatico ou PAGE, nao
se tem informacdo acerca do sorotipo envolvido. Assim ensaios imunoenzimaticos
com anticorpos monoclonais foram desenvolvidos visando a sorotipagem (BEARDS
et al., 1984; DIMITROV, 1984; COULSON, 1993; RAMIG, 1997; ESTES; KAPIKIAN,
2007;LINARES et al., 2009).

Na atualidade as metodologias biomoleculares como a transcricdo reversa-
reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR) tem sido amplamente empregada para
a deteccdo e caracterizacdo de genotipos [G] e [P]. Apesar da elevada sensibilidade
analitica da RT-PCR para a deteccdo de rotavirus em material fecal, quando
comparada ao PAGE e ensaios imunoenzimaticos, pode ocorrer resultados falso-
negativos em fungédo de substancias inibitorias presentes em material fecal, dai a

necessidade de controle interno para a confiabilidade do teste e validacdo dos
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resultados negativos (BUESA et al.,, 1996; WINIARCZYK; GRADZKI, 2002;
MIYAZAKI et al., 2011).

Para a determinacdo dos gendtipos [G] e [P] s&o usados iniciadores
especificos e em leitdes combinagBes usuais, ndo usuais e amostras nao tipificaveis
tem sido observada (GOUVEIA et al., 1990; GREGORI et al., 2009).

2.1.7 Cadeia Epidemioldgica

A principal fonte de infeccdo sdo os leitbes com diarreia sintomética que
eliminam as particulas virais em altas concentragbes. As matrizes e 0s animais
adultos podem ser considerados portadores. Outras espécies tais como a bovina,
podem ser apontadas como reservatorios. A principal via de eliminacdo é a fecal,
contaminando agua, alimentos e fébmites. Como a principal via de transmisséo é a
forma indireta, a contaminagdo ambiental deve ser o principal alvo na profilaxia, uma
vez que as particulas virais sdo relativamente resistentes a acao de raios-UV e do
calor, podem permanecer viaveis no meio ambiente até, aproximadamente, seis
meses. Sao estaveis em ampla faixa de pH ( 3 < pH = 9), resistentes aos solventes
de lipideos e sensiveis a maioria dos desinfetantes comerciais a base de hipoclorito
de sodio, formol e iodoforos. A principal porta de entrada e a cavidade digestiva oral,
através da ingestdo de agua e alimentos contaminados, embora a transmissao por
aerossois ja tenha sido assinalada (MOE; SHIRLEY, 1982; DEWEY et al., 1985,
2003; STEYER et al., 2008; RUSTEMPASIC et al., 2011).

Medidas profilaticas de ordem especificas na protecédo do suscetivel por meio
de vacinacdo tém sido tentadas. A imunizagcédo deve ser passiva, via colostral, uma
vez na faixa etaria de maior susceptibilidade os leitbes ainda ndo imunocompetentes
para secretarem anticorpos (SAIF; FERNANDEZ, 1996.)

O envolvimento direto dos rotavirus nos episoédios de diarreia € demostrado
pela frequéncia de deteccdo em iniUmeros relatos em varias regiées do mundo. Com
relagdo a rotavirose suina no Brasil, foi inicialmente relatada no Leste do Estado de

Sao Paulo, regido na qual se da a maioria das informacdes a respeito da rotavirose,
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onde foi encontrada em 84% das 19 propriedades rurais estudadas (SAN JUAN et
al., 1986). Ainda no Estado de Sao Paulo, Gatti et al. (1989); Bittencourt e Racz
(1992); Calderaro et al. (2001) verificaram, respectivamente, frequéncia de
positividade 84% e 31% e 10,9%. Gregori et al .(2009) em 16 criacdes comerciais
distribuidas em 10 municipios verificaram 39,86% de positividade e diversidade de

genaotipos, com predominancia do genotipo G[5] P[6].

Na regido Sul do Brasil, Racz et al. (2000) e detectaram 35,33% de
positividade e a caracterizacdo sorolégica e molecular revelou gendtipos mais
frequentes do sorogrupo A, ao lado do gendtipo atipico G[9].

Levantamentos epidemioldgicos envolvendo varias regibes sdo escassos,
Alfieri et al. (1991) relatou 26,4% de positividade em Estados de Minas Gerais, Sao
Paulo, Parana e Santa Catarina. Linares et al. (2009) nos Estados do Rio Grande do
Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul e Mato Grosso encontraram
positividade para o sorogrupo A em 28,3% das propriedades, evidenciando a ampla
distribuicdo das infec¢des por rotavirus nas propriedades de criagdo de suinos em
NOSSOo pais.

Dada a diversidade de gendétipos encontrados e a possibilidade de
ocorréncias de mutacao, rearranjo genético e reestruturacdo genémica, que podem
gerar novas amostras, as medidas profilaticas de ordem inespecificas assumem
papel de destaque na prevencdo das rotaviroses suinas em criagdes industriais com
confinamento em alta densidade, taxa de crescimento forcada e elevado grau de

mecanizacao.
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3 OBJETIVOS

GERAL
Detectar, pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida, a presenca de

rotavirus a partir de material fecal de leitbes com quadro clinico de diarreia,

provenientes de alguns Estados de diferentes regides geograficas;

ESPECIFICOS

Analisar o perfil eletroforético de migracado das amostras positivas;

Avaliar a presenca de diferentes eletroferotipos nas amostras pertencentes ao RV-A.
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MATERIAL E METODOS



4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRAS

Entre os anos de 2009 a 2011 foram analisadas 277amostras de fezes de
leitdes, na faixa etaria de uma a quatro semanas, com quadro clinico de diarréia,
provenientes de diversas propriedades de criacao localizadas em oito Estados (Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas
Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo) pertencentes as trés regides geograficas (Sul,

Centro-Oeste e Sudeste), onde se concentram a maior parte das granjas suinas no

Brasil (Quadro 3).

Quadro3 - Amostras de fezes de leitdes diarreicas segundo o ano de colheita e o estado de origem

ESTADOS 2009 2010 2011 TOTAL

RS 3 - 2 5
SC 9 - - 9
PR - 6 2 8
MS 8 23 8 39
MT - 11 10 21
SP 33 38 3 74
RJ - 7 - 7
MG - 65 49 114

TOTAL 53 150 74 277

As amostras foram colhidas diretamente do reto, em sacos plasticos, ou em
frascos de vidros (tipo “boca larga”) e enviadas em condicdo de refrigeracao para o
Laboratorio de Sanidade Suina e Virologia do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal da Universidade de Séo Paulo (VPS-FMVZ-USP).
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4.2 AMOSTRA PADRAO

Foi utilizada como controle positivo a amostra padrdo NCDV (Nebraska Calf
Diarrhea Virus) de rotavirus bovino, sorogrupo A, sorotipo G6P1, adaptada ao cultivo
em monocamada de células da linhagem MAjy (rim fetal de macaco Rhesus),
mantidas através de sucessivos repiques no Laboratério de Sanidade Suina e
Virologia do VPS-FMVZ-USP.

4.2.1 Preparo da amostra padrao

= A amostra NCDV foi misturada na proporgéao 4:1(v/v) com V.A.S. (virus activation
solution), contendo tripsina cristalina na concentragdo 5mg/mL;

= A mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por 30 minutos;

= 1 mL da mistura foi transferida para garrafas (75cm?) contendo monocamada de
cultura celular MAjps com 48 horas de crescimento e previamente lavada com
P.B.S,;

= As garrafas foram incubadas em estufa 37°C por 60 minutos, com agitacdo manual
a cada 15 minutos, para facilitar a adsorgéo virus-célula;

» Decorrido este periodo, a cada garrafa foi adicionado 9 mL de meio de manutencéo
(MEM - meio minimo de Eagle, sem soro fetal bovino) contendo tripsina na
proporcdo de 5pL/mL e as garrafas foram incubadas em estufa 37°C, com
acompanhamento do efeito citopatico a cada 24 horas em microscopio Optico
invertido;

= Uma vez observado o efeito citopatico total, as garrafas foram congeladas em
freezer a menos 20°C, descongeladas e os contelidos centrifugados a 3.000g para
eliminacao de restos celulares;

= O sobrenadante foi centrifugado a 100.000g, em ultracentrifuga refrigerada,
durante 4 horas;
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= O sobrenadante foi eliminado e o sedimento foi dissolvido em tampéao dissociador
de acido nucléico e armazenado em geladeira, para 0 uso nhas corridas

eletroforéticas.

4.3 PREPARO DAS AMOSTRAS DE FEZES

As amostras fecais foram preparadas em solucéo, na proporgéao de 25% (v/v),
em tampao TRIS 0,1M pH 7,3 com agitacdo em vortex para a homogeneizacao e
centrifugadas a 10.000g durante 30 minutos em centrifuga refrigerada, em
temperatura de 4°C. Decorrido este periodo, o sobrenadante foi recolhido e estocado

em freezer a menos 20°C até o momento da extracdo do RNA viral.

4.3.1 Extracéo do RNA viral (anexo A)

12 Etapa:

= Pipetar 0,4 mL da suspenséo fecal preparada de conformidade com o item 4.3. e
adicionar 40 pL de SDS a 10%;

* Incubar durante 30 minutos em banho-maria a 37°C;

= Adicionar 0,2 mL de fenol destilado e 0,2 mL de cloroférmio;

= Incubar em temperatura ambiente durante 15 minutos, agitando a cada 5 minutos
em vortex;

= Centrifugar a 1.030 g por 10 minutos;

= Transferir o sobrenadante para tubos tipo “Eppendorf” contendo 40 uL de NaCl a
20%;

= Adicionar 1,0 mL de etanol;

= Homogeneizar e incubar a menos 20°C por 18 horas.
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22 Etapa:

= Centrifugar a 30.000 g durante 30 minutos;

= Desprezar o sobrenadante;

= Deixar o tubo invertido sobre um papel de filtro, visando o esgotamento de todo o
sobrenadante;

= Ressuspender o sedimento em 15 pL de dissociador da amostra fecal;

* Incubar 30 minutos em banho-maria a 37°C;

= Adicionar a amostra em uma das cavidades da placa de gel de poliacrilamida.

4.4 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (PAGE)

A técnica de PAGE, seguida da coloracdo com nitrato de prata foi realizada
segundo os procedimentos descritos por Herring et al. (1982), com algumas
modificacdes. Foram utilizadas placas de vidro de 17 x 15 cm, espacadores de
1,5mm e pente com 24 cavidades de 5 mm cada. Foi utilizado um gel de corrida a

7,5% e um gel de empilhamento a 3,5%.

4.4.1 Preparo de gel de poliacrilamida (anexo A)

= Limpar as placas de vidro, os espacadores e 0 pente. Secar e passar alcool;

= Em posicao horizontal, montar a placa, colocando os espacadores sobre uma das
placas; sobrepor a outra placa;

= Prender bem com os fixadores;

= Fazer com caneta permanente duas marcas 0,5 cm abaixo da extremidade inferior
do pente;

= Colocar as placas montadas na posicéo vertical para receberem as solugdes que
dardo origem ao gel de corrida e de empilhamento;
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= Em um becker adicionar os componentes que dardo origem a formacao do gel de
corrida 7,5% (“lower gel”) na seguinte ordem: 14 mL de agua destilada, 4 mL da
solugdo méae de acrilamida/bis-acrilamida, 6,35 mL de tamp&o TRIS 1,5M, pH 8,8,
0,88 mL de persulfato de amoénio e 50 uL de TEMED; homogeneizar bem;
(Observacao: o persulfato de amoénio deve ser preparado no momento do uso)

= Adicionar imediatamente a mistura a placa, até a marca de 0,5cm abaixo da
extremidade inferior do pente;

= Aguardar de 15 a 30 minutos, aproximadamente, para a polimerizacdo do gel de
corrida;

*Preparar o gel de empilhamento a 3,5% (“top gel”), misturando em um becker os
componentes na seguinte ordem: 3,25 mL de &gua destilada; 0,35 mL da solucéo
mae de acrilamida/bis-acrilamida; 1,25 mL de tampao TRIS 0,5M pH 6,8, 0,15 mL de
persulfato de amonio e 20 pL de TEMED; homogeneizar bem;

= Adicionar imediatamente acima do gel de corrida ja polimerizado, colocar o pente e
aguardar a polimerizacao;

=Deixar a placa preparada de um dia para o outro.

4.4.2 Corrida eletroforética (anexo A)

» Fazer as marcacoes na placa vidro dos dentes do pente (cavidades);

= Soltar os fixadores da placa e retirar o pente com muito cuidado e bem devagar;

= Ajustar as placas na cuba e proceder a vedacao com auxilio de agar 1%;

= Adicionar tampéao de corrida (tampao TRIS-glicina: TRIS 0,1M - glicina 0,83M) nos
reservatorios da cuba vertical de eletroforese (aproximadamente 1.000mL); verificar
se a vedacao esta correta, isto €, se ndo ha vazamentos;

= Verificar a presenca de bolhas na parte inferior da placa; se necessario retira-las
com auxilio de seringa e uma agulha adaptada para esta funcéo;

= Adicionar em cada cavidade 15uL de amostra;

= Reservar a primeira cavidade para o controle positivo (amostra NCDV, item 4.2.1.)
e a ultima para o negativo (dissociador de acido nucléico);



55

= Conectar, respectivamente, os polos positivo e negativo a uma fonte de energia,
ligar e ajustar a corrente elétrica para 35mA;

= Acompanhar a corrida através da migracdo do corante das amostras e verificar a
necessidade de reajuste da corrente elétrica;

= ApOs a saida do corante pelo gel de corrida, deixar a fonte ligada por uma hora;

= Desligar a fonte e proceder a coloracéo do gel de corrida.

4.4.3 Coloracdo com nitrato de prata (anexo A)

= Desprezar o tampé&o de corrida e retirar a placa da cuba;

= Retirar os espacadores laterais e separar uma placa de vidro da outra, com muito
cuidado para néo quebrar o gel;

= Eliminar o gel de empilhamento, com o auxilio de um dos espacadores e referendar
0 gel de corrida com um pequeno corte ha margem superior esquerda, onde deve
estar o controle negativo;

= Remover o gel de corrida da placa de vidro, com auxilio de agua destilada,
transferindo-o para uma forma de pirex® de vidro; lavar duas a trés vezes com agua
destilada;

= Eliminar a 4gua destilada e adicionar o fixador (etanol-acido acético), mantendo em
agitacao durante 45 minutos;

= Remover e adicionar a solugéo de nitrato de prata 0,011M, mantendo em agitacao
durante uma hora,

= Remover a solucdo anterior, lavar duas vezes com agua destilada e adicionar o
revelador (solucdo formol-hidréxido de sédio) bem devagar ao lado do gel e manter
sob agitacdo até a visualizagdo das bandas;

» Desprezar revelador e lavar duas vezes com agua destilada e adicionar solucéo de
acido acético 5%, para parar a reacao;

= Aguardar 20 minutos, remover a solucdo anterior e adicionar a solucdo de
conservacgao do gel;

= Fazer a leitura do gel com auxilio de um transiluminador horizontal.



56

4.5 INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

Foram consideradas positivas para 0 sorogrupo A as amostras que
apresentaram padrao eletroforético de migracdo compativel com o apresentado pela
amostra padrdo NCDV. Padrdo de migracdo eletroforética ndo compativel com o
sorogrupo A foram analisados para os demais sorogrupos.

Nas amostras positivas, foram analisadas as possiveis variacdes quanto a
diferenca de migracdo eletroforética dos segmentos gendémicos dentro de cada

agregado de migracao eletroforética caracteristica do sorogrupo A (eletrofer6tipos).
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RESULTADOS
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5 RESULTADOS

Das 277 amostras fecais diarreicas de leitdes analisadas por PAGE, 25 foram
positivas (25/277= 9%) tal como ilustra a figura 2.

Figura 2 - Resultado da positividade por PAGE para a deteccéo de rotavirus em 277 amostras fecais
diarreicas de leitdes na faixa etaria de um a quatro semanas, durante o periodo de 2009 —
2011- Sao Paulo- 2011

OPositivas

@ Negativas 4/,

A distribuicdo da ocorréncia de positividade no decorrer dos periodos
compreendidos de 2009, 2010 e 2011 foi respectivamente de 15%, 8,6% e 5,4%, tal

como ilustra a figura 3.

De conformidade com os estados de origem, foram verificadas as seguintes
frequéncias: Rio Grande do Sul (RS) 20% (1/5), Santa Catarina (SC) 11,1% (1/9),
Parana (PR) 12,5% (1/8), Mato Grosso do Sul (MS) 15,3% (6/39), Mato Grosso (MT)
14,2% (3/21), Sao Paulo (SP) 6,7% (5/74), Rio de Janeiro (RJ) 0% (0/7) e Minas
Gerais (MG) 7% (8/114). A distribuicdo segundo o ano de ocorréncia e o estado de
origem esta apresentada na tabela 1 e figura 4.
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Figura 3 - Distribuicdo da ocorréncia de positividade para rotavirus por PAGE, durante o periodo de
2009 — 2011, em amostras fecais diarréicas de leitdes na faixa etaria e uma a quatro
semanas - Séo Paulo - 2011

15% 8,6% 5,4%

2009 2010 2011

OPositivas @ Total

Ao se analisar a migracdo eletroforética dos segmentos genémicos, todas as 25
amostras positivas apresentaram perfil eletroforético compativel com o RV-A, uma
vez que a comparagdo com a amostra padrdo NCDV mostrou que 0s onze
segmentos gendmicos sempre se distribuiram nos quatro classes ou agregados de
migracao caracteristico [4-2-3-2]. Figura 5.

Dentro do perfil eletroforético de migracdo em quatro classes, foi possivel observar
pequenas diferencas na velocidade de migracdo de um ou mais segmentos dentro
da mesma classe, figura 6, revelando a diversidade de eletroferotipos dos RV-A
existentes.



Tabela 1 - Distribuicao da positividade para rotavirus por PAGE em amostras fecais diarréicas de leitdes na faixa etaria de uma a quatro semanas, segundo
o estado de origem e o ano da ocorréncia - Séo Paulo - 2011

2009 2010 2011
Estado N° de N° de N° de N° de N° de N° de Total de Total de
amostras amostras amostras amostras amostras amostras amostras amostras
pasitivas pasitivas pasitivas pasitivas
RS 3 1 - - 2 - 5 1 (20%)
sC 9 1 - - - - 9 1 (11,1%)
PR - - 6 1 2 - 8 1 (12,4%))
MS 8 3 23 3 8 - 39 6 (15,3%)
MT - - 11 2 10 1 21 3 (14,2%)
SP 33 3 38 2 3 - 74 5(6,7%)
RJ - - 7 - - - 7 -
MG - - 65 5 49 3 114 8 (7%)
Total 53 8 150 13 74 4 277 25

09
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Figura 4 — Positividade para o rotavirus por PAGE em amostras fecais diarréicas de leitbes na faixa
etaria de uma a quatro semanas, segundo o estado de origem e o ano de ocorréncia - Séo Paulo -
2011

ERS
mSC
= PR
mMS 2009 2010 2011
. MT ®RS 1
mSC 1
mSP ® PR 1
o MG = MS 3 3
= MT 2 1
msp 3 2
= MG 5 3

Figura 5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE): perfil de migragédo eletroforético da amostra
padrdo NCDV [4-2-3-2] e de amostras de leitdes positivas durante o periodo de 2009 a 2011 - Séo
Paulo - 2011

<002

<002z
<002z




62

Figura 6 — Diversidade de eletroferétipos de RV-A observada por pequenas diferencas de migracao
eletroforética de um ou mais segmentos gendmicos (1-11) dentro das quatro classes de migracao (I,
I, lll e IV) - Sdo Paulo — 2011

< OO 2
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6 DISCUSSAO

A suinocultura brasileira, através da organizacdo da cadeia produtiva e da
adocéao crescente de tecnologia pelos produtores, vem se consolidando como uma
atividade com alto potencial comercial. As atividades relacionadas a suinocultura
ocupam lugar de destaque na matriz produtiva do agronegécio brasileiro,
destacando-a como uma atividade de importancia no ambito econémico e social
(BARCELLOS et al., 2008)

O crescimento da inddstria suinicola nos ultimos anos tornou clara e evidente
a necessidade de uma maior e mais detalhada atencdo a saude dos plantéis. O
aumento no tamanho dos sistemas de producdo ocasionou um crescimento na
densidade da populacdo de animais em determinadas éareas geograficas,
aumentando o risco de transmissdo e manutencdo de agentes infecciosos. A
intensificacdo do comércio de animais de uma regido para outra, criou uma situacao
ideal para a multiplicacdo e disseminagdo de varios patdogenos (GONCALVES;
PALMEIRA, 2006; BARCELLOS et al., 2008).

As enterites sdo as causas mais comuns de mortalidade em leitdes. A
importancia econémica dessas enterites se deve ndo s6 pela morte de leitbes, mas
principalmente pelas consequéncias negativas sobre o desenvolvimento, com
surgimento de refugos e pelos excessivos gastos com medicamentos para seu
controle. Dentre 0s agentes envolvidos destacam-se o0s rotavirus que séao
importantes patdgenos e estdo freqientemente associados a surtos de diarréia
sendo um dos principais agentes virais responsaveis por sua ocorréncia (MORES et
al., 1991; MORES; SOBESTIANSK; VIEIRA, 1995; GREGORI et al., 2009; LINARES
et al., 2009).

As rotaviroses tém sido identificadas com alta freqiiéncia na suinocultura, ndo
s6 no Brasil, mas em todo mundo, ocorrendo preferencialmente nos periodos de
lactacdo e pdés-desmame (creche), cuja severidade varia em funcdo dos niveis de
contaminacdo ambiental, da imunidade das porcas e das condicoes de manejo e
meio ambiente em que os leitdes sdo mantidos (DEWEY et al., 1995; MORES et al.,
1999;)
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O presente trabalho avaliou um numero expressivo de amostras fecais
diarréicas de leitdes provenientes de Estados distintos da Federacao, localizados em
regibes de grande concentracdo de criacdo de suinos, tal distribuicdo pode ser
visualizada na tabela 1. A frequéncia obtida de 9% (figura 2) mostrou-se semelhante
aos relatos de positividade de 4%, 10,9% e 16,6% respectivamente descritos por
Calderaro et al. (2001), Gregori et al. (2009), Nhishida; Ruiz; Gregori (2009). Porém,
estes achados mostraram-se inferiores aos citados por De San Juan (1986) em
leitdes de granjas do leste do Estado de Sdo Paulo e Bittencourt; Racz (1992) que
obtiveram respectivamente, 22% e 32,1% de leitdes positivos para rotavirus.

A maior positividade ocorreu no Rio Grande do Sul com 20% (tabela 1),
regido notoriamente conhecida pela tradicdo em suinocultura. A porcentagem de
amostras positivas para o RV-A identificada nas amostras de fezes diarreicas de
leitdes avaliadas no presente estudo € prOxima ou superior a descrita em outros
levantamentos realizados no Brasil. Roehe et al. (1985), encontrou 10,1%, e
posteriormente analisando amostras do RS e SC, a positividade de leitdes chegou a
18,6% das amostras analisados (ROEHE, 1985, 1989). Estados como RS e SC,
possuem positividade de até 31,1%, resultados estes que superam 0s descritos
anteriormente. A hipotese mais provavel para este elevado numero é o fato de estas
regibes possuirem uma suinocultura expressiva, e sabe-se que fatores ambientais e
de manejo influenciam na sanidade de um plantel.

Estudos envolvendo varios estados séo escassos, 0s resultados das analises
se concentram na grande maioria no Estado de Sdo Paulo e na regido Sul do pais,
com frequéncias de diagndstico que variam entre 4% & 84,6% (GATTI et al., 1989;
NHISHIDA; RUIZ; GREGORI, 2009). Estados como PR e MG também apresentaram
positividade compativel com as ja descritas na literatura. No Brasil resultados
discrepantes foram identificados embora a utilizacdo de metodologias distintas para
a identificagcdo deste agente pode ter interferido na diferenca entre os resultados
encontrados, salientando que alguns estudos possuiam numeros relativamente
baixos de amostras em poucas localidades estudadas. A avaliagdo de um numero
significativo de amostras € um aspecto muito importante para obter uma estimativa
mais precisa da doenca.

Estados como o MS e MT (tabela 1), que possuem sua suinocultura

atualmente em expansdo, ndo possuem informacfes a respeito da infeccdo por
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rotavirus, sendo encontrados apenas dados agregados de varias regides. Alfieri et
al. (1991) com 26,4%, avaliou amostras pertencentes a varios estados brasileiros,
Linares et al. (2009), obteve 28,3% de positividade em um numero expressivo de
amostras fecais diarreicas de leitdes lactantes oriundas dos Estados do RS, SC, PR,
MS e MT. O presente estudo identificou 153% e 14,2% no MS e MT,
respectivamente. Esses dados sugerem que a instalacdo e ocorréncia dos RV-A
esta ocorrendo também nestes plantéis (tabela 1, figura 4).

Contudo os resultados encontrados em todos os estados, excluindo o RJ, em
qgque nenhuma das amostras apresentou padrdo de migracdo compativel com o
rotavirus do sorogrupo A, vao de encontro com os relatos da literatura, onde
demonstram que a ampla distribuicdo dos RV-A nos plantéis brasileiros esta
estabelecida.

O diagnostico de infeccéo por rotavirus € baseado na deteccdo da presenca
de particulas virais, seus antigenos ou seu dsRNA em material fecal,
preferencialmente, em estagios iniciais da infeccdo. A PAGE € um método
amplamente utilizado porque permite a deteccdo dos rotavirus de todos os
sorogrupos. Além disso, nos rotavirus € possivel verificar variagbes no
comportamento eletroforético de diferentes amostras, o que faz com que sua
utilizacdo possa ser empregada tanto para diagndstico laboratorial, como para
estudos epidemioldgicos (GATTI et al., 1989).

Embora a PAGE possua uma sensibilidade menor que outros métodos como
RT-PCR e procedimentos imunoenzimaticos e ndo forneca dados sobre
antigenicidade, deve-se ressaltar que a andlise do perfil de migracdo eletroforético
pela PAGE é uma caracteristica util para se distinguir diferencas entre estirpes e
fornecer informacdes sobre o significado epidemioldgico da variagdo gendmica dos
rotavirus. Essa habilidade de deteccdo de rotavirus de todos os sorogrupos, bem
como a variabilidade de eletroferétipos dos RV-A, permite uma vigilancia na
deteccdo de novos ou diferentes sorotipos (genétipos) (BITTENCOURT; RACZ,
1992; PONGSUWANNE et al., 1989; BUZINARO; FREITAS, 2002).

A diversidade em nossos achados eletroforéticos (figura 6), pode indicar uma
consideravel diversidade génica dos RV-A. A co-circulagdo de diferentes RV-A em
um mesmo plantel tem sido relatada em vérios estudos (BARREIROS et al., 2003;

COLLINS et al., 2010a). A esse respeito a literatura tem constatado que quanto ha
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diversidade génica dentro de um plantel, a introducdo de novas amostras de RV-A
ou a possibilidade de reassortment entre elas pode estar ocorrendo (MIYAZAKI et
al.,, 2011). Miyazaki et al. (2011) utilizando a PAGE relatou seis diferentes
eletroferdtipos, correspondentes a diferentes surtos ocorridos em uma mesma
propriedade, tal evidencia foi confirmada com o auxilio da ferramenta molecular,
resultante em um novo G 26. Estes dados sdo compativeis com outros estudos que
desde as primeiras investigagdes vem salientando as diferencas de migracao dos
segmentos gendmicos dos rotavirus suinos sorogrupo A detectados por PAGE,
como possiveis infeccbes simultaneas ou recombinacbes, indicando uma
consideravel diversidade génica (GATTI et al., 1989; BITTENCOURT; RACZ, 1992;
PONGSUWANNE et al.,, 1989; BUZINARO; FREITAS, 2002). A diversidade
eletroferotipica observada em algumas amostras nos indica que a atual situacdo dos
rotavirus em circulacéo esta sempre se modificando.

As amostras do presente trabalho englobaram a faixa etaria de 1 a 4 semanas
de idade, ndo foi possivel estratificar a positividade, sendo encontrados animais
positivos em todas as faixas etarias. Tal fato acontece no periodo de maior
susceptibilidade dos leitdes as infec¢cdes por rotavirus, pois coincide com eventos
fisiologicos do leitdo e da matriz. Os neonatos sao considerados imunodeficientes e
h& vérios fatores que contribuem para a imunodeficiéncia neonatal como a baixa
quantidade de linfécitos B no sangue, baixa expressdo de MHC Il (Major
Histocompatibility Complex) e alta concentracdo de cortisol no sangue do leitdo.
Contribuem com esta situacao, além dos fatores citados, o fato de a atividade imune
na mucosa intestinal do suino ndo estar completamente desenvolvida até quarta e
sétima semanas de idade, e associado a este periodo ocorre também a mudanca de
dieta dos leitdes, de liquida para sélida juntamente com o estresse do desmame
(WESTRON et al., 1985; GASKINS; KELLEY, 1995; LINARES et al., 2009).

Nas porcas as concentragcdes de imunoglobulinas presentes no colostro
variam drasticamente nas primeiras 24 horas apds o parto. O declinio no titulo de
anticorpos passivos, disturbios da lactacdo, baixo titulo de anticorpos no leite,
interferem na qualidade e quantidade de anticorpos adquiridos pelo leitdo. A
guantidade de anticorpos é restrita devido a variedade de antigenos com 0s quais a

porca teve contato durante sua vida, consequentemente, fémeas mais velhas
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conferem uma maior protecdo em quantidade e qualidade de imunoglobulinas que
as fémeas primiparas (BLECHA, 1998).

Porcas que recebem imunizagcdo antes do parto podem incrementar essa
transferéncia de imunidade passiva. Embora em algumas condicbes em que
ocorram praticas de manejo inadequadas, a imunizacdo pode ter sua eficacia
reduzida desencadeando falhas nestes titulos (BLECHA, 1998).

O consumo inadequado do colostro nas primeiras 24 horas apds o
nascimento interfere drasticamente na protecao dos leitdes contra a infeccao pelos
rotavirus. Sabe-se que a maxima absorcdo de imunoglobulinas ocorre de 4 a 12
horas apds o nascimento e declina rapidamente até o fechamento das vilosidades
intestinais com 48 horas de vida. O leitdo recém-nascido € dependente do balanco
entre imunidade passiva e ativa durante as primeiras semanas de vida. Porém a
ocorréncia de positividade em todas as faixas etarias estudadas sugere que
provavelmente fatores ligados aos parametros zootécnicos de produtividade tenham
falhado e proporcionado uma situacdo de maior risco sanitario também nessas
faixas etarias (BLECHA, 1998).

E sabidamente conhecido que o0s suinos infectados com rotavirus
desenvolvem resposta imune intestinal e sistémica. Animais que se recuperam de
infec¢des por rotavirus adquirem imunidade homotipica, mas nédo heterdloga. Apés a
infeccdo ou vacinacdo oral a resposta de anticorpos especificos é
predominantemente contra a proteina de capsideo VP6. Anticorpos contra a VP6
nao sao suficientes para proteger contra as rotaviroses. Entre os distintos sorotipos e
sorogrupos, a protecdo cruzada apoés a primeira infec¢do ou vacinacdo € minima ou
inexistente, mas repetidas infecgbes ou vacinacdes, até mesmo com as mesmas
amostras de rotavirus, ampliam a protecdo heterotipica. A divergéncia antigénica
presente entre diferentes sorotipos e sorogrupos dos rotavirus representa um
desafio pra o desenvolvimento de imundgenos capazes de induzir protecdo
heterotipica (BLECHA, 1998).

Considerando-se a diversidade de rotavirus ja detectada em territorio
nacional, medidas profilaticas de ordem especificas devem levar em conta, para a
sua efetividade, o grau de prote¢do cruzada conferido pelos genotipos presentes nas
formulagbes vacinais. Uma vacina ideal e aquela capaz de reproduzir a resposta

imune gerada por uma infeccdo natural. As vacinas comerciais sdo avaliadas pela
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medida de anticorpos no colostro e no leite (IgG e IGA). Na rotavirose a imunidade
passiva ndo esta ligada apenas aos anticorpos séricos, pois depende também da
resposta imune ao nivel de mucosa (IGA). Como a mensuragdo de IGA secretéria e
metodologicamente muito dificil, a sua aplicagdo tem n&o sido encorajada, apesar da
sua comprovada eficiéncia na protecao (BLECHA, 1998).

Na auséncia de marcadores de protecdo associados a imensa variabilidade
de gendtipos até aqui detectados, a metodologia de PAGE revela-se de uma
utilidade incomensuravel na epidemiologia e profilaxia da rotavirose suina.

Com estas informacdes, se torna ainda mais evidente a importancia de
medidas profilaticas de ordem inespecifica, em primeiro lugar o manejo, para
proporcionar uma melhor condicdo ao animal frente ao desafio de infeccdo. E
fundamental para o sucesso de qualquer programa profilatico o controle da limpeza,
vazio sanitario, desinfeccdo, higiene, nutricdo e ambiente seco. Em condi¢cdes de
confinamento, a frequéncia e severidade das doencas estdo diretamente
relacionadas ao nivel de contaminacdo ambiental e esta, por sua vez, esta
relacionada ao sistema de manejo das instalacbes e ao programa das medidas
profilaticas. Um programa envolvendo medidas profilaticas de ordem inespecifica se
torna primordial dentro do conjunto de praticas de manejo presentes nas granjas
com suinocultura industrial.

A suinocultura € uma atividade com alto potencial poluidor, devido a grande
producdo de dejetos associada ao modo intensivo de criagdo. O modelo atual da
producdo 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 producédo. Dentre os varios parametros zootécnicos de producdo, o nimero
de leitbes desmamados/porca/ano é um importante indicador do desempenho da
atividade. Esse parametro pode ser influenciado negativamente por varios fatores
relacionados ao manejo, nutricdo e sanidade do rebanho (DEWEY et al.,, 1995,
2003). No entanto é necessario melhorar o processo de producao, industrializacao e
manejo dos dejetos produzidos, uma vez que, sdo altamente poluentes e causam
danos ao meio ambiente (MOREJON, et al., 2003).

O potencial zoonético dos RV-A é uma grande preocupacdo atualmente, e
tem sido relatado em varias ocasifes. O estudo da rotavirose animal é fundamental

pra se entender melhor a ecologia e 0s mecanismos que a rotavirose envolve, mas
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também é importante para a melhoria das medidas profilaticas. Bovinos e suinos
podem ser considerados reservatorios para a diversificacdo dos RV- humanos. RV-A
com G gendtipos incomuns, notoriamente achados em suinos e bovinos tem sido
detectados esporadicamente e epidemicamente em casos de diarreias em humanos
em populacdes da América Latina, Asia, Europa e Africa (STEYER et al., 2008;
BANYAI et al, 2009; GALLIMORE et al., 2008).

De maneira geral, a preocupacdo com a contaminagdo ambiental esta
demonstrada em inimeros trabalhos desde o continente Africano, Europa, Asia,
Ameérica do Norte e América do Sul (BORCHARDT; HAAS; HUNT, 2004; LODDER;
HUSMAN, 2005; HE et al., 2009; VERHEYEN, et al., 2009; GRASSI et al., 2010;
ZIEMER et al., 2011). No Brasil os relatos vdo desde Manaus, Amazobnia até Sao
Paulo (MIAGOSTOVICH et al., 2008; NHISHIDA; RUIZ; GREGORI, 2009).

Dessa forma, a vigilancia epidemioldgica contribui para o melhor
entendimento da saude do plantel, partindo do conhecimento dos fatores que a
determinam e provendo, consequentemente, subsidios para a prevencdo das

rotaviroses.
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7 CONCLUSAO

- A deteccdo de rotavirus em 9% das amostras analisadas, evidencia que este
agente etiologico da diarréia dos leitdes esta bastante disseminado no plantéis de

criacao localizados em varios estados brasileiros;

- Todas as amostras positivas exibiram na PAGE perfil eletroforético de migracéo

caracteristico dos RV-A;

- A PAGE pode ser considerada uma metodologia das mais importantes para o

diagnéstico laboratorial das rotaviroses suinas e para investigacdes epidemioldgicas.
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ANEXO A

SOLUCOES

EMPREGADAS

NA  ELETROFORESE EM GEL

POLIACRILAMIDA E COLORACAO DO GEL

1 SOLUCOES PARA EXTRACAO DO RNA VIRAL

1.1 Tampéao TRIS/HCL 0,1M; pH 7,3; para o preparo da s fezes
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DE

Reagentes Quantidades
TRIS (base) 12,114 g
CaCl2 0,1662 g
Aguabi destilada g.s.p. 1000 mL

HCI concentrado

g.s.p. para pH 7,3

1.2 SDS 10%

Reagentes Quantidades
Lauril sulfato de sédio 10,0 g
Aguabi destilada g.s.p. 100 mL
1.3 Dissociador da amostra

Reagentes Quantidades
SDS 10% 3,0 mL
Upper Tris 4x 1,25 mL
2-mercapto-etanol 0,5 mL
Glicerol 4,0 mL
Azul de bromofenol 0.5% 100 pl
Agua bidestilada g.s.p. 10,0 mL

Observacéao: para preparo do padrdo, preparar mistura dissociante com 3g de uréia

em substituicéo ao glicerol.



2 SOLUCOES PARA O PREPARO DO GEL DE POLIACRILAMIDA

2.1 Acrilamida / bis-acrilamida (50/1,3)

Reagentes Quantidades
Acrilamida 50,09
Bis-acrilamida 1,39
Agua bidestilada q.s.p. 100 mL
2.2 Lower TRIS 4x (1,5M TRSI/HCI; pH 8,8)

Reagentes Quantidades
TRIS (base) 18,17 g
HCI concentrado g.s.p. pH 8,8
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
2.3 Upper TRIS 4x (0,5M TRIS/HCI; pH 6,8)

Reagentes Quantidades
TRIS (base) 6,06 g
HCI concentrado g.s.p. pH 6,8
Agua bidestilada g.s.p. 100 mL
2.4 Persulfato de amonio (20 mg/mL)

Reagentes Quantidades
Persulfato de amonio 20 mg
Agua bidestilada g.s.p. 1,0 mL

2.5 Gel de poliacrilamida*

Quantidade de Reagente

Gel de empilhamento (3,5%) | Gel de corrida (7,5%)
Solucédo mae de 0,14 mL 1,02mL
Acrilamida/Bisacrilamida*
Lower TRIS4x |  -—--- 1,75 mL
Upper TRIS 4x o5mL | -
Agua bidestilada 1,3mL 4,02 mL
Persulfato de amonio 50 ul 200 pl
TEMED 10 pl 10 pl

*Solugdo-mae de acrilamida a 50/1,3, com C=2,53% (crosslinking).




3 SOLUCOES PARA O PREPARO DO TAMPAO DE CORRIDA

3.1 Solucéo estoque TRIS-glicina 4x
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Reagentes Quantidades
TRIS (base) 12,09
Glicina 57,6 g
Azida sddica 10% 10,0 mL
Aguabi destilada g.s.p. 1000 mL
3.2 Tampao de corrida

Reagentes Quantidades
TRIS-glicina 4x 60 mL
Aguabi destilada 180 mL

4 REVELACAO DO GEL POR NITRATO DE PRATA

4.1 Etanol-acido acético

Reagentes Quantidades
Etanol 10 mL
Acido acético 0,5 mL
Aguabi destilada g.s.p. 100 mL
4.2 Nitrato de Prata 0,011M

Reagentes Quantidades
Nitrato de prata 0,185 ¢g
Aguabi destilada g.s.p. 100 mL
4.3 Solugao reveladora

Reagentes Quantidades
NaOH 3,759
Eormaldel'do (40%) 0,95 mL
Aguabi destilada g.s.p. 125 mL

Observacdo: adicionar o formaldeido quando o volume estiver proximo do volume

total.



4.4 Acido acético 5%
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Reagentes Quantidades
Acido acético 5 mL
Aguabi destilada g.s.p. 100 mL
4.5 Etanol 10%

Reagentes Quantidades
Etanol 10 mL
Aguabi destilada g.s.p. 100 mL
4.6 Fixador

Reagentes Quantidades
Metanol 65 mL
Glicerol 5mL
Aguabi destilada q.s.p. 100 mL




