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RIBEIRO, A. S. Diagnostico e avaliacao epidemioldgica da rotavirose bovina
antes e apos a introducao da vacina em uma propriedade leiteira de base
familiar no noroeste do parana. 2014. 80 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia
Animal; Area de Concentragdo: Saude Animal; Linha de Pesquisa: Microbiologia aplicada
a producao animal) — Universidade Federal do Parang, Setor Palotina, Palotina. 2014.

RESUMO

A diarreia neonatal é considerada o principal problema sanitario na criagdo de bezerros de
rebanhos de corte e de leite em todo o mundo e é responsavel por grandes prejuizos econémicos.
Sua etiologia é bastante complexa e envolve multiplos fatores predisponentes e determinantes. O
Rotavirus A é a principal etiologia viral de focos de diarreia em bezerros em todo o0 mundo, com maior
frequéncia de diagnostico em animais com até 60 dias de idade. Dada a efetiva representagdo das
propriedades familiares na producédo de leite no estado do Parana, torna-se imprescindivel estudos
epidemiolégicos que investiguem a participagdo deletéria do RVA para a condugéo e avaliagdo de
medidas profilaticas. O presente trabalho realizou o diagnéstico e avaliagdo epidemioldgica da
rotavirose bovina, antes e apds a introdug¢do da vacinagdo materna em uma propriedade leiteira de
base familiar localizada no municipio de Mariluz, Parana. Os resultados obtidos pela técnica de
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) foram também comparados a outros fatores, como
idade dos animais, paridade das vacas, parametros meteorolégicos e caracterizacdo molecular das
amostras positivas. A morbidade de RVA apresentou um aumento entre os grupos antes da
vacinagao (39%) e o com vacinagao completa (48%). As taxas de mortalidade especifica e letalidade
diminuiram 8% e 22% respectivamente, porém nao foram significativos. A frequéncia de detecgao do
RVA foi significativamente maior nos animais com 7 dias de idade (P<0,05). A paridade (primiparas e
multiparas) das fémeas ndo constitui fator determinante para a ocorréncia do RV-A. Ao longo das
estacoes do ano o RVA apresentou uma maior prevaléncia durante a primavera € a menor
prevaléncia no inverno. A genotipagem identificou a circulacdo de RVA genotipos G6, G10, P[5] e
P[11] e as combinacdes G10P[11] e G6P[5]. Os resultados preliminares sugeriram que a vacinagao
materna nao protegeu os bezerros da infecgao por RVA homaélogo (G10).

Palavras-Chave: bezerros, diarreia, rotavirus, vacinacao



RIBEIRO, A. S. DIAGNOSIS AND EPIDEMIOLOGICAL EVALUATION OF BOVINE
ROTAVIRUS BEFORE AND AFTER THE VACCINE INTRODUCTION IN A FAMILY
BASED DAIRY PROPERTY IN NORTHWEST PARANA. 2014.

ABSTRACT

Neonatal diarrhea is considered a major health problem in raising beef cattle herds and dairy
herds worldwide and is responsible for major economic losses. lts etiology is complex and involves
multiple predisposing and determinant factors. Rotavirus A is the main viral etiology of outbreaks of
diarrhea in calves in the world, diagnostic most frequently in animals until 60 days old. Given the
effective representation of family properties in milk production in Parana state, epidemiological studies
investigating the deleterious participation of the RVA for the conduct and evaluation of prophylactic
measures are essential. This paper constitutes the diagnosis and epidemiological evaluation of the
bovine rotaviruses before and after the maternal vaccination introduction in a family based dairy
property in the city of Mariluz, Parana. The results obtained by the technique of polyacrylamide gel
electrophoresis (PAGE) were also compared to other factors such as age of the animals, parity cows,
meteorological parameters and molecular characterization of positive samples. The morbidity of RVA
showed an increase between groups before vaccination (39%) and fully vaccinated (48%). The rates
of specific mortality and lethality decreased by 8% and 22% respectively, but were not significant. The
frequency of detection of the RVA was significantly higher in animals with 7 days old (P <0.05). The
parity (primiparous and multiparous) of the females is not a determining factor for the occurrence of
RV-A. Throughout the seasons, RVA showed a higher prevalence during the spring and lowest
prevalence in winter. Genotyping identified the circulation RVA genotypes G6, G10, P [5] and P [11]
and G10P [11] and G6P [5] combinations. Preliminary results suggested that maternal vaccination
does not protect calves from infection with homologous RVA (G10).

Keywords: calves, diarrhea, rotavirus, vaccination.
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BCoV - coronavirus bovino

BoRV-A - rotavirus bovino A

DERAL - Departamento Econdmico Rural do Parana
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ICTV - International Committee on Taxonomy of Viruses (Comité Internacional de
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oD - Odds Ratio

PCR - polymerase chain reaction (reagdo em cadeia da polimerase)

RR - Risco Relativo

RT - reverse transcription (transcri¢cao reversa)

RV - rotavirus

SEAB - Secretaria da Agricultura e do Abastecimento

VP - viral protein (proteina viral)
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1 INTRODUCAO

A cadeia produtiva do leite vem se destacando de forma significativa no
agronegocio brasileiro com taxas crescentes da producgéao leiteira nos ultimos vinte
anos. Segundo os dados mais recentes do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), o Brasil produziu no ano de 2012, 32,3 bilhées de litros de leite,
ocupando a quarta posicdo no ranking dos maiores produtores de leite do mundo
daquele ano. Deste total, 69,1% da producao sao representativos das regides Sul e
Sudeste. Entre os estados da Federacdo, a maior producdo leiteira ocorreu em
Minas Gerais com 27,6%, seguido pelos estados do Rio Grande do Sul (12,5%),
Parana (12,3%) e Goias (11,0%).

Além disso, a producdo leiteira no Brasil sempre esteve associada ao
desenvolvimento da Agricultura Familiar. Atualmente, aproximadamente 84% das
propriedades rurais sdo de base familiar, somando mais de quatro milhdes de
familias em que a pecuaria leiteira esta presente, gerando cerca de 58% do leite
brasileiro (IBGE, 2006; DIEESE, 2011). No Parana, as propriedades de leite
familiares representam 38,8% das propriedades e sao responsaveis por 44% da
producéo de leite (IPARDES, 2009).

E notério que os ganhos de produtividade sdo resultados da adogdo de
tecnologias que melhoraram a eficiéncia do uso dos fatores de producao. Entre eles
estdo os melhoramentos na genética dos rebanhos com aptidao leiteira, na nutricdo
animal e no manejo. Entretanto apesar da evolugcao nesses setores, a saude animal,
no que diz respeito ao aspecto sanitario dos rebanhos nao teve a mesma evolugao.A
constante exposicdo dos animais a uma variedade de enfermidades agudas e
cronicas afetam direta ou indiretamente a produgdo animal, o bem estar e a
sanidade do rebanho (WILSON et al., 2005).

Dentre as diarreias infecciosas de etiologia viral, as infec¢cdes determinadas
pelos rotavirus sao reconhecidamente uma das principais causas de perdas
econbmicas no periodo entre 0 nascimento e o desmame devido ao atraso de
crescimento, nascimento de bezerros fracos e altas taxas de mortalidade nos
rebanhos. Levantamentos epidemioldgicos realizados nos EUA, Canada, india,
Australia e varios paises europeus, indicam que o rotavirus é responsavel por taxas

de morbidade que podem variar de 8 a 36% e de mortalidade de 3 a 6%
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(REINHARDT et al., 1986; MOORE, 1989; HUANG et al., 1992; LUCCHELLI et al.,
1992; GARCIA-SANCHEZ et al., 1993).

No Brasil, os estudos epidemiol6gicos envolvendo a rotavirose bovina estao
mais relacionados com a frequéncia de diagndstico e os fatores de risco envolvidos.
(BARBOSA et al., 1988; BRITO et al., 1994; BUZINARO et al., 2000; JEREZ et al.,
2002; ALFIERI et al., 2006; BRANDAO et al., 2007; STIPP et al., 2009; FREITAS et
al., 2011). Entretanto sdo ainda inexistentes estudos epidemiolégicos de
acompanhamento sistematico de populacdes bovinas para avaliacbes de morbidade
e mortalidade decorrentes de infec¢cdes pelo rotavirus bovino, bem como sua
caracterizacao molecular.

O uso de vacinas para o controle das rotaviroses ainda é pouco comum, e
constitui uma das poucas ferramentas contra a enfermidade, entretanto sua eficacia
possui variacées, sendo muitas vezes relacionadas a variabilidade antigénica dos
rotavirus circulantes. No Brasil ainda sdo escassos estudos epidemiolégicos sobre o
impacto da vacinagao sobre os indices de morbidade e mortalidade em situagdes de
desafio a campo.

Dada a importancia da pecuaria leiteira para a agricultura familiar, bem como
dos prejuizos econdmicos ocasionados pelo rotavirus bovino, o objetivo deste
trabalho foi realizar uma avaliacdo epidemiolégica da rotavirose bovina em uma
propriedade produtora de leite de regime familiar localizada no municipio de Mariluz,
Regiao Noroeste do Estado do Parana.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Diarreia neonatal bovina

A diarreia neonatal é o principal problema sanitario na criacado de bezerros
de rebanhos de corte e de leite em todo o mundo e é responsavel por grandes
prejuizos econémicos a bovinocultura. As consequéncias mais frequentes dos
episoédios de diarreia neonatal bovina sdo os aumentos significativos nas taxas de
morbidade e mortalidade, maior susceptibilidade a outras infecgdes, particularmente
as respiratérias, despesas adicionais com o tratamento dos animais acometidos,
reducdo na conversao alimentar e atraso no crescimento (PAUL e LYOO,1993).
Estudos recentes continuam demostrando que a diarreia constitui a principal causa
de mortalidade de bezerros nos primeiros meses de vida (AZIZZADEH et al., 2011;
TORSEIN et al., 2011; MOHD NOR et al., 2012).

Em relacdo aos animais sobreviventes, os prejuizos podem se estender até
a vida adulta, decorrente do retardo no crescimento e nas fémeas pelo atraso
substancial da idade ao primeiro parto (DONOVAN et al., 1998; MOHD NOR et al.,
2012).

Nao ha dados que mostrem exatamente qual a participacdo das diarreias
neonatais nos prejuizos de uma propriedade, porém estima-se que as perdas variam
entre 20% e 52% em propriedade leiteiras, podendo gerar um custo equivalente a
US$ 33,46 bezerro/ano (BACHMANN, 1977; MORTEO et al.,, 1990; KANEENE e
HURD, 1990). Em uma estimativa de custo de producdo em sistemas de criacao de
bezerras leiteiras realizada na Holanda, a diarreia € apontada como uma das
principais causas de perdas econdmicas podendo gerar um custo adicional médio,
caso o0 animal ndo venha a morrer, de € 95,00 por novilha (MOHD NOR et al., 2012).

A etiologia da diarreia neonatal em animais de producdo é bastante
complexa e envolve multiplos fatores predisponentes e determinantes. Os fatores
predisponentes de origem nao infecciosa sao principalmente atribuidos as falhas no
manejo zootécnico-sanitario do rebanho, podendo ser de ordem ambiental,
nutricional e relacionado ao manejo inadequado do colostro, bem como a idade do

animal e seu estado imune. Entre os fatores determinantes de diarreia ha uma
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variedade de enteropatégenos como bactérias, parasitas, protozoarios e virus, que
podem atuar de forma isolada ou em associagdo, comprometendo ainda mais a
gravidade do quadro clinico (SNODGRASS et al., 1986; JANKE, 1989; BARTELS et
al, 2010).

Destes enteropatégenos, Escherichia coli, Clostridium perfringens,
Cryptosporidium sp, coronavirus bovino e rotavirus bovino tem sido identificados em
75 a 95% dos casos de infecgdes intestinais em bezerros neonatos (ACRES, 1985;
TZIPORI, 1985). A enfermidade clinica se desenvolve devido a uma relagao
desfavoravel entre a resisténcia do bezerro e a pressao infecciosa desses agentes.
(LORENZ; FAGAN e MORE, 2011).

2.2 Rotavirus (RV)

Em relagdo aos agentes etioldgicos virais, o rotavirus é considerado em todo
o mundo a principal causa de diarreia em mamiferos e aves. O rotavirus pertence a
familia Reoviridae, subfamilia Sedoreoviridae, género Rotavirus (ALFIERI et al.,
2007; ICTV, 2012). O Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (ICTV)
reconhece cinco espécies de rotavirus (RV) denominadas de Rotavirus A, B, C,D e
E, e trés espécies estdo em fase de reconhecimento para validagao taxondémica,
nomeadas Rotavirus F, G e H. Na literatura, as espécies de RV também sao
comumente referenciadas como grupos de RV (MATTHIJNSSENS et al., 2012).

A particula viral do rotavirus possui aproximadamente 70-90 nm de diametro
e nao possui envelope glicoproteico. Apresentam um triplo capsideo, formado por
trés camadas proteicas concéntricas e de simetria icosaédrica, designadas de
capsideo externo, intermediario e interno (core) que envolve o genoma viral
constituido por uma molécula de RNA de fita dupla (RNA fd) com 11 segmentos
gendémicos (DESSELBERGER, 1989; PRASAD e CHIU, 1994; ESTES; 1996).

Cada segmento genémico do RV regula a sintese de pelo menos uma
proteina estrutural (VP de Viral Protein) ou nao estrutural (NSP de Non Structural
Protein) do virus. As proteinas VP1, VP2 e VP3 constituem o capsideo interno, das
quais VP1 e VP3 estdo diretamente associadas ao genoma viral. O capsideo
intermediario é formado pela proteina VP6 e o externo pelas proteinas VP4 e VP7.
As seis NSP do RV (NSP1 a NSP6) estdo envolvidas nos processos de replicagéo,
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morfogénese e evasao da resposta imune do hospedeiro. A Figura 1 representa a
estrutura do RV, os segmentos genémicos e as proteinas (VP e NSP) codificadas
por cada segmento (ESTES e KAPIKIAN, 2007).

Figura 1 - Eletroforese em gel de poliacrilamida do genoma de rotavirus, RNA fita dupla, segmentado
(esquerda) e as proteinas codificadas por cada segmento gendmico (centro). Particula de
rotavirus representada esquematicamente (direita acima); particula de rotavirus e sua
estrutura determinada por eletromicroscopia associada ao processamento de imagem por
computador (direita abaixo).
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FONTE: ESTES, M.K. Rotaviruses and their replication. In: KNIPE, D.M.; HOWLEY, P.M. (Ed.) Fields
Virology. 4™ ed. Philadelphia: Lippincott & Wilkins, 2001 (adaptado).

Nota: Segmentos numerados baseados na migracdo do genoma de rotavirus A da estirpe protétipo
simia SA11.

Tradicionalmente, a classificacdo dos RV em espécies é fundamentada nos
aspectos clinicos, morfologicos e principalmente pelas caracteristicas antigénicas de
VP6 das diferentes estirpes virais, por meio da utilizacdo de antissoros especificos
nos ensaios de imunofluorescéncia indireta (PEDLEY et al., 1986;
MATTHIJNSSENS et al., 2012). Todos os genes dos RV sdo reconhecidos como
antigenos pelo sistema imune, porém as proteinas VP4, VP6 e VP7 constituem os
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principais sitios antigénicos, induzindo a produgdo de anticorpos neutralizantes
(KAPIKIAN, 1994).

RVA, RVB e RVC sao conhecidos por determinar infecgdes tanto em
humanos quanto nos animais, enquanto que RVD, RVE, RVF e RVG sao capazes
de infectar apenas os animais (ESTES e KAPIKIAN, 2007). Em 1997, um novo RV
foi descoberto infectando humanos adultos, recebendo a denominagao prévia de
new adult diarrhea rotavirus (ADRV-N) e com a recente descoberta de um virus
relacionado em suinos (WAKUDA et al., 2011), tem sido proposto o reconhecimento
da nova espécie RVH (MATTHIUNSSENS et al., 2012; MOLINARI et al., 2014).

2.3 Rotavirus A (RVA)

Epidemiologicamente o RVA ¢é considerado o0 mais importante
enteropatégeno causador de diarreias em humanos e animais. Com base na
diversidade antigénica das proteinas VP4 e VP7, localizadas no capsideo externo, é
comum a classificacdo genotipica dos RVA por um sistema binario (KAPIKIAN;
HOSHINO e CHANOCK, 2001). Para a classificacao genotipica a partir da VP7, por
esta ser uma Glicoproteina, é utilizado o termo genotipo G ou simplesmente G tipo.
Para a classificacdo a partir de VP4, por ser uma proteina sensivel a Protease, é
atribuido o termo genotipo P ou P tipo (ESTES e KAPIKIAN, 2007). Desta forma, por
meio de técnicas soroldgicas e/ou moleculares ja foram descritos 35 diferentes tipos
de P e 27 tipos de G (MATTHIJNSSENS et al., 2011). Essa diversidade de G e P
tipos permite inUmeras combinacdes possiveis, mas algumas sdo mais frequentes
de acordo com a espécie animal infectada. Para referenciar os diferentes genotipos
G e P utiliza-se a o sistema de nomenclatura binario GxP[y], sendo x 0 niumero do
genotipo G, e 0 y entre colchetes representa 0 nimero do genotipo P.

Recentemente, um novo sistema de classificacao para os RV foi proposto o
qual recomenda o sequenciamento completo ou parcial de todos os 11 segmentos
gendmicos para uma melhor compreensdo das relacdes evolucionarias entre as
espécies (MATTHIUNSSENS et al., 2011).

2.4 Rotavirus Bovino A (BoRVA)
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O BoRVA ¢ a principal etiologia viral de focos de diarreia em bezerros em
todo o mundo, tendo a maior frequéncia de diagnostico em animais com até 60 dias
de idade (ISHIZAKI et al., 1996; LUCHELLI et al., 1992; VENDE et al., 1999; GAY et
al., 2012).

O virus é transmitido aos animais susceptiveis pela via fecal-oral pelo
contato direto com bezerros infectados ou indireto, por meio de objetos, alimentos e
agua contaminados com os excrementos do animal infectado. Na fase aguda da
infeccdo, os animais podem eliminar aproximadamente 10'? particulas virais por
grama de fezes. A grande quantidade de virus excretada associada a alta
estabilidade do RV frente a diversos fatores ambientais favorece a transmissibilidade
destes virus, perpetuando o ciclo de infeccao dentro das propriedades (BRIDGER,
1994).

No organismo do hospedeiro, o virus resiste ao pH estomacal e alcanca a
luz intestinal. O RV possui tropismo pelas células do intestino delgado, onde
penetram pela membrana celular dos enter6citos maduros localizados na regido
apical das vilosidades intestinais do duodeno e por¢cao anterior do jejuno. Além da
capacidade absortiva, os enterécitos maduros ou do d&pice das vilosidades,
desempenham uma funcao digestiva com a secre¢do da enzima lactase. A partir
deste momento é iniciado o ciclo replicativo no interior dos enterécitos, culminando
na lise e descamacéao do epitélio intestinal e os virus liberados ap6s a descamacao
irdo infectar novos enterécitos adjacentes. O virus é excretado nas fezes por até
sete a oito dias pds-infeccdo. Em decorréncia da grande injuria tecidual, a reposicao
celular é feita por células cubodides, imaturas morfolégica e fisiologicamente,
provenientes das criptas intestinais que ndo sao afetadas diretamente pelos RV.
Embora as células imaturas sejam refratarias a uma nova infeccao viral, o que
caracteriza a infeccdo como auto-limitante, elas perdem suas capacidades absortiva
e digestiva (ESTES, 2001; MURPHY et al., 1999).

Baseado nos mecanismos fisiopatolégicos, a diarreia ocasionada pelo RV
também é dita como diarreia por ma absorcdo. Além disso, por deficiéncia da
secrecdo da enzima lactase, ocorre falha na degradacao da lactose. Associada a ma
absorcdo, o acumulo da lactose nao digerida sofre fermentacdo por acao das
bactérias, intensificando a diarreia devido ao aumento da pressdao osmotica na luz

intestinal. Desta forma, as infec¢des por RV séo frequentemente referenciadas como
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“diarreias de curso branco”, devido a presenca de leite ndo digerido nas fezes
diarreicas. Perda de enterdcitos maduros também contribui para uma insuficiéncia
sistémica de bicarbonato, sédio, potassio, cloreto e agua, cursando com a acidose
metabdlica (ESTES, 2001; JAKOBSSON, 2013). Consequentemente a lesao
provocada, os mediadores da reacao inflamatéria comprometem também as células
da cripta sendo a motilidade intestinal inibida durante a maioria dos casos de
diarreia. Quando o numero de enterécitos infectados excede o da reposicao celular,
as vilosidades atrofiam-se, podendo fundir-se nos casos mais graves. Apos um
periodo de incubagdo médio de 16 a 24 horas aparecem 0s primeiros sinais de
diarreia. Além da diarreia, outros sinais clinicos nao-especificos das sindromes
diarreicas incluem depresséo, anorexia, desidratacdo, pelo ericado, sinais inerentes
a acidose metabdlica e vémito. Animais jovens podem morrer em consequéncia da
desidratacdo ou infecgdo bacteriana secundaria, mas a maioria se recupera dentro
de trés a quatro dias (ESTES, 2001). A deteccdo de RV nas fezes de animais
clinicamente sadios sugere a existéncia de portadores assintomaticos nos rebanhos
que podem atuar como provaveis fontes de infeccao para outros animais suscetiveis
(FIJTMAN et al., 1987; LUCCHELLI et al., 1992; BUZINARO et al., 2000).

A maior susceptibilidade dos animais neonatos € explicada pelo fato de que
a reposicao do epitélio apical das vilosidades ocorre de forma mais lenta, facilitando
o desenvolvimento completo do ciclo viral e a geracao de nova progénie. Os animais
adultos tornam-se mais resistentes a doenca porque a reposicao de enterécitos €
mais intensa e compete com a replicacao viral, de forma que somente as amostras
muito virulentas podem causar diarreia em bezerros acima de seis semanas de
idade. A doenca geralmente é rara durante a primeira semana de vida do animal,
provavelmente devido a transmissdao passiva dos anticorpos maternos e

consequente neutralizacao do virus (MURPHY et al., 1999).

2.5 Epidemiologia

Em bovinos, a diarreia causada pelos BoRVA é reconhecidamente uma das
principais causas de perdas econémicas no periodo entre o nascimento € o
desmame. Levantamentos epidemiolégicos realizados nos EUA, Canada, india,
Australia e varios paises europeus indicam que o BoRVA é responsavel por taxas de
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morbidade que podem variar de 8 a 36% e de mortalidade de 3 a 6% (REINHARDT
et al 1986; MOORE, 1989; HUANG et al., 1992; LUCCHELLI et al., 1992). Estas
perdas sao mais expressivas em paises em desenvolvimento, onde as condi¢des
socioeconémicas e ambientais subadequadas favorecem a sobrevivéncia do virus
no meio ambiente e consequentemente a transmissdo do virus (GHOSH et al.,
2007). Na Argentina, as diarreias, particularmente de etiologia viral, sao
responsaveis por até 42% das perdas que ocorrem em bezerros ainda no primeiro
més de vida (MANZULLO, 1985). Em outro estudo realizado na Argentina, o BoRVA
foi apontado como o agente etioldgico de 62,5% (250/400) dos casos de diarreias
em bezerros registrados num periodo de 10 anos (1994 a 2003) (GARAICOECHEA
et al., 2006).

Na Australia, o BoRV também foi o micro-organismo mais prevalente nos
casos de diarreia neonatal em rebanhos de corte e leite, tendo sido identificado em
79,9% das 597 amostras analisadas, seguido pelo Cryptosporidium parvum (58,5%),
Salmonella spp. (23,8%), coronavirus (21,6%) e Escherichia coli K99 (17,4%) (1220
et al., 2011).

No Brasil, a rotavirose bovina ja foi identificada em vérios estados da
federagdo como S&o Paulo, Parand, Goias, Mato Grosso e Minas Gerais (BARBOSA
et al., 1988; BRITO et al.,, 1994; BUZINARO et al., 2000; JEREZ et al., 2002;
ALFIERI et al., 2006). Nestes estudos, a porcentagem de amostras positivas para
rotavirus bovino variou consideravelmente, entre 3 a 30%. Essas variacbes sao
influenciadas principalmente pelo método analitico utilizado para a deteccéo do virus
e caracteristicas relacionadas a amostragem (tamanho da amostragem, periodo da
coleta, condicoes de armazenagem, faixa etaria dos animais). Entretanto, os dados
relativos a prejuizos econdémicos ou mesmo taxas de morbidade e mortalidade em
bezerros, ocasionados pelo rotavirus bovino, ainda sdo bastante escassos no pais.
De acordo com Freitas et al. (2011), as altas prevaléncias encontradas em rebanhos
leiteiros do Brasil estdo diretamente relacionadas as condigdes dos sistemas de
producdo e manejo adotadas. A elevada contaminacdo ambiental, rebanhos com
grande numero de animais e manejo que favorece a transmissao do agente,
associado a uma taxa de imunizacdo inexpressiva constituem fatores favoraveis
para a disseminacao do virus nos rebanhos.

Em relacdo aos genotipos G (VP7) e P (VP4) de BoRVA descritos, os G tipos

frequentemente encontrados em amostras fecais de bezerros com diarreia séo G6,
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G8, G10, e os P tipos mais frequentes sédo P[1], P[5] e P[11]. Mesmo com véarios
genotipos diferentes de BoRVA existentes, algumas combinacdes de genes
parecem ser mais prevalentes do que outras como por exemplo: G6P[1] (NCDV -
Lincoln), G6P[5] (UK); G10P[11] (B223), G8P[1] (A5) (SNODGRASS et al., 1990;
ISHIZAKI et al.,, 1996; FUKAI et al.,, 1999; FUKAI et al., 2002; OKADA e
MASTUMOTO, 2002; ALFIERI et al., 2004; BARREIROS et al, 2004;
GARAICOECHEA et al.,, 2006; REIDY et al., 2006; BUZINARO et al., 2009;
SWIATEK et al., 2010; MIDGLEY et al., 2012).

2.6 Diagnéstico laboratorial

Considerando a semelhanca dos sinais clinicos determinados por diferentes
enteropatégenos, o diagnostico definitivo das rotaviroses depende essencialmente
da realizacdo de testes laboratoriais. A grande quantidade de particulas virais
excretadas no periodo agudo da infeccdo, associada ao aspecto segmentado do
genoma do rotavirus, permite a aplicacdo da técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA) seguida pela coloracdo por nitrato de prata para a
identificacdo destes virus (BONADUCE, 1990). Os RV sao os Unicos agentes
infecciosos conhecidos de mamiferos e aves que apresentam onze segmentos de
RNA fita dupla. Os segmentos do RNA gendémico do RV, que sdo previamente
extraidos da amostra bioldgica, sdo separados em gel de poliacrilamida de acordo
com as massas moleculares e a velocidade de migracdo (PEREIRA et al., 1983). O
padrao gendmico para os RV gp A em EGPA consiste de classes ou regides de
diferentes pesos moleculares contendo os segmentos de dsRNA 1 a 4 (Classe 1); 5 e
6 (Classe Il); 7, 8, e 9 (Classe lll) e segmentos 10 e 11 (Classe V). Esta disposicao
e frequentemente representada como 4-2-3-2, indicando o numero de segmentos
gendmicos encontrados em cada classe do grupo A dos rotavirus. Uma importante
caracteristica dos RV pertencentes ao grupo A, é a comigracao dos segmentos 7, 8,
9 em forma de ftriplet ou trinca, devido ao fato de seus respectivos pesos
moleculares serem muito préximos. Por outro lado, rotavirus atipicos (grupos B-G)
nao apresentam este triplet. (SAIF e JIANG, 1994).

Entretanto, embora a EGPA possa determinar o eletroferogrupo de RV, nao
possibilita a definicdo do genotipo viral. Estirpes virais de um mesmo genotipo
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podem apresentar perfis eletroforéticos diferentes, enquanto estirpes com perfis de
migracdo eletroforética semelhantes podem pertencer a diferentes genotipos
(BEARDS, 1982; MARKOWSKA-DANIEL et al., 1996).

Desta forma, a utilizacao de técnicas moleculares como a reacao em cadeia
da polimerase precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) tem sido amplamente
empregada tanto para o diagnéstico como para a caracterizacdo dos genotipos G e
P de RV. Para isso sao utilizados pares de primers especificos que amplificam
segmentos dos genes que codificam as proteinas VP7 (G tipo) e VP4 (P tipo) do
RVA (GENTSCH et al., 1992). A identificagdo dos genotipos G e P de rotavirus em
casos de diarreia neonatal € muito referenciada em estudos epidemiolégicos de
distribuicdo geogréafica e sazonal (DESSELBERGER et al., 2001). Além disso, a
genotipagem de RV tem permitido a descoberta de novos genotipos ou genotipos
incomuns a espécie estudada, infecgdes mistas e rearranjos gendémicos sugestivos
de transmissdes interespécies (HEIDE et al., 2005; GARAICOECHEA et al., 2006).

Os dados de frequéncia e a distribuicado dos genotipos P e G em populacdes
alvo sao igualmente importantes para o desenvolvimento como para a monitoracao
de uma vacina eficaz para os RV, uma vez que genotipos distintos podem néao
induzir protecdo heterotipica, principalmente nas primo-infecgcdes (THEIL e SAIF,
1990; KAPIKIAN, 1994; GENTSCH et al., 1996).

2.7 Prevencao e Controle

A prevencao das diarreias neonatais, embora preferivel, ndo é sempre
possivel em sistemas de criacao intensivo de bezerros. O manejo apropriado do
bezerro clinicamente afetado e do ambiente € crucial para minimizar as perdas
econbmicas e garantir a diminuicdo do impacto ao bem-estar animal e ambiental
(LORENZ et al., 2011).

Entretanto, diferentemente de infeccoes entéricas bacterianas e parasitarias,
a adocao de medidas higiénico-sanitarias isoladamente ndo é capaz de reduzir o
namero de casos clinicos de rotaviroses, até mesmo em rebanhos de propriedades
altamente tecnificadas. Entre as razdes para o perfil diferenciado das rotaviroses
incluem: a) alta concentracao de particulas virais excretadas no periodo agudo da
doenca (10" particulas virais por grama de fezes); b) resisténcia dos virions as
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condicbes ambientais e aos produtos quimicos utilizados em desinfecgédo; c)
presenca de infeccées subclinicas e de adultos portadores assintomaticos; d)
possibilidade de transmissao interespécie (infeccoes heterdlogas); e f) carater
endémico da infeccdo. Os anticorpos rotavirus especificos presentes no colostro séo
particularmente importantes na protecao dos animais neonatos. Embora grande
parte do anticorpo colostral entre na circulacdo, altos niveis de anticorpos séricos
parecem nao ser eficazes na protecao. Do contrario, imunoglobuninas presentes na
luz intestinal participam efetivamente na protecéo contra o rotavirus (ALFIERI et al.,
2007). Recomenda-se que animais sadios ingiram trés litros de colostro de boa
qualidade das maes, dentro de quatro horas de nascimento, alcangando um total de
quatro litros nas 12 primeiras horas de vida (CHIGERWE et al., 2009). Desta forma,
a ingestao de colostro de boa qualidade pode prevenir a incidéncia da doenca nos
neonatos ou reduzir a severidade da diarreia. Com o propdsito de fornecer colostro
imune aos neonatos, preconiza-se a vacinacdo das fémeas gestantes com
antigenos de RV final da gestacdo (SAIF e FERNANDEZ, 1996; ALFIERI et al.,
2007). As vacinas licenciadas para uso no Brasil e disponiveis comercialmente séo a
Bovilis®Triguard (MSD), a ScourGuard®4KC (Zoetis Inc) e a ROTATEC®J5
(Biogenesis). Estes imundgenos comerciais comumente incluem outros antigenos
relacionados as diarreias neonatais tais como Escherichia coli F5, Clostridium
perfringens tipo C, e coronavirus bovino. Os relatos de eficacia da pratica da
vacinacdo sao bastante variaveis e os dados de beneficio econdmico sdo ainda
escassos (LORENZ et al., 2011).

Silva et al. (2008) verificaram em pesquisa que o menor numero de
amostras positivas para rotavirus detectado na propriedade rural onde nao foi
realizada a vacinacao sugere que a circulacao do agente viral entre os animais pode
ser suficiente para estabelecer um estado de imunizagdo natural, sendo até mais
eficiente quando comparado com o uso de vacina contra rotavirus.

Métodos de eletroferotipagem, como os realizados pelo EGPA, embora
permita uma diferenciacao entre as cepas de rotavirus por meio do perfil do genoma,
nao fornece dados sobre a antigenicidade das amostras. Nesse sentido séo
necessarios outros estudos comparativos por meio de outra técnica para determinar
a especificidade dos genotipos (G e P) de rotavirus detectados na populacéo bovina,
caso uma estratégia de vacinacao seja implementada (BUZINARO et al., 2003).
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A variacao no sucesso da vacinag¢ao contra o rotavirus € influenciada pela
dose de vacina, estirpe, inativacdo usada, adjuvante usado, pela via de
administracao, e por fim os niveis de exposicdo ambientais ao rotavirus. Em um
modelo ideal de prevengéo, o animal se infectaria com rotavirus subclinicamente sob
a influéncia de uma adequada protecdo passiva e posteriormente desenvolve a
imunidade ativa, prevenindo-se assim contra a enfermidade (SAIF e FERNANDEZ,
1996).

2.8 Falhas vacinais

Entre os gastos extras relacionados a ocorréncia das diarreias e seu controle
estda a imunoprofilaxia (PAUL e LYOO, 1993). Caruzo et al. (2010) pontua que é
fundamental o bom manejo dos animais aliado a vacinagao para o combate efetivo
ao RV e reducao nos prejuizos gerados. As vacinas foram desenvolvidas para uso
em estagios finais da gravidez, objetivando a producado de altas concentracdes de
anticorpos RV especificos e transferéncia passiva aos neonatos via colostro. O
principal efeito dos anticorpos RV especificos é apresentado no limen do intestino
delgado, enquanto anticorpos séricos demonstraram pouco efeito para a prevencao
da doenca (DHAMA et al., 2009). Entretanto a diversidade genotipica dos RVs
apresentada pelos gendtipos P e G, torna-se um mecanismo de evasao ao sistema
imune, comprometendo a eficacia da vacinagao (PISANELLI et al., 2005).

No Brasil, em uma avaliacao de rebanhos vacinados e sua eficacia frente a
genotipos diferentes circulantes nos animais, constatou-se que a vacina nao resulta
em boa imunidade heterbloga, ou seja, ndo ocorre imunidade cruzada entre
sorotipos diferentes, e ainda nao é eficiente para proteger contra as diferentes
combinacdes entre os genotipos P e G, ndo garantindo a prevencao da doenca em
rebanhos imunizados (BARREIROS et al.,, 2004). Falhas vacinais semelhantes
contra o rotavirus, acarretadas por imunidade heteréloga insuficiente no combate a
infeccdo, também foram identificadas em bezerros no México (RODRIGUES-LIMA et
al., 2009).

Ainda nao é claro como as divergéncias antigénicas que ocorrem entre os
antigenos vacinais e de campo afetam a eficacia da imunizagcdo (ALKAN et al.,

2010). Assim, o desenvolvimento de novas vacinas, para combater eficazmente a
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diarreia bovina por RV, sempre exigira incorporacdo dos novos tipos de gendtipos
encontrados (MALIK et al., 2012).



28

3 OBJETIVOS

3.1

Objetivo geral

Realizar o diagnéstico e avaliacdo epidemiolégica da rotavirose bovina,

antes e ap0s a introducdo da vacinagcao materna, em uma propriedade leiteira de

base familiar localizada no municipio de Mariluz, Parana, com histéricos recorrentes

de diarreias em bezerros neonatos.

3.2 Objetivos especificos

Investigar a ocorréncia de rotavirus a partir de amostras fecais diarreicas
de bezerros neonatos pela técnica de eletroforese em gel de
poliacrilamida:

Avaliar a morbidade, mortalidade e letalidade associada ao rotavirus
bovino antes e apds a introducéo da vacinacao materna;

Avaliar a frequéncia de deteccao de rotavirus em fezes de bezerros
nascidos apds a introducédo da vacina preventiva nas vacas no periodo
gestacional;

Correlacionar a frequéncia de detecgéo de rotavirus bovino com a idade
dos animais e paridade das vacas;

Avaliar possiveis correlacdes entre a morbidade por rotavirus bovino e
alguns parametros meteoroldgicos;

Realizar a caracterizacdo molecular dos genotipos G e P de amostras

positivas para o rotavirus bovino antes e ap6s a vacinagao;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Localizagao e descricdo do local de estudo

O presente trabalho foi realizado em uma propriedade de aptidao leiteira de
base familiar localizada na cidade de Mariluz, Noroeste do Parana, pertencente a
microrregido de Umuarama. A propriedade possui uma extensao de 48,4 hectares e
situa-se nas coordenadas 24° 00" 07" S e 53° 08 45" W. O plantel com
aproximadamente 70 vacas, € predominantemente formado por animais da raca
Girolando e mesticos Holandés x Jersey. No aspecto sanitario, sdo efetuadas
apenas as vacinagdes compulsorias contra a febre aftosa e a brucelose bovina.

Com instalagbes bastantes simples e pouco arejadas, o local ndo dispde de
piqguete maternidade e os bezerros sdo mantidos em piquetes e baias coletivas
(Figura 2), sem qualquer segregacao por faixa etaria (Figura 3). O fornecimento de
colostro para os bezerros € realizado de forma natural (ao pé da vaca) até 12 horas
apos o nascimento. A propriedade utiliza o sistema de ordenha mecanica com a
presenca do bezerro ao pé da vaca, na frequéncia de duas vezes ao dia. A limpeza
€ ineficiente e pouco frequente, havendo acumulo de dejetos nas areas de
permanéncia dos animais.

Figura 2 - Criagéo de bezerros em piquetes e baias coletivas
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\

Fonte: Produgdo do préprio autor (2012).
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Figura 3. Animais de diferentes faixas etarias mantidos em piquete coletivo.
N

2711172012

Fonte: Produgéo do proprio autor (2012).

4.2 Caracterizacao preliminar do problema e indicadores epidemiol6gicos

A propriedade selecionada ja possuia histérico recorrente de surtos de
diarreia neonatal, sendo frequente a apresentacado de animais letargicos excretando
fezes profusas e liquidas (Figura 4) com evolucao para a morte (Figura 5). Baseado
neste histérico clinico a propriedade foi acompanhada durante oito meses (maio de
2012 a janeiro de 2013) para determinacao de alguns indicadores epidemiol6gicos
na populacao de risco (bezerros com até 30 dias de idade).

Durante o periodo estudado nasceram 31 bezerros, 23 apresentaram
diarreia e destes, seis foram a Obito por consequéncias da desidratacdo e/ou
infecgbes respiratdrias secundarias. Assim, no periodo avaliado, as taxas de
morbidade e mortalidade por diarreia foram de 74% e 19%, respectivamente. Foram
coletadas amostras fecais de todos os bezerros sintomaticos para pesquisa de
rotavirus pela técnica EGPA. A Tabela 1 apresenta os indicadores epidemiolégicos
da populacao de bezerros com até 30 dias de idade observada durante os oito
meses de investigacdo preliminar. Uma vez que a EGPA s consegue detectar altas
concentracdes de virus eliminados pelas fezes, ficou evidente a participacao efetiva
do rotavirus nos casos de diarreia neonatal nesta propriedade. Esta constatacao
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constituiu critério na decisdo da introducdo e avaliacdo do impacto da vacinacao

contra a rotavirose bovina na referida propriedade.

Tabela 1. Indicadores epidemiologicos da populagdo de bezerros com até 30 dias de idade na
propriedade de Mariluz, Parana (maio de 2012 a janeiro de 2013).
Fonte: Produgao do proprio autor (2012).

Indicadores epidemioldgicos Porcentagem (%)
Morbidade (diarreia) 74%
Mortalidade (diarreia) 19%
Morbidade especifica (rotavirus) 39%
Mortalidade especifica (rotavirus) 13%

Letalidade (rotavirus) 33%
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Figura 4. Bezerros letargicos acometidos p

s
o Ll

ela diarreia.

Fonte: Produgao do préprio autor (2012).

Figura 5. Bezerro morto apds apresentar diarreia.
AR \ ! i

Fonte: Produgao do préprio autor (2012).



33

4.3 Vacina e vacinacao

Foi utilizada uma vacina comercial inativada multivalente contendo os
genotipos G6 e G10 do rotavirus bovino, coronavirus bovino, cepas
enterotoxigénicas de Escherichia coli com fator de aderéncia pili K99 e Clostridium
perfringens tipo C.

No periodo compreendido entre marco de 2013 e fevereiro de 2014 foi
instituida a vacinagdo das vacas e novilhas prenhes, conforme as instru¢cées do
fabricante. Por se tratar de uma primovacinacao, foram administradas duas doses da
vacina por via intramuscular na regidao do pescoco (Figura 6), com intervalo de trés
semanas entre as doses, sendo a segunda dose efetuada entre a terceira e sexta
semana que antecedeu o parto. No instante da vacinacdo também foram registradas
informacgdes relacionadas a paridade da fémea (novilha de 12 cria, vaca de 22 cria ou

vaca de 32 cria ou superior) conforme a Tabela 2.

Figura 6. Aplicagdo da vacina ScourGuard 4KC em uma vaca gestante, por via intramuscular na
regido do pescoco.
¥ X ——-,e-; b 9 ;
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Fonte: Producao do préprio autor (2013)
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Tabela 2. Distribuicdo das fémeas avaliadas de acordo com a categoria (paridade) na propriedade
leiteira de Mariluz, Parana.

Categorias das fémeas (paridade) Quantidade
Novilha de 12 cria 10
Vaca 22 cria 16
Vaca 32 cria ou superior 37
TOTAL 63

Entretanto, nesta etapa do estudo, em decorréncia de informacoes
imprecisas do diagnéstico de prenhez no caderno de registro reprodutivo, nao foi
possivel determinar a data aproximada do parto de alguns animais, prejudicando o
manejo de intervengdo profildtica. Desta forma, das 63 fémeas gestantes no
periodo, o protocolo recomendado na primovacinagao (2 doses) foi efetuado em 40
delas. Em 12 fémeas foi realizado o protocolo vacinal incompleto (aplicacdo de uma
unica dose) e nas 11 restantes nao foi realizada vacinagéo (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo das fémeas gestantes e o protocolo de primovacinacdo empregado na
propriedade leiteira de Mariluz, Parana

Primovacinacao Quantidade de vacas
Completa 40
Incompleta 12
Sem vacinacao 11
Total 63

4.4 Amostras fecais

Para avaliar o impacto da vacinacdo contra a rotavirose na populacao de
risco, foram coletadas amostras fecais de todos os bezerros nascidos (n=63) durante
os 12 meses (marco/2013 a janeiro/2014) de aplicagdo da vacina nas fémeas
gestantes.

Foram coletadas, diretamente da ampola retal, amostras de fezes
representativas de cada animal aos 7, 14 e 21 dias de vida, independente da
condigéo clinica (Figura 7). A amostra foi mantida sob refrigeragdo do momento da
coleta até o processamento inicial no laboratério. Para a classificagdo das amostras,
foram consideradas diarreicas as fezes de consisténcia liquida e nao diarreicas
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aquelas de consisténcia pastosa a sélida. A Tabela 4 apresenta a distribuicdo das

amostras coletadas mensalmente.

Figura 7. Coleta de fezes diretamente da ampola retal.

Y

Fonte: Producao do proprio autor (2013)

Tabela 4. Distribuicado do nimero de amostras de fezes coletadas de acordo com a idade do animal
em dias.

Numero de amostras por idade

Data da coleta dos animais (dias)

Més/Ano 7 14 21 > 30 Total
Mar/13 1 1 0 0 2
Abr/13 4 3 3 0 10
Mai/13 9 5 6 0 20
Jun/13 2 6 6 0 14
Jul/13 4 1 1 0 6
Ago/13 9 11 5 0 25
Set/13 10 8 11 0 29
Out/13 5 6 8 5 24
Nov/13 2 3 4 0 9
Dez/13 5 4 4 0 13
Jan/14 8 7 4 0 19
Fev/14 4 5 7 0 16
Mar/14 0 1 2 0 3
TOTAL 63 61 61 5 190
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4.5 Extracdo bruta das fezes

As amostras foram diluidas em solugédo tampéao de estabilizacéo de rotavirus
(TERV), pH 7,4 (Tris-HCI 50 mM; NaCl 10 mM; 2-mercaptoetanol 1,5 mM; CaClz 3
mM) com concentracdo final de 10 a 20% (p/v), homogeneizadas por agitacéo
mecanica vigorosa, centrifugadas a 2.000 rpm por 10 minutos, tendo o sobrenadante
recolhido e estocado a 4°C para posterior analise.

4.6 Extracao do acido nucleico viral

Para a extracdo do &cido nucleico viral foi utilizada a associacdo das
técnicas fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e silica/tiocianato de guanidina,
conforme descrita por Alfieri et al. (2004). Aliquotas de 500 pL das suspensoes
fecais diluidas em TERV foram tratadas com sédio dodecil sulfato (SDS) 1% e
mantidas em banho-maria a 56°C por minutos. Apds, a cada amostra foi adicionado
igual volume da solugdo fenol-cloroférmio-alcool isoamilico, homogeneizada por
agitacdo mecanica, incubada em banho-maria a 56°C por 15 minutos e centrifugada
a 10.000 rpm por 10 minutos (SAMBROOK; FRITSCH e MANIATIS, 1989). A fracao
aquosa obtida foi submetida ao tratamento com silica e tiocianato de guanidina,
conforme descrito por Boom et al. (1990). Os &cidos nucleicos extraidos foram
eluidos da matriz de silica em 50 pL de agua ultrapura (MilliQ, Bedford, MA, USA)
autoclavada e mantidos a -20°C para posterior uso. Para a certificacao e validacao
dos procedimentos de extragao realizados, foram incluidas amostras de agua
ultrapura autoclavada como controle negativo e amostras de fezes rotavirus

positivas como controle positivo.
4.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida para deteccdo do rotavirus bovino

(EGPA)

Apbs o procedimento de extracdo do acido nucleico, as amostras foram
submetidas a EGPA a 7,5% seguida de coloracdo por nitrato de prata para a
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deteccdo e avaliacdo do perfil de migracdo dos 11 segmentos de RNA de fita dupla
do rotavirus, de acordo com metodologia descrita Herring et al. (1982) e Pereira et
al. (1983).

4.8 Andlise estatistica

Para verificar a associacao entre as variaveis estudadas foi utilizado o teste
do qui-quadrado considerando como nivel de significancia valor de p<0,05. Quando
necessario, os dados foram corrigidos utilizando a corre¢do de Yates (ZAR, 1996).
Para algumas variaveis foram calculados os intervalos com confianga de 95% e a

razdo de probabilidades (Odds ratio) e o risco relativo. A anadlise estatistica foi
efetuada pelo programa Epi Info® versao 7.0 (Centers for Diseases Control and
Prevention, Atlanta, EUA).

4.9 Rotavirus e fatores climaticos

A associagao da frequéncia de diagnéstico do RV com variaveis climaticas
foi avaliada por estacdo climatica e por distribuicio mensal no periodo
compreendido entre marco de 2013 e fevereiro de 2014.

Os dados meteorologicos utilizados neste estudo foram obtidos junto ao
Sistema Meteorolégico do Parana, Simepar. Foram utilizados os valores médios
mensais e diarios de precipitacdo pluviométrica (mm?3), temperatura (°C) e umidade
relativa do ar (%) do ponto de referéncia mais proximo da propriedade estudada, a

estacao meteorolégica da cidade de Umuarama.
4.10 Genotipagem de RV
As amostras cujo genoma do rotavirus foi identificado pela EGPA foram

encaminhadas ao Laboratério de Virologia Animal da Universidade Estadual de
Londrina para amplificagdo e sequenciamento gendmico. A RT-PCR foi realizada
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utilizando os primers consensuais Beg9 e End9 (GOUVEA et al., 1990) que
amplificam um fragmento de 1062 pb do gene que codifica a proteina VP7 (G tipo) e
0s pares con2 e con3 que amplificam um fragmento de 876 pb do gene que codifica
a proteina VP4 (P tipo) conforme descrito por Gentsch et al. (1992).

Os produtos amplificados foram purificados utilizando o kit PureLink®
Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, 17 Carlsbad, CA, USA), e a quantificacdo do
DNA foi feita com fluordmetro Qubit™ (Invitrogen Life Technologies). A reacéo de
sequenciamento de DNA foi realizada com BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems®), em ambas as dire¢cdes, no analisador
genético automatico modelo ABI 3500 (Applied Biosystems®).

A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada pelo programa Phred
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). A determinagdo do genotipo das
amostras baseou-se na analise de homologia das sequéncias nucleotidicas com
outras sequéncias disponiveis depositadas em bases publicas de dados (GenBank)
utilizando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
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5 RESULTADOS

Entre marco de 2013 e fevereiro de 2014, periodo que foi instituida a
vacinacdo das vacas e novilhas prenhes, a infeccdo de bezerros pelo RV foi
comprovada pela EGPA com a deteccao do dsRNA gendmico viral nas amostras de
fezes representativas de diversos animais. Todos as amostras RV positivas
apresentaram perfil de migracao compativel com o RVA (Figura 8).

Figura 8. Eletroforese em gel de poliacrilamida seguida pela coloragéo por nitrato de prata de acidos
nucleicos extraidos de amostras fecais de bezerros da propriedade de Mariluz, Parana

(maio de 2013 a janeiro de 2014). Canaletas 1, 2, 3, 6, 10, 14: amostras positivas com perfil

de migragao caracteristico do RVA (perfil 4-2-3-2); 4, 5, 7-9, 11-13, 16: amostras negativas;
17: controle positivo de RVA.

6 7 & % 10 11 12 13 14 15 16 17

A quantidade de animais nascidos, de positivos para RV, Obitos gerais e
Obitos de animais RV positivos nos dois periodos de avaliagdo (antes e apés a
introducdo da vacinacao contra o RV) na propriedade esta expressa em numeros
absolutos na Tabela 5.
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Tabela 5. NUmeros absolutos de animais nascidos, positivos para RV, @bitos (diarreia) e 6bitos (RV
positivos) nos periodos de estudo antes e apos a introdugdo da vacina na propriedade
leiteira de Mariluz, Parana.

Periodo de estudo

Variaveis Apos introducao da vacina
(em numeros absolutos) Antes Vacinacao (mar/13 a fev/14)

(mai/12 ajan/13) Sem vacinacdao Incompleto Completo

N¢ de nascidos 31 11 12 40
N¢ de animais RV positivos 12 6 8 19
N? 6bitos (por diarreia) 6 2 1 4
N? 6bitos (RV positivos) 4 2 1 2

A partir dos numeros indicados na tabela 5, foram calculados e obtidos os
indicadores epidemioldgicos na populacdo de bezerros nascidos antes e apos a
vacinacdo. No periodo que compreendeu a introducdo da vacinagdo no rebanho
(marco 2013 a fevereiro de 2014), os indicadores foram calculados tanto sobre a
populacao total de bezerros, independente do protocolo de vacinagdo (Tabela 6)
como também sobre o grupo de bezerros de acordo com o esquema de imunizacao

materna (Tabela 7).

Tabela 6. Taxas epidemiolégicas de morbidade de RV, mortalidade geral, mortalidade e letalidade
especifica por RV na populacdo de bezerros com até 30 dias de idade, nos periodos de
estudo antes e apéds a introdugdo vacinacdo materna contra rotavirose na propriedade de
Mariluz, Parana.

Periodo de estudo

!ndlc?dclm?s Antes Vacinacao Apos a introducao da vacina
epidemiologicos (mai/12 a jan/13) (mar/13 a fev/14)
n=31 h=63
Morbidade por RV 39% 52%
Mortalidade por diarreia 19% 11%
Mortalidade especifica RV 13% 8%
Letalidade RV 33% 15%

Exceto para a taxa de morbidade por RV, que sofreu um aumento de 13% os
demais indicadores epidemiolégicos apresentaram redug¢des que variaram entre 5 e
18% apds a introducdo da vacinagdo na propriedade (Tabela 6). Até mesmo na

comparagdo com o grupo de animais nascidos de vacas que sofreram o protocolo
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ideal (completo com duas doses) na primovacinacao, a taxa de morbidade aumentou
em 9% (Tabela 7).

Tabela 7. Taxas epidemiolégicas de morbidade de RV, mortalidade geral, mortalidade especifica e
letalidade na populacao de bezerros com até 30 dias de idade, nos periodos de estudo
antes e apéds a introdugéo da vacinagdo materna sob diferentes protocolos de imunizagao
na propriedade de Mariluz, Parana.

Periodo de estudo

Indicadores Antes Vacinagéo Apos a introducao da vacina
epidemioldgicos (mai/12 a jan/13) (mar/13 a fev/14)
Sem vacinacao Incompleto Completo
Morbidade de RV 39% 55% 67% 48%
Mortalidade por diarreia 19% 18% 8% 10%
Mortalidade especifica RV 13% 18% 8% 5%
Letalidade 33% 33% 13% 11%

Nas demais comparacdes por grupos de animais conforme o protocolo de
imunizagdo materna, nota-se que os coeficientes de letalidade e de mortalidade por
diarreia foram iguais ou muito préximos na populacao de bezerros no periodo antes
da vacinacao e ap6s a introducao da vacinacdo no grupo de animais nascidos de
vacas nao vacinadas (Tabela 7). No entanto, houve reducgdes de 9, 8 e 22% nos
coeficientes de mortalidade por diarreia, mortalidade especifica por RV e letalidade,
respectivamente, quando comparado com o0 grupo de animais antes da vacinacgao.
Embora a reducao percentual destes ultimos indicadores sugeriu ser expressiva, nao
houve diferenca significativa entre as populagdes avaliadas nos respectivos periodos
e condicoes especificadas (dados nao apresentados).

Num segundo momento as analises foram direcionadas ao periodo que
compreendeu a vacinacao do rebanho (marco de 2013 a fevereiro de 2014). Assim,
ao compararmos a distribuicdo dos resultados positivos para RV nos bezerros
nascidos conforme o protocolo da primovacinacdo materna (Tabela 8), verifica-se
um menor percentual no grupo que sofreu o protocolo completo de vacinacao (duas
doses). Entretanto, a analise estatistica utilizando o teste do qui-quadrado nao
demonstrou diferencga significativa (p>0,05).
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Tabela 8. Distribuicao de resultados positivos e negativos para RV por EGPA nas amostras de fezes
de animais nascidos conforme o protocolo da primovacinagdo nas fémeas gestantes da
propriedade de Mariluz, Parana (margo de 2013 a fevereiro de 2014).

Protocolo Diagnodstico de RV por EGPA
primovacinacao Positivo (%) Negativo (%) Total
Completa 19 47,50 21 52,50 40
Incompleta 8 66,67 4 33,33 12
Sem vacinagao 6 54,55 5 45,45 11
Total 33 52,38 30 47,62 63

22 =1,3791 p=0,501576

A Tabela 9 correlaciona as variaveis entre si por meio de tabelas de
contingéncia 2x2. Os indicadores epidemiolégicos Odds Ratio (OR) e Risco Relativo
(RR) foram calculados para medir a forca da associacdo entre o manejo da
primovacinacao nas fémeas gestantes e a frequéncia deteccao de RV nos bezerros
nascidos. Mesmo com a auséncia de significancia estatistica (P>0,05), notou-se que
em animais nascidos de vacas nao vacinadas e vacinadas com apenas uma dose

aumentou o risco de infeccéo pelo RV em 1,15 e 1,40 vezes, respectivamente.

Tabela 9. Distribuicdo da frequéncia de diagnostico positivo para RV pela EGPA e indicadores
epidemiolégicos em relacdo aos protocolos de primovacinacdo realizados nas fémeas
gestantes da propriedade de Mariluz, Parana (maio de 2013 a fevereiro de 2014).

Protocolo de Diagndstico de RV Indicadores epidemiolégicos
primovacinacao Pos. (%) Neg. (%) x2 p<0,05 OR(IC) RR (IC)
Sem vacinacao 6 (54,55) 5 (45,45) 1,3263 1,1483

Completo (2 doses) 19 (47,50) 21 (52,50) 9171 06789 (g 35506) (0,61-2,16)

Incompleto (1 dose) 8 (66,67) 4 (33,33) 2,2105 1,4035
Completo (2 doses) 19 (47,50) 21 (52,50) 1398  0.2438 (557.854) (0,84-2,35)

Sem vacinagéo 6 (54,55) 5 (45,45) 0,6000 0,8182
Incompleto (1 dose) 8 (66,67) 4 (33,33) 0394 05518 (g 11.325) (0,42-1,60)

Pos=positivos; Neg=negativos; % >= qui-quadrado; OR=0dds Ratio;
RR=Risco relativo; IC=Intervalo de confianca de 95%

A categoria das fémeas gestantes de acordo com o nimero de partos nao
constituiu um fator determinante para a infeccao pelo RV, visto a auséncia de

significancia estatistica (p>0,05) apresentada na Tabela 10.
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Ao analisarmos a distribuicdo dos resultados positivos para RV de acordo
com a idade dos animais infectados, a maior frequéncia (30,16%) de deteccao
ocorreu nas fezes coletadas de animais com sete dias de idade e foi
estatisticamente significante (Tabela 11).

Tabela 10. Frequéncia de diagnostico de RV por EGPA de acordo com a paridade das fémeas
gestantes na propriedade de Mariluz, Parana (margo de 2013 a fevereiro de 2014).

Diagnoéstico de RV por EGPA

Categoria das fémeas

(por paridade) Positivo (%) Negativo (%) TOTAL
Novilhas 12 cria 7 70 3 30 10
Vacas 22 cria 5 31,25 11 68,75 16
Vacas 32 cria ou superior 21 56,75 16 43,25 37
TOTAL 33 52,38 30 47,62 63

x?=4,39 p=0,111

Tabela 11. Distribuicdo da frequéncia de diagnéstico de RV por EGPA, de acordo com a idade dos
animais da propriedade de Mariluz, Parana (marco de 2013 a fevereiro de 2014).
Diagnoéstico de RV por EGPA

Idade (dias)
Positivos (%) Negativos (%) Total
Sete 192 (30,16) 44 (69,84) 63
Catorze 7° (11,48) 54 (88,52) 61
Vinte e um 2° (3,28) 59 (96,72) 61
Total 28 (15,14) 157 (84,86) 185

x?=18,38 p=0,000102

O teste comparativo das idades com os indicadores epidemiol6gicos
calculados — qui-quadrado, valor de p, OR e RR — séo apresentados na Tabela 12.
O risco de infeccdo aos sete dias foi 2,63 e 9,20 vezes maior quando comparado
aos 14 e 21 dias, respectivamente. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica
significativa entre os 14 dias e 21 dias. Portanto ha uma relagao inversa entre a
idade e o risco de infeccao pelo RV.

Outro fator avaliado foi a possibilidade de interferéncia da temperatura,
precipitacao pluviométrica e umidade relativa do ar na frequéncia de diagnéstico de
RV. Na Figura 9 sao representadas as distribuicdes das frequéncias de casos
positivos para RV e os indicadores climaticos nas quatro estagcbes do ano. As
frequéncias detectadas de RV foram diretamente proporcionais a temperatura
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minima e precipitacdo pluviométrica na distribuicdo sazonal por estagdes do ano.
Nao foi possivel estabelecer uma associacdo entre os casos de RV e a umidade
relativa do ar. Ao longo do periodo avaliado os indices médios de umidade relativa
se mantiveram dentro da normalidade (Apéndice) e a maxima variacao registrada foi
de aproximadamente 20%. As maiores frequéncias foram encontradas durante o
outono e a primavera. O inverno foi a estacdo climatica com o menor nimero de
casos positivos, coincidindo com os menores indices de temperatura minima e

precipitacao pluviométrica.

Tabela 12. Distribuicdo da frequéncia de diagnéstico para RV pela EGPA e indicadores
epidemiolégicos em relagéo a idade dos animais na propriedade de Mariluz, Parana (maio
de 2013 a fevereiro de 2014).

dad Diagndstico de RV por EGPA Indicadores epidemioldgicos
ade
Pos. (%) Neg. (%) %2 p<0,05 OR (IC) RR (IC)

7 dias 19 30,16 44 69,84 3,33 2,63
6,528 0,0106

14 dias 7 11,48 54 88,52 (1,28-8,64) (1,19-5,80)

7 dias 19 30,16 44 69,84 12,74 9,20
15,918 0,0001

21 dias 2 3,28 59 96,72 (2,82-57,57) (2,24-37,82)

14 dias 7 11,48 54 88,52 3,82 3,50

. 2,999 0,0833
21 dias 2 3,28 59 96,72 (0,76-19,21) (0,76-16,18)

Pos=positivos; Neg=negativos; x 2= qui-quadrado; OR=0dds Ratio;
RR=Risco relativo; IC=Intervalo de confianca de 95%
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Figura 9 Distribuicdo da frequéncia de diagnostico de rotavirus grupo A (n=33) por estagbes do ano,
de acordo com as variaveis climaticas. (marco de 2013 a fevereiro de 2014). Painel A:
Média da temperatura minima (°C); Painel B: Média da precipitacdo pluviométrica (mm).
Painel C: Média da umidade relativa do ar (%). Dados do Servico de Informacao
Meteoroldgica do Estado do Parana (SIMEPAR) estagao de Umuarama.
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A distribuicdo mensal das amostras positivas de acordo com os indicadores
climaticos esta representada na Figura 10. Verifica-se que mesmo nos meses
(agosto e setembro de 2013) que apresentaram um grande numero de amostras
coletadas, ou seja, indicando uma grande concentracdo de animais susceptiveis,
foram registrados poucos ou nenhum resultado positivo entre as amostras. A
distribuicao dos resultados positivos permite sugerir que temperaturas minimas e
precipitacoes pluviométricas baixas nao interferiram na epidemiologia da rotavirose
bovina na propriedade avaliada.

Figura 10. Distribuicdo mensal de amostras coletadas e resultados positivos para RV de acordo com
as médias dos indicadores climaticos. Painel A: temperatura minima (°C); Painel B:
precipitacdo pluviométrica (mm); Painel C: umidade relativa do ar (%) (margo de 2013 a
fevereiro de 2014).
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A Figura 11 demonstra a distribuicdo mensal da frequéncia de resultados
positivos com a sobreposi¢éo dos indicadores climaticos. Novamente observa-se
que o RV esteve ausente nos meses mais frios e com pouca precipitacdo
pluviométrica (julho e agosto de 2013) e no inicio da primavera onde ha o aumento e
intensidade das chuvas, ha uma tendéncia para o aumento de nimero de casos. O
més de marco de 2013 apresentou 50% de casos positivos, entretanto a elevada
frequéncia se deve ao numero reduzido de amostras (duas amostras), das quais

uma resultou positiva.

Figura 11 Distribuicdo da frequéncia mensal de diagndstico de rotavirus (%) de acordo com as
variaveis meteoroldgicas: Média da temperatura minima (°C); Média da umidade relativa
do ar (%); Média do indice pluviométrico (mm). (marco de 2013 a fevereiro de 2014).
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Um fato relevante observado no periodo de estudo foi a ocorréncia de um
surto de RV que acometeu 41% (11/27) dos bezerros com até 120 dias de idade,
entre 04 e 16 de outubro de 2013 (dados nédo apresentados). No surto animais de
sete dias, 14 dias, 21 dias foram acometidos, porém animais mais velhos, com até
116 dias de idade também apresentaram diarreia e eliminaram o RVA nas fezes
(Tabela 14). Neste periodo, por consequéncias da desidratacdo e infeccdes
secundarias, foi registrada a morte de quatro animais, dos quais a presenca do RV
foi confirmada nas fezes de trés deles.

Ao analisarmos os valores diarios dos indicadores que antecedeu o surto
(seis dias antes do registro dos primeiros casos) verificou-se que a precipitacao
pluviométrica foi aproximadamente quatro vezes maior que a média obtida nos
meses de setembro e outubro (Tabela 13). A umidade relativa e a temperatura nao

sofreram grandes alteragc6es no periodo.

Tabela 13. Comparacdo entre as médias dos indicadores climaticos dos meses de Setembro e
Outubro com as média dos seis dias que antecederam o inicio do surto.

] Precipitacao = Temperatura Umidade
Periodo o .
(mm) Média (°C) Relativa (%)
seis dias antes do surto (28/09/13 a 16,533 19,859 56,922
03/10/13)
setembro a outubro 2013 4,525 22,241 57,503

A Figura 12 apresenta as medigOes didrias das variaveis meteoroldgicas nos
meses de setembro e outubro de 2013, destacando-se o0s seis dias que
antecederam o inicio do surto (04/10/13). Pode-se notar que os seis dias que
antecederam o surto correspondeu a um periodo chuvoso com umidade relativa
oscilando préximo dos 50%.
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Figura 12. Distribui¢do diaria da precipitagéo pluviométrica, temperatura média e umidade relativa do
ar dos meses de setembro e outubro de 2013.
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A Tabela 14 apresenta as caracteristicas dos animais envolvidos no surto
incluindo dados relacionados a idade, sexo, raca, consisténcia das fezes, desfecho
clinico (morte ou vida) e ordem de cria da fémea. A idade dos animais que foram a
Obito indicam uma maior gravidade nos animais com até 21 dias de idade, visto que
0s cinco animais mais velhos (47 a 116 dias) envolvidos no surto recuperaram-se

sem graves complicacoes.

Tabela 14. Caracteristicas dos animais envolvidos no surto de rotavirose bovina na propriedade
leiteira de Mariluz, Parana (04 a 16 de outubro de 2013).

Bezerro Idade Primovacina¢do Desfecho
(nome mae) (dias) Sexo da mae clinico Fezes Raca Cria
PIPOCA 7 M Completa Vida Pastosa Girolando 22
CORACAO 7 F Ndo vacinada Morte Liquidas Girolando 12
PINTASILVA 7 M Completa Morte Pastosa Girolando 42
CABRITA 14 M Ndo vacinada Vida Liquidas Jersey holando 52
CHIFRINHA 14 M Incompleta Morte Liquidas Girolando 22
BORRACHA 21 M Ndo vacinada Vida Liquidas Holandés 12
BRASINHA 47 F Completa Vida Liquidas Girolando 62
MARELINHA JERSEY 49 M Completa Vida Liquidas Jersey holando 12
GAUCHINHA 56 F Incompleta Vida Liquidas Jersey holando 42
ASA BRANCA 88 F Nao vacinada Vida Liquidas Girolando 22
ESTRELINHA 116 M Incompleta Vida Liquidas Jersey holando 22

M: macho; F: fémea

Em relacdo a genotipagem dos RVA triados previamente pela EGPA, foi

possivel a amplificacdo e sequenciamento de fragmentos dos genes que codificam
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as proteinas VP4 e/ou VP7 de apenas oito amostras. A Tabela 14 mostra relaciona
os genotipos G[P] identificados e o numero de amostras de acordo com o periodo de
estudo. Entre os genotipos encontrados estéo inclusos o G6, G10, P[5] e P[11]. Em
algumas amostras nao foi possivel a caracterizacdo do genotipo [P], sendo

representado pela letra X.

Tabela 15. Genotipos G[P] de RVA detectados nas fezes de bezerros da propriedade de Mariluz,
Parana (2012-2013).
Periodo de estudo Genotipos de RVA G[P] (n)

Antes da vacinacao G6P[X] (n=2)

Apés vacinagao
Completa G10P[11] (n=2); G10P[X] (n=1)
Incompleta G6P[5] (n=1); G6P[X] (n=1)
Sem vacinacao G6P[5] (n=1)
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6 DISCUSSAO

O RVA ¢é reconhecidamente o agente etiolégico viral mais frequentemente
associado as diarreias neonatais em bezerros no mundo (WOODE 1976;
KHARALAMBIEV; GEORGIEV e MITOV, 1983; CASTRUCCI et al. 1988; CHAUHAN
e SINGH 1996; VENDE et al. 1999; PISANELLI et al. 2005; ALFIERI et al. 2006;
GHOSH et al. 2007). Estudos realizados sobre a ocorréncia do RVA em bovinos em
diversas regides do Brasil, tantos na pecuédria de corte como de leite, tém sido
documentadas com taxas de morbidade variando de 3 a 30% (BARBOSA et al.,
1988; BRITO et al., 1994; BUZINARO et al., 2000; JEREZ et al., 2002; ALFIERI et
al., 2006). Na avaliacao prévia (maio de 2012 a janeiro de 2013) da propriedade
leiteira familiar descrita neste estudo, foram constatadas elevadas taxas de
morbidade (39%) e mortalidade (13%) por RVA na populagédo de bezerros neonatos
com até 30 dias de idade.

Assim, apos a confirmacao do problema sanitario envolvendo o RVA, foram
identificados alguns fatores ambientais e de manejo que poderiam estar associados
a alta taxa de infecgdo entre os animais. Entre as falhas apontadas incluem o
manejo higiénico deficiente das instalacbes, mistura e superlotagdo de animais de
diferentes faixas etarias no mesmo piquete ou baia e 0 nao isolamento de animais
diarreicos, todas ja claramente evidenciadas como fatores de risco da rotavirose por
Bartels et al. (2010) e Freitas et al. (2011).

Boas praticas de higiene e manejo adequado dos animais associadas com a
vacinacdo materna tém sido adotadas mundialmente no controle e profilaxia da
rotavirose bovina (DHAMA et al., 2009). Uma vez que o proprietario nao se mostrou
disponivel para adequar as instalacdes fisicas para o0 manejo e abrigo dos animais,
foi instituida a partir de marco de 2013, apenas a vacinagdo das fémeas gestantes
com vistas a prevencao da enfermidade. Um dos objetivos do estudo foi avaliar a
eficacia da vacina frente ao desafio natural dos animais expostos num ambiente
altamente contaminado com o RVA, e sem qualquer interferéncia no manejo. Apés a
introducdo da vacina na propriedade, procedeu a avaliacao longitudinal prospectiva
da incidéncia de RVA em todos os animais nascidos ao longo de doze meses de
estudo (marco de 2013 a fevereiro de 2014). Embora na comparacdo dos
indicadores epidemiolégicos nos dois periodos distintos de estudo (antes e apés a
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introducdo da vacinacdo) foram observadas redugdes chamativas nas taxas de
mortalidade por diarreia, mortalidade especifica por RV e letalidade por RV (Tabela
6), ndao houve significancia estatistica. O mesmo padréo foi apresentado na
comparacado com o grupo de animais nascidos de vacas com o protocolo completo
na primovacinagdo (Tabela 7). Curiosamente, a taxa de morbidade por RV
aumentou no periodo apdés introducdo da vacinagdo, porém, também nao foram
significativas.

No segundo momento da pesquisa, direcionado apenas ao periodo pés
vacinagcdo, verificou-se que a primovacinacdo materna em condicées ideais
(completa com duas doses) nao foi capaz de conferir prote¢cdo aos bezerros contra a
infeccdo pelo RV quando comparados aos demais grupos (ndao vacinados e
incompleto), conforme demostrado nas Tabela 7 e 8. Resultados semelhantes
também ja foi relatado por Kaplon et al. (2013), onde o RVA esteve presente nas
fezes diarrreicas de 55,3% (21/38) dos animais nascidos de vacas vacinadas e em
65,1% (28/43) de vacas nao vacinadas, nao apresentando diferenca estatistica (p =
0,495). No Canada, Waltner-Towes et al. (1982) relataram que a vacinacao materna
nao foi efetiva para prevenir a diarreia em bezerros ou mortalidade sob condi¢des a
campo. Snodgrass et al. (1980) verificaram que a vacinacdao materna apenas
retardou o inicio da diarreia nos bezerros submetidos a exposicdo viral, sem
entretanto reduzir a gravidade. Kohara et al. (1997), além de néao verificarem
diferencas na protecdo dos bezerros, constataram que a estirpe de rotavirus
circulante era diferente da estirpe constituinte da vacina. No Brasil, Silva et al. (2008)
relataram que a infec¢do pelo RV foi significativamente maior nos bezerros nascidos
de vacas imunizadas contra rotavirose. No estudo realizado em dois rebanhos (68
vacas), sem infeccoes concomitantes, a prevaléncia da diarreia foi reduzida
significativamente em bezerros nascidos de vacas vacinadas (SNODGRASS, 1986).
Mc McNult e Logan (1987) observaram que a vacinagdo materna foi capaz de
proteger os bezerros frente a infeccao viral em condicdes naturais a campo. E um
estudo subsequente, a vacinacdo sob condicoes naturais a campo resultou em
reduzida eliminacao de RV e diarreia em bezerros.

Devido aos resultados conflitantes descritos na literatura, a utilizacdo da
vacina como método profilatico, ainda é muito controversa. Porém, a interpretacao
dos resultados pode ser complicada por inUmeros fatores, incluindo o delineamento
a campo (comparagdo de dados histéricos ou analise de vacas vacinadas e nao
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vacinadas no mesmo rebanho), ocorréncia de co-infeccdes por outros
enteropatégenos tais como Escherichia coli, Cryptosporidium e coronavirus bovino
(SAIF e FERNANDEZ, 1986). O declinio nas taxas de imunoglobulinas transferidas
passivamente pelo colostro e a baixa capacidade antigénica da vacina, também
foram indicadas como possiveis causas para os indices insatisfatérios de prevencao
(WALTNER-TOEWS et al., 1985). Na propriedade familiar de Mariluz o protozoario
Cryptosporidium foi detectado nas fezes de alguns animais incluidos neste estudo,
tanto em infecgbes singulares como em infecgdes mistas associadas ao RVA (dados
nao apresentados). Além disso, em decorréncia de informagdes imprecisas do
diagnéstico de prenhez para estimativa do parto, resultou em grupos heterogéneos
de vacas quanto a primovacinacao contra rotavirose. Das 63 fémeas prenhes, 40
receberam as duas doses recomendadas da vacina inativada no periodo pré parto,
atingindo uma cobertura vacinal de apenas 63%. Embora ndo seja a condicao ideal,
a falta de um efetivo controle reprodutivo constitui um problema de muitas
propriedades leiteiras de base familiar de nossa regiao e, portanto, a eficacia da
vacina frente a esta realidade também deve ser considerada.

Ainda, dada a continuidade da vacinacdo do rebanho nos meses
subsequentes ao término da pesquisa até o presente momento, o produtor relatou
que nao houve qualquer Obito por diarreia e o0s eventuais casos ocorridos
apresentaram-se com menor intensidade e rapida recuperacdo do animal. Em um
rebanho experimental da Argentina, uma diminuicdo progressiva na taxa de
mortalidade e morbidade prevalente devido a diarreia foi observada apds trés
sucessivos anos de vacinagado. Os autores descreveram que doses repetitivas da
vacina inativada contendo o genotipo G6 do RV permitiram a reducao da quantidade
e a duracdo da eliminagao viral por bezerros no campo, reduzindo efetivamente o
nivel de exposicao de RV no rebanho (CORNAGLIA; FERNANDEZ; GOTTSCHALK,
1992). A reducao das taxas de mortalidade por diarreia, mortalidade especifica e
letalidade nao foram significativas em nosso estudo, mas apresentou uma tendéncia
a diminuicao (Apéndice A).

Considerando a informacédo de que novilhas e vacas de 22 cria produzem
colostro com niveis de IgG mais reduzidos do que vacas com mais de duas crias,
distribuimos a frequéncia de resultados positivos para RV de acordo com a paridade
das vacas). Relata-se que bezerros nascidos de novilhas primiparas vacinadas
apresentaram maior morbidade devido a diarreia por RV do que bezerros nascidos
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de vacas vacinadas multiparas (SAIF e FERNANDEZ, 1986). Entretanto, em nosso
estudo, ndo observamos qualquer associacao significativa entre essas variaveis e a
frequéncia de deteccao de RVA (Tabela 10).

Feitosa, et al (2003) constataram que a partir de 24 horas, inicia-se uma
progressiva diminui¢cdo nos valores séricos da IgM e 1gG nos bezerros até os 30 dias
de idade, seguida por discretos aumentos indicando o estabelecimento de uma
imunidade ativa. No presente trabalho a idade de sete dias foi significativamente a
mais relacionada aos casos positivos de RVA (Tabela 11). O risco de infecgdo nos
animais com sete dias de idade foi 2,63 a 9,20 vezes maior do que nos animais com
14 e 21 dias respectivamente. Entretanto Buzinaro et al. (2009), encontrou diferenga
significativa em bezerros na faixa etaria de 16 a 30 dias, que apresentaram maior
frequéncia de infecgao por rotavirus (10,5%), diferindo significativamente da faixa de
31 a 45 dias (x> = 7,09; p < 0,01). Freitas et al. (2011) também encontraram
resultados que indicam uma maior frequéncia de infeccdo em neonatos com idade
entre um e 15 dias, estabelecendo assim, uma relacéo inversa entre a frequéncia de
positividade e a idade dos animais (P<0,05). Pode-se sugerir que o inicio do declinio
da imunidade passiva associado a uma grande pressdao de infeccdo possa ter
contribuido com a infeccdo dos animais mais jovens.

Em relacdo a sazonalidade as maiores frequéncias de resultados positivos
para RVA foram registradas no outono e na primavera de 2013. Nossos resultados
concordam com o Unico relato que avalia a sazonalidade das infecgbes pelo RV
bovino no Brasil. Neste trabalho a maior prevaléncia dos casos também ocorreu na
primavera em bezerros provenientes de rebanhos leiteiros do estado de S&o Paulo
(BUZINARO et al., 2000). O inverno foi a estacao climatica com a menor frequéncia
de detecgdo do RV nas fezes, contrariando os resultados de um estudo
epidemiolégico em bezerros infectados pelo RVA na india (CHAUHAN e SINGH,
1996).

Considerando os indicadores climaticos, as variagdes na frequéncia de
deteccdao do RVA foram diretamente proporcionais as variacbes da temperatura
minima e precipitacdo pluviométrica na distribuicdo por estacdo do ano (Figura 9).
No entanto, a escassez de dados nacionais e internacionais dos efeitos climaticos
sobre a prevaléncia de RV em sistemas de criagdo de bovinos nos impede de
estabelecer comparacdoes. Embora os efeitos dos fatores meteoroldgicos na
epidemiologia da infeccao sejam complexos, diversos estudos sugerem que
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temperaturas baixas, baixa umidade relativa do ar e niveis baixos de precipitacdo
aumentam o risco de transmisséo da infec¢do pelo RVA em criangas (ATCHISON et
al., 2010). Em suinos, alguns pesquisadores indicam uma correlacdo do aumento
dos casos de RV principalmente com a diminuicdo da umidade relativa do ar,
quando comparado a outros periodos com umidade maior (ALFIERI et al., 1999;
CARDOSO et. al., 2003). Segundo Utrera et al. (1984), niveis baixos de umidade
relativa influenciam a formacdo e o tamanho de aerosséis, indicando que em
periodos secos o transporte de particulas virais presentes em poeiras oriundas de
locais com fezes € mais facilitado. Em nosso estudo ndo conseguimos estabelecer
qualquer tendéncia a infeccdo baseado na umidade relativa do ar. Ao analisarmos
0s painéis de graficos por estacdo do ano, o inverno, que foi seco e com pouca
chuva, apresentou um numero muito baixo de casos, mesmo com a maior
concentracdo de nascimentos registrados no periodo de estudo.

A ocorréncia de um surto de rotavirose durante a primavera (04 e 16 de
outubro de 2013) acometeu animais de diferentes idades. Na analise das amostras
coletadas durante este surto, 11 animais estavam infectados com o RVA e resultou
na morte de trés deles. Oportuno ressaltar que, embora a infec¢do pelo RVA seja
significativamente maior em animais com até 30 dias de idade (ALFIERI et al.,
2006), neste surto, cinco animais mais velhos foram afetados, incluindo um animal
com 116 dias de idade (Apéndice B). Em humanos, Atchison et al. (2010) relatam
que na Europa os surtos de diarreias ocasionados pelo RV registram-se no final do
inverno e inicio da primavera, sugerindo que a sazonalidade da infeccao possa estar
relacionada com os fatores meteorolégicos. No presente estudo, na avaliacao diaria
dos indicadores climaticos, foi observada uma variacao expressiva na precipitacao
pluviométrica. Nos seis dias que antecederam o surto, a precipitacdo foi quatro
vezes maior do que a observada durante todo 0 més de setembro e outubro (Tabela
12). Freitas et al. (2011) também relataram a maior prevaléncia de RV em rebanhos
leiteiros do estado de Sao Paulo no periodo de chuvas, atribuindo ao fato as praticas
higiénicas mais deficientes. Na propriedade de Mariluz a higiene ambiental é
bastante precaria, sendo comum o acumulo de dejetos nas instalagbes de
permanéncia dos animais. O grande volume de chuvas registrado na época do surto
pode ter contribuido para a dispersdo do virus nos espacos compartilhados por
animais de diferentes faixas etarias, facilitando assim o ciclo de transmissao do RV.
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A umidade relativa do ar se manteve préxima de 55% ao longo dos seis dias
que antecederam o inicio do surto. Sattar et al. (1984), em uma pesquisa sobre a
viabilidade do RV aerossolizado em diferentes umidades relativas sob controle,
constatou a umidade de 50% (x5) como 6tima para sobrevivéncia do virus em
suspensao (meia vida de 40 horas). Esta constatacdo poderia constituir mais uma
condigdo favoravel para o desencadeamento do surto descrito. Entretanto, a
transmissdo do RV é bastante complexa e a analise isolada de fatores climaticos
nao é suficiente para elucidar a epidemiologia das rotaviroses.

Em relacdo aos resultados de genotipagem de RVA ndo foi possivel
estabelecer uma comparacao de frequéncias de G e P e suas combinagcdes devido
ao insucesso na amplificacdo gendémica de diversas amostras submetidas a RT-
PCR. As possiveis falhas continuam sendo investigadas e novas experimentacoes
estdo sendo conduzidas para esta conclusdo. Desta forma, os resultados aqui
apresentados sao preliminares e podem representar apenas parcialmente os
genotipos de RVA circulantes na propriedade leiteira de Mariluz entre os anos de
2012 e 2014. Foi possivel a determinacdo do genotipo G (gene VP7) em oito
amostras analisadas, das quais cinco foram identificadas como G6 e trés amostras
como G10. Em relacédo ao genotipo P (gene VP4), duas amostras foram compativeis
com P[11] e outras duas com P[5]; nas demais amostras ndo foi possivel a
determinacao de P (P[X]). Os genotipos encontrados na propriedade sao descritos
como 0os mais prevalentes na espécie bovina tanto no Brasil quanto em outros
paises (FALCONE et al.,1999; EL-ATTAR et al., 2002; BARREIROS et al., 2004;
GARAICOECHEA et al., 2006). Caruzo et al. (2010) encontraram uma
predominancia do gen6tipo G6 com 64,5%, seguido de 32,2% de G10 em um estudo
de caracterizacdo molecular em amostras fezes coletadas entre 1994 e 1995 no
estado de Goias. Buzinaro et al. (2009), relataram a predominancia do genotipo G6
em 61,1% das amostras durante os anos de 2003 e 2004 no estado de S&o Paulo.

Considerando as combinagdes dos genes VP7/VP4 foram detectadas
em duas amostras o genotipo G10P[11], além de outras duas sendo caracterizadas
como genotipo G6P[5]. Essas combinagbes também sdo descritas na literatura
como as mais frequentes na espécie bovina em diversos paises (HUSSEIN et al.,
1993; FUKAI et al., 1999; GHOSH et al., 2008). A predominancia de G6P[5] é
relatada na Australia, Irlanda, Franca e Argentina (SWIATEK et al., 2010; CASHMAN
et al., 2010; BADARACCO et al.,, 2012; KAPLON et al.,, 2013). Em pesquisa
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semelhante, o G6P[5] foi classificado como a combinagao mais prevalente, presente
em 40% das amostras coletadas de rebanhos no sul, sudeste e nas regides centrais
do Brasil entre 1996 e 1999 (ALFIERI et al., 2006).

Na analise dos genotipos de acordo com o periodo de estudo, somente duas
amostras de RVA detectadas no periodo que antecedeu a vacinagcao materna (maio
de 2012 a janeiro de 2013) foram genotipadas, com a identificacdo do genotipo G6
porém com P tipo indefinido (P[X]). Entretanto, devido ao pequeno numero de
amostras genotipadas nao se pode afirmar categoricamente que G6 era o Unico
genotipo circulante na propriedade no periodo que antecedeu a vacinagao.

Nas amostras de RVA detectadas em animais no periodo de estudo que
compreendeu a primovacinagdao materna, além do genotipo G6 foram detectados os
genotipos G10, P[5] e P[11]. Entretanto, G10 e P[11] foram identificados apenas nas
fezes dos animais nascidos de maes submetidas ao protocolo completo de
vacinacdo. Os RVA detectados em bezerros das maes que receberam protocolo
incompleto foram caracterizados como G6P[5] ou G6P[X], e aquele correspondente
ao bezerro da mae nao vacinada foi G6P[5] (Tabela 14).

De posse dessas informagdes observou-se que a vacina utilizada contendo os
genotipos G6 e G10 nao foi capaz de prevenir a infeccéo pelo RVA nem mesmo nos
bezerros nascidos das vacas com protocolo completo de vacinagéo. Inclusive, o
mesmo genotipo constituinte da vacina (G10) foi detectado nas fezes dos animais
infectados, nao conferindo protecdo contra um genotipo homoélogo. Uma vez que a
vacinacdo contra o RVA é uma préatica pouco comum nos rebanhos bovinos
brasileiros, os trabalhos relacionados aos genotipos de RVA circulantes em
rebanhos vacinados e nao vacinados sao incipientes. No Brasil, o Unico trabalho
existente foi desenvolvido por Barreiros et al., (2004) em rebanhos de corte e leite do
Mato Grosso do Sul, S&o Paulo e Parana. Neste, os autores detectaram os
genotipos classicos em rebanhos nao vacinados, G6[P1], G8[P1] e G6[P5]. Em
contrapartida, nos rebanhos vacinados os genotipos G6 e P[11] foram os
predominantes. Vale ressaltar que a vacina relatada por Barreiros et al. (2004) era
monovalente constituida pela amostra NCDV G6P[1] inativada, diferente do presente
estudo (multivalente inativada, sorotipos G6 e G10). Além disso, contrario aos
nossos achados, o genotipo G10P[11] nao foi detectado em nenhuma amostra.
Barreiros et al. (2004) sugerem que o desaparecimento do genotipo P[1] possa estar

relacionado com a imunidade homotipica conferida pela vacina. No entanto, com a
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continuidade da circulacdo do genotipo G6, constituinte da vacina, em rebanhos
vacinados, os autores sugerem que a resposta imune contra o virus vacinal possa
ser mais eficiente contra a proteina VP4 do que contra VP7, independente do
genotipo associado. Os resultados de genotipagem aqui apresentados sdo ainda
preliminares seria precoce e imatura qualquer conclusdo acerca do impacto da
circulacdo de genotipos do RVA nos diferentes periodos de estudo.

Até o0 nosso conhecimento este é o primeiro estudo epidemiol6gico
longitudinal prospectivo para avaliacao da incidéncia do RVA em um rebanho leiteiro
endemicamente infectado apds a introdugao da vacinacdo materna.

A alta frequéncia de deteccdo do RVA encontrada demonstrou que a
imunizacao materna, quando adotada sem a correcdo de possiveis fatores de risco
envolvidos, nao constituiu fator de protecéao para a populacao de risco. Além disso,
ao menos no primeiro ano de vacinagao, a medida podera representar um aumento

de custo para o produtor.
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7 CONCLUSOES

A presenca do rotavirus A (RVA) nas fezes de bezerros foi eficientemente
comprovada pela EGPA demonstrando a efetiva participacdo deste
enteropatdégeno nos casos de diarreia neonatal na propriedade leiteira de
base familiar do Noroeste do Parana;

A avaliagdo comparativa dos indicadores epidemioldgicos entre os dois
periodos de estudo (antes e apds a introducdo da vacina), indicou que a
primovacinacdo materna ndo reduziu a infeccdo pelo RVA, mas
apresentou uma tendéncia a reducdo da mortalidade e letalidade em
condi¢Oes naturais a campo;

Embora a frequéncia de detec¢do do RVA no grupo de animais nascidos
das fémeas com protocolo de vacinagdo completo tenha sido menor que
no grupo das nao vacinadas e com protocolo incompleto de imunizacéo,
esta diferenca nao apresentou significancia estatistica;

A maior frequéncia de RVA foi encontrada em animais com sete dias de
idade (p<0,05), apresentando um risco de infeccdo de 2,63 a 9,20 vezes
maior do que nos animais com 14 e 21 dias, respectivamente.

A condicao de paridade das fémeas nao constituiu um fator determinante
para a frequéncia de RVA;

As variacbes na frequéncia de deteccdo do RVA foram diretamente
proporcionais as variacbes da temperatura minima e precipitacdo
pluviométrica na distribuicdo por estacdo do ano. As maiores frequéncias
foram encontradas durante o outono e a primavera. O inverno foi a
estacdo climatica com o menor niumero de casos positivos, coincidindo
com os menores indices de temperatura minima e precipitacdo
pluviométrica;

A frequéncia de RVA nao foi associada as temperaturas minimas ou
baixas precipitagdes pluviométricas na propriedade avaliada.

A genotipagem identificou os genotipos G6, G10, P[5] e P[11] e as
combinacdoes G10P[11] e G6P[5] de RVA circulantes na propriedade. Os
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resultados preliminares sugeriram que a vacinagdo nao protegeu os

bezerros contra infecgdo com RVA homologo (G10).
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Apéndice A: Comparacdo dos coeficientes de morbidade por rotavirus (RV), mortalidade por diarreia, mortalidade especifica e

letalidade antes e apds a introducao da vacinacdo materna na propriedade leiteira de Mariluz, Parana (2012-2014).

Periodo de estudo

Indicadores epidemioldgicos

Variavels Antes vacinacao ApoOs vacinacao

epidemiologicas maio/2012 a jangl;2013 mar/2013 & jan§014 x°C  p<0,05 OR(IC) RR (IC)
Morbidade por RV 12 (39%) 33 (52%) 1,0565 0,3040 0,5742 (0,24-1,38)  0,7390 (0,45-1,22)
Mortes por diarreia 6 (19%) 7 (11%) 0,5940 0,4409 1,9200 (0,58-6,30) 1,7419 (0,64-4,74)
Mortes por RV 4 (13%) 5 (8%) 0,1573 0,6917 1,7185(0,43-6,91) 1,6258 (0,47-5,63)
Mortes letais por RV 4 (33%) 5 (15%) 0,8594 0,3538 2,800 (0,61-12,95) 2,2000 (0,71-6,86)

x 2C= qui-quadrado corrigido de Yates; OR=0Odds Ratio; RR=Risco relativo; IC=Intervalo de confianga de 95%
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Apéndice B: Relacao dos animais avaliados no periodo de estudo apds a introducao da vacinacao na propriedade leiteira

de Mariluz, Parana.

Id;:zt:rl:::éjo PI}RTO na[s)z:amzzto Sexo Raca Cole.t a Colet_a Colefa F_’rotoco.l ° d% Resultado M;J:’te Outros*

(nome da mae) FEMEA bezerro(a) 7°dia 14°dia 21°dia Primovacinacéao EGPA animal
Chifrinha 3° 12/03/2013 F Jersey Holando  19/03/2013 26/03/2013 02/04/2013 Incompleto positivo nao G6P[X]
Joaninha 1° 03/04/2013 M Gir 10/04/2013 semcoleta sem coleta nao vacinada positivo sim -
Tiazinha 4° 04/04/2013 F Jersey Holando  11/04/2013 18/04/2013 25/04/2013 completo positivo nao -
Revolugcédo 3° 07/04/2013 F Jersey Holando  14/04/2013 21/04/2013 28/04/2013 completo positivo sim -
Cabrita 5° 15/04/2013 M Girolando 22/04/2013 29/04/2013 06/05/2013 completo negativo nao -
Manhosa 1° 29/04/2013 F Girolando 06/05/2013 13/05/2013 20/05/2013 Incompleto positivo nao -
Paulista 5° 03/05/2013 M Girolando 10/05/2013 17/05/2013 24/05/2013 completo positivo nao G10P[11]
Mancinha 4° 03/05/2013 M Jersey Holando  10/05/2013 17/05/2013 24/05/2013 Incompleto positivo nao -
Chifrim 3peito 4° 04/05/2013 F Gir/Jersey 11/05/2013 18/05/2013 25/05/2013 completo positivo nao G10P[11]
Jersey 3 peito 5° 04/05/2013 M Gir/Jersey 11/05/2013 18/05/2013 25/05/2013 completo positivo nao -
Chita doida 6° 18/05/2013 M Girolando 25/05/2013 01/06/2013  08/06/2013 completo positivo nao G10P[X]
Mancinha ja 4° 18/05/2013 M Jersey Holando  25/05/2013 01/06/2013  08/06/2013 ndo vacinada negativo nao -
Roseira 4° 20/05/2013 F Girolando 27/05/2013 03/06/2013 10/06/2013 completo positivo nao -
Guaira 1° 22/05/2013 M Girolando 29/05/2013 05/06/2013 12/06/2013 Incompleto negativo nao -
Curuira 1° 25/05/2013 F Jersey Holando  01/06/2013 08/06/2013  15/06/2013 Incompleto positivo nao -
Estrelinha 2° 08/06/2013 M Jersey Holando  15/06/2013 22/06/2013 29/06/2013 Incompleto positivo nao 116 dias
Asa branca 2° 06/07/2013 F Girolando 13/07/2013 20/07/2013 27/07/2013 ndo vacinada positivo nao 88 dias
Pitissa jersey 3° 18/07/2013 F Jersey Holando  25/07/2013 01/08/2013  08/08/2013 completo negativo nao -
Manhosa biano 6° 21/07/2013 M Girolando 28/07/2013 04/08/2013 11/08/2013 completo negativo nao -
Cartucha 6° 21/07/2013 M Nelore/Gir 28/07/2013 04/08/2013 11/08/2013 nao vacinada negativo nao -

Datas negritadas correspondem as datas da coleta em que as amostras fecais resultaram positivas para RV na EGPA

* informagdes sobre a idade do animal no ato da coleta da amostra que resultou positiva para RV na EGPA ou resultado da genotipagem do RV, quando for o caso.
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Id::zt:r'fgé a)lo P;AARTO nal')sz:rangﬁ to  Sexo Raca Coleta Coleta Coleta Protocolo da Resultado M::;te Outros*

(nome da mde FEMEA bezerro(a) 7°dia 14°dia 21°dia Primovacinacao EGPA animal
Gauchinha 4° 08/08/2013 F Jersey Holando  15/08/2013 22/08/2013 29/08/2013 Incompleto positivo nao 56 dias
Sem terra 1° 08/08/2013 M Girolando 15/08/2013 22/08/2013 29/08/2013 ndo vacinada negativo nao -
Marelinha jersey 1° 15/08/2013 M Jersey Holando  22/08/2013 29/08/2013  05/09/2013 completo positivo nao 49 dias
Polaca 2° 15/08/2013 F Holandés 22/08/2013 29/08/2013 05/09/2013 Incompleto negativo nao -
Rainha 6° 16/08/2013 F Girolando 23/08/2013 30/08/2013 06/09/2013 nao vacinada negativo nao -
Brasinha (malhada) 6° 17/08/2013 F Girolando 24/08/2013 31/08/2013 07/09/2013 completo positivo nao 47 dias
Brasinha (vermelha) 6° 17/08/2013 F Girolando 24/08/2013 31/08/2013 07/09/2013 completo negativo nao -
Cocada Biano 2° 17/08/2013 F Girolando 24/08/2013 31/08/2013 07/09/2013 Incompleto negativo nao -
Barquinha F 2° 24/08/2013 F Girolando 31/08/2013 07/09/2013  14/09/2013 completo negativo nao -
Pombinha F 3° 31/08/2013 M Girolando 07/09/2013 14/09/2013 21/09/2013 completo negativo nao -
Pintadinha 5° 07/09/2013 M Girolando 14/09/2013 21/09/2013 28/09/2013 completo negativo nao -
Andurinha F 2° 08/09/2013 F Girolando 15/09/2013 22/09/2013  29/09/2013 completo negativo nao -
Rebeca F 2° 09/09/2013 F Girolando 16/09/2013 23/09/2013 30/09/2013 completo negativo sim -
Roxinha 2° 10/09/2013 F Girolando 17/09/2013  24/09/2013 01/10/2013 completo negativo nao -
Borracha 1° 12/09/2013 M Holandés 19/09/2013 26/09/2013 03/10/2013 nao vacinada positivo nao G6PI[5]
Chifrinha Biano 2° 16/09/2013 M Girolando 23/09/2013  30/09/2013 07/10/2013 Incompleto positivo sim -
Cabrita F 5° 19/09/2013 M Jersey Holando  26/09/2013 03/10/2013 10/10/2013 nao vacinada positivo nao G6PI[5]
Neguinha Biano 2° 19/09/2013 M Jersey Holando  26/09/2013 03/10/2013 10/10/2013 completo negativo nao -
Blz 4° 22/09/2013 M Jersey 29/09/2013 06/10/2013 13/10/2013 completo negativo nao -
Pintasilva 4° 25/09/2013 M Girolando 02/10/2013 09/10/2013 16/10/2013 completo positivo sim -
Coragéo 1° 04/10/2013 F Girolando 11/10/2013 semcoleta sem coleta nao vacinada positivo sim -
Pipoca Biano 2° 09/10/2013 M Girolando 16/10/2013 23/10/2013  30/10/2013 completo positivo néo -
Jamanta 5° 13/10/2013 F Girolando 20/10/2013 27/10/2013 03/11/2013 completo negativo nao -

Datas negritadas correspondem as datas da coleta em que as amostras fecais resultaram positivas para RV na EGPA
* informagdes sobre a idade do animal no ato da coleta da amostra que resultou positiva para RV na EGPA ou resultado da genotipagem do RV, quando for o caso.
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Id::zt:rl:‘::(i;o P?ARTO nal')sz:ran:ﬁto Sexo Raca Cole_t a Colet_a CoIe?a I?rotoco_lo daN Resultado M::;te Outros*
(nome da mde FEMEA bezerro(a) 7°dia 14°dia 21°dia Primovacinacéao EGPA animal
Boneca 10° 20/10/2013 F Girolando 27/10/2013 03/11/2013 10/11/2013 Incompleto negativo nao -
Sofia Biano 3° 30/10/2013 F Girolando 06/11/2013 13/11/2013 20/11/2013 completo negativo nao -
Bacana F 2° 02/11/2013 F Girolando 09/11/2013 16/11/2013 23/11/2013 completo negativo nao -
Gir 6° 25/11/2013 F Girolando 02/12/2013 09/12/2013 16/12/2013 completo negativo nao -
Morena tonin 10° 28/11/2013 M Girolando 05/12/2013 12/12/2013 19/12/2013 nao vacinada positivo nao -
Bordada 2° 05/12/2013 F Girolando 12/12/2013 19/12/2013 26/12/2013 ndo vacinada negativo nao -
Lambreta 2° 07/12/2013 F Girolando 14/12/2013 21/12/2013 28/12/2013 completo negativo nao -
Chita 6° 23/12/2013 F Girolando 30/12/2013 06/01/2014 13/01/2014 completo positivo nao -
Araga-pijuita 1° 25/12/2013 M Girolando 01/01/2014 08/01/2014 15/01/2014 completo positivo nao -
Tobogam F 7° 27/12/2013 F Girolando 03/01/2014 10/01/2014 17/01/2014 completo negativo nao -
Turuna 3° 10/01/2014 F Girolando 17/01/2014 24/01/2014 31/01/2014 completo positivo nao -
Figueira 4° 11/01/2014 M Girolando 18/01/2014 25/01/2014 01/02/2014 completo positivo nao -
Maiada Biano 3° 12/01/2014 M Girolando 19/01/2014 26/01/2014 02/02/2014 Incompleto positivo néo -
Careta 5° 17/01/2014 F Girolando 24/01/2014 31/01/2014 07/02/2014 completo positivo nao -
Negona chifruda 10° 19/01/2014 M Girolando 26/01/2014 02/02/2014 09/02/2014 completo positivo nao -
Chifrinha J 4° 20/01/2014 F Jersey Holando  27/01/2014 03/02/2014 10/02/2014 completo positivo nao -
Juaninha 2° 28/01/2014 M Jersey Holando  04/02/2014 11/02/2014 18/02/2014 completo positivo nao -
Baixinha 1° 28/01/2014 M Jersey Holando  04/02/2014 11/02/2014 18/02/2014 completo negativo sim -
Baguncinha 4° 11/02/2014 M Jersey Holando  18/02/2014 25/02/2014 04/03/2014 completo negativo nao -
Jersinha 2° 18/02/2014 F Jersey Holando  25/02/2014 04/03/2014 11/03/2014 completo negativo nao -

Datas negritadas correspondem as datas da coleta em que as amostras fecais resultaram positivas para RV na EGPA
* informagdes sobre a idade do animal no ato da coleta da amostra que resultou positiva para RV na EGPA ou resultado da genotipagem do RV, quando for o caso.
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APENDICE C: Solugées e Tampdes

e Hidratacao da silica
- 60 g de silica
- Adicionar 500 mL de agua MilliQ autoclavada
- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h
- Por succéo, desprezar 430 mL do sobrenadante
- Ressuspender a silica em 500 mL de agua bidestilada
- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar
- Desprezar 440 mL do sobrenadante
- Adicionar 600 uL de HCI (32% w/v) para ajustar o pH (pH=2,0)

- Aliquotar e autoclavar

e Solucao L6
- 120 g de tiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4
-22mL de EDTA 0,2 M pH 8,0
- 2,6 g de Triton x 100

e Solucao L2
- 120 g de tiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

e Tampao de amostra para eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)
- 0,2 mL de azul de bromofenol 1%
- 6,0 mL de SDS 10%
- 1 mL de 2-mercaptoetanol
-2,5mL de TRIS-HCI 0,5 M

e Tampao de corrida para EGPA
- 30 g de TRIS (0,24 M)
- 14,4 g de acido aminoacético (glicina) (NH2CH2COOH) (0,19 M)
- Agua bidestilada g.s.p. 1 litro



75

Tampao estabilizador de rotavirus (TRIS/Ca** 10 x)
-12,12 g TRIS (10 mM)
- 2,2 g cloreto de célcio (1,5 mM)
- Agua MilliQ autoclavada g.s.p. 1 L
pH=7,4

SDS 10%

- 5 g dodecilsulfato de soédio — Lauril sulfato de sédio — SDS
(C12H25Na04S)

- Agua MilliQ autoclavada g.s.p. 50 mL

Fenol / cloroféormio — alcool isoamilico (25:24:1)
- 24 mL fenol saturado
- 24 mL cloroférmio

-1 mL alcool isoamilico

Lower TRIS pH 8,8 para confeccao do gel inferior da EGPA
- 36,34 g de TRIS (1,5 M)
- Agua bidestilada g.s.p. 200 mL

Upper TRIS pH 6,8 para confeccao do gel superior da PAGE
-12,12 g de TRIS (0,5 M)
- Agua bidestilada g.s.p 200 mL

Solucao Acrilamida / Bisacrilamida
- 1,3 g de bisacrilamida
- 50 g de acrilamida
- Agua bidestilada g.s.p 100 mL

Solucao fixadora para EGPA
- 30 mL de alcool etilico absoluto
- 1,5 mL de acido acético
- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL



Solucao de nitrato de prata para EGPA
- 0,55 g de nitrato de prata
- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

Solucao reveladora para EGPA
- 9 g de hidroxido de sodio
- 2,5 mL de formaldeido
- 0,06 g de borohidreto de sédio
- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

Solucao stop da coloracao para EGPA
- 15 mL de acido acético P.A.
- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

Solucao conservadora para EGPA
- 15 mL de alcool etilico P.A.

- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

Gel inferior (7,5%) ou gel de resolucao da EGPA
- 5 mL de Lower TRIS
- 3 mL de acrilamida/bisacrilamida
- 50 yL de TEMED
- 0,56 de mL persulfato de aménio 2%
- 11,44 mL de agua bidestilada

e Gel superior (3,5%) ou gel de empilhamento da EGPA
- 2,5 mL de Upper TRIS
- 1 mL de acrilamida/bisacrilamida
-100 uL de TEMED
- 0,60 mL de persulfato de aménio 2%
- 6,20 mL de agua bidestilada
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APENDICE D: Protocolo de Técnicas

e Suspensao fecal — Extracao bruta
- 1g do extrato fecal
- 9 ml de tampéao TRIS/Ca*+ 1x
(Para amostras muito liquidas estabelecer a proporgéo 1:2)
- Homogeneizar
- Centrifugar 10 min a 10.000 x g
- Recolher sobrenadante

- Identificar e estocar em frascos a 42 C

e Extracao do RNA: associacdao das técnicas fenol/cloroférmio — alcool
isoamilico e silica/ isotiocianato de guanidina

- 400 uL da suspensao fecal

- 400 uL de fenol / cloroférmio — alcool isoamilico

- Homogeneizar em vértex

- Banho-maria a 56° C durante 15 min.

- Centrifugar a 10.000 x g durante 10 min.

- Recolher sobrenadante em outro tubo

- 30 uL de silica hidratada

- 900 plL de solugao L6

- Homogeneizar em vortex

- Agitar durante 30 min. a temperatura ambiente

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante em solugao contendo NaOH 10M
- Adicionar 500 uL de solucéo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante em solugao contendo NaOH 10M
- Adicionar 500 pL de solucao L2

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 s.



- Desprezar sobrenadante em solugdo contendo NaOH 10M
- Adicionar 1 mL de etanol a 70%

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante

- Adicionar 1 mL de etanol a 70%

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante

- Adicionar 1 mL de acetona PA

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 g durante 1 min.

- Desprezar sobrenadante

- Secar o pellet em banho-maria a 56° C durante 15 min. (tubo aberto)
- Adicionar 50 pL de agua MilliQ autoclavada

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria a 56° C durante 15 min. (tubo fechado)
- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 x g durante 2 min.

- Recolher sobrenadante em eppendorf de 500 pL

- Estocar a -20°C

Montagem das placas de eletroforese e aplicacao das amostras:

- Placas de vidro, espagadores e pente: lavar com agua e sabao, secar e
limpar com alcool.

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

- Fixar as placas com grampos

- Selar as extremidades com agar 2%.

- Adicionar gel inferior (gel de resolucao) e aguardar a polimerizacao

- Adicionar o gel superior (gel de empilhamento)

- Introduzir o pente para formacéo das canaletas

- Aguardar polimerizacao
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Apo6s completa polimerizacao do gel, fixar cuidadosamente as placas a cuba
de eletroforese.

Adicionar tampéo de corrida nos reservatérios superior e inferior da cuba.
Retirar espagador inferior e 0 pente

Adicionar amostras nas canaletas — amostras: aliquotar 15 yL de amostra de
RNA + 3uL de tampao de amostra - em tubo tipo ependorff novo - banho-
maria 56°C por 10 a 15 minutos.

Apos adicéo de todas as amostras, ligar a fonte da eletroforese e ajustar a
corrente (inicialmente manter em 60V a 20mA; aumentar a corrente para
100V apds a migracao das amostras para o gel inferior).

Aguardar a corrida eletroforética mediante visualizacdo da migracao do

corante azul de bromofenol préximo ao limite inferior do gel de poliacrilamida

Coloracao do gel de poliacrilamida

ApOs a eletroforese, transferir o gel em um recipiente e submergir em solucao
fixadora por 30 minutos (o gel pode permanecer por mais tempo nesta
solucao)

Desprezar solugao fixadora

Adicionar a solucéo contendo o corante nitrato de prata. Deixar o gel por 30
minutos nesta solucéo, sob agitacoes periddicas

Desprezar a solug&o corante; lavar o gel 2 vezes com agua destilada
Adicionar a solucédo reveladora

Manter o gel na solucao reveladora até visualizacao das bandas

Apés visualizacao das bandas, interromper a revelagéo pela adicao da
solugcado STOP por 15 minutos, no minimo

Manter o gel em solucao conservadora até a secagem e/ou
fotodocumentacao
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ANEXO A: Dados meteorolégicos SIMEPAR (2012-2014)

Temperatura Maxima Absoluta (°C)
Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)
Inicio operacio: 1997-06-01
Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 35,8 37,6 35.6 344 294 29,2 32 314 38,6 37,3 36,1 36,7
2013 35,2 35,5 33,7 30,8 32 274 30,9 32,8 36 34,3 35,3 35
2014 35,9 38,1 33,7 33,3
Temperatura Minima Absoluta (°C)
Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)
Inicio operacéo: 1997-06-01
Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 16,6 18,2 8,8 9 6 6,5 3.8 9,8 5,6 14,3 17,9 18,9
2013 17,4 17,1 15,4 10,8 8,2 7.5 0 2,6 5,5 11 16 18,6
2014 17,7 17,3 15 12,3
Temperatura Média (°C)
Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)
Inicio operacio: 1997-06-01
Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 24,8 26,3 24,7 22,3 19,5 17,8 18,1 22,2 23,6 24,6 25,3 26,3
2013 25,1 243 25,3 20,7 18,9 17,2 16,1 18,6 21,7 22,8 24,5 259
2014 25,9 26,3 23,8 21,7
Umidade Relativa Média (%)
Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)
Inicio operacio: 1997-06-01
Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 69,6 64,5 60,3 72,8 74 81,7 69,5 53,7 49,1 65,6 65,9 75
2013 69,8 80,3 71,1 71,5 78,5 88,8 73,1 60,6 62,1 69,7 69,9 73,7
2014 75,1 68,5 78,4 88,7
Precipitacdo Acumulada (mm)
Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)
Inicio operacio: 1997-06-01
Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 226,2| 1364 83,4| 1482 13272 186 60,2 44 52,8 184,8| 117,8 163,6
2013 72,8 292 220,6 85| 1684 394 61,8 7,2 88,8 1872 2414 128.6
2014 121,6 173| 1164 98,6
Precipitacdo Acumulada (mm)
Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)
Inicio operacio: 1997-06-01
Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 226,2| 1364 83,4| 1482 1322 186 60,2 4,4 52,8 1848 117.8 163,6
2013 72,8 292 220,6 85| 1684 394 61,8 7,2 88,8] 1872] 2414 128,6
2014 121,6 173| 1164 98,6
Velocidade do Vento Média (m/s)
Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)
Inicio operacio: 1997-06-01
Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 2,6 2,2 1,8 2,1 2,7 2,5 2,3 33 2,9 2,8 2,2 2.4
2013 2.4 2.4 2,3 2,2 24 2.4 2,6 3,1 3 2,7 3 2,3
2014 2.4 2,5 2,3 2,1
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Pressio Média (hPa)

Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)

Inicio operacio: 1997-06-01

Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 955,5| 956,6] 9582 9582| 9613 961 961,6 963 959,9] 956,5| 9552 954.,8
2013 956,4| 956,6] 957.6] 959,6] 960,1] 960,8 963 9614 959,5| 9582 956 9544
2014 957,7|  956,8 958 958.,8

Radiacao Solar Média (W/m?)

Estacao : 23445317 - Umuarama ( Simepar)

Inicio operacao: 1997-06-01
Ano Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez
2012 491,1| 488,6] 484,8| 347,1| 3469 242 303] 4482 4854| 4638 491,6 452,1
2013 4944 4184 396,7| 419,5] 331,8] 226,7| 336,1| 4254 4229| 442,1| 511,1 486.,6
2014 466,1| 500,6] 428.6 270,2




