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CAMPANHA, Joice Elaine Teixeira. Estudo longitudinal da infeccdo do rotavirus
C em leitegadas de até uma semana de idade. 2016. 63fls. Dissertagdo (Mestrado
em Ciéncia Animal; Area de Concentracdo: Sanidade Animal) — Universidade
Estadual de Londrina, Londrina. 2016.

RESUMO

A diarreia neonatal € um dos principais problemas sanitarios que acomete a
suinocultura. O rotavirus A (RVA) é considerado o RV mais frequentemente
detectado em surtos de diarreia em leitdes no mundo. No entanto, nos ultimos anos,
o rotavirus C (RVC) tem sido relatado em surtos de diarreia em leitdes evidenciando
a importancia dessa espécie no desenvolvimento da rotavirose. O objetivo deste
estudo foi avaliar a incidéncia da infecgao pelo RVC em leitbes neonatos com até
sete dias de idade, durante cinco semanas. Para este estudo, 534 leitdes
provenientes de 50 leitegadas foram monitorados diariamente para a ocorréncia de
diarreia. Um total de 206 amostras de fezes diarreicas foram colhidas e classificadas
de acordo com sua consisténcia (pastosa, semi-liquida e liquida). Alguns parametros
de produgdo para as leitegadas e para os leitdes também foram avaliadas neste
estudo. Todas as leitegadas foram classificadas de acordo com a ordem de parto
(OP) das matrizes, em cinco categorias (OP1 a OPS5). Com relagdo ao tamanho das
leitegadas (TL), as leitegadas foram divididas em dois grupos, incluindo matrizes
com até 10 leitdes (TL<10) e matrizes com mais de 10 leitdes (TL> 10). De acordo
com o peso ao nascer (PN) os leitdes foram classificados em PN1 (1,2-1,3 kg) e PN2
(> 1,3-1,4 Kg). Todas as amostras fecais foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA), com intuito de detectar o RNA fita dupla do RV, e as
amostras com resultado inconclusivo e negativo na EGPA foram submetidas a
amplificagdo parcial do gene VP6 do RVC. A analise estatistica foi realizada por
meio do teste qui-quadrado (¥2). Dos 534 leitdbes monitorados 206 (38,6%)
apresentaram diarreia, desses 71/206 (34,5%) foram positivos para RVC. A
incidéncia de RVC foi de 71/534 (13,3%). De acordo com a consisténcia fecal a mais
alta incidéncia de RVC ocorreu nas amostras fecais com consisténcia liquida
(42,2%). Das 50 leitegadas monitoradas 33/50 (66%) das leitegadas apresentaram
amostras de fezes positivas para RVC. De acordo com a ordem de parto, a
incidéncia de RVC variou de 33,3% a 87,5%; o grupo com tamanho da leitegada TL>
10 e o grupo de PN2 apresentaram maior incidéncia (73,5 e 71,0%,
respectivamente) de RVC quando comparado com outros grupos avaliados.
Contudo, nenhum dos paradmetros avaliados (OP1 a OP5; TL<10 e TL>10; e PN1 e
PN2) foi observada diferenca estatistica significativa. A detecgdo de RVC em
amostras de fezes diarreicas em todo periodo avaliado aumentou a carga viral no
ambiente contribuindo para a disseminagédo do virus para outras leitegadas e para
outras faixas etarias presentes no rebanho. Além disso, este € o primeiro estudo
longitudinal prospectivo sobre os aspectos epidemiolégicos da infeccéo pelo RVC
em leitdes neonatos com até sete dias de idade.

Palavras-chave: Leitdo. Ordem de parto. Incidéncia. RVC



CAMPANHA, Joice Elaine Teixeira. A longitudinal study of rotavirus C infection
in litters up to 1-week-old. 63f. Dissertation (Master Degree in Animal Science) —
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ABSTRACT

The neonatal diarrhea is a major sanitary problem in the Piglet Production Units.
Porcine rotavirus (RVA) is considered the most frequently RV detected in piglets
diarrhea outbreaks worldwide. However, the reports of rotavirus C (RVC) involved in
diarrhea outbreaks in piglets showing the importance of that species in the
development of rotavirus in very young piglets have been increased in the last years.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the incidence of infection in
neonates RVC piglets up to seven days old, for five weeks. For this study, 534 piglets
from 50 litters were monitored daily for the occurrence of diarrhea. A total of 206
diarrheic fecal samples were collected and classified according their score. Ten fecal
samples with normal consistency were randomly collected from asymptomatic piglets
from the same litters and used as negative controls. Some production parameters for
the litters or piglets were also evaluated in this study. All litters were classified
according the number of parities of sows in five categories of sow parity (SP 1 to 5).
Regarding the size, the litters were further divided into two groups (Litter Size - LS)
including litter having up to 10 piglets (LS<10) and litter having more than 10 piglets
(LS>10). According to the birth weight (BW) the piglets were classified in BW1 (1.2
to 1.3 Kg) and BW2 (>1.3 to 1.4 Kg). All fecal samples were screened for dsRNA of
RV by a silver stained-polyacrylamide gel electrophoresis (ss-PAGE), and samples
with both inconclusive and negative results were submitted to partial RVC VP6 gene
amplification. Statistical analysis was performed using chi-square test (x2). Of the
534 piglets monitored 206 (38.6%) had diarrhea, these 71/206 (34.5%) were positive
for RVC. The incidence of RVC was 71/534 (13.3%). In the control group (n=10) only
1 (10%) sample was positive. According the fecal consistency the highest frequency
detection of RVC occurred in the liquid fecal samples (42.2%). When the results of
RVC dsRNA detection were distributed by the litters evaluated in this study, 33/50
(66%) litters have positive fecal samples. According to the order of sow parity, the
frequency of RVC detection varied from 33.3% to 87.5%; the litter size group LS>10
and the birth weight group 2 (>1.3 to 1.4 Kg) showed higher frequency (73.5% and
71.0%, respectively) of RVC detection when compared with other evaluated groups.
However, in any of the evaluated parameters (SP1 to 5; LS1 and 2; and BW1 and 2)
was observed significant difference between groups. Nevertheless, the detection of
RVC in diarrheic fecal samples throughout all period evaluated increases viral load in
the environment contributing to the spread of the virus to other litters and other age
groups present in the herd. In addition, this is the first longitudinal study regarding
epidemiological aspects of RVC infection in newborn piglets up to seven days old.

Key words: Piglets. Birth order. Incidence. RVC
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 Introducéo

A cadeia produtiva de suinos no Brasil, a exemplo de outras modalidades
produtivas do agronegécio brasileiro, vem crescendo significativamente nos ultimos
anos. Este crescimento € demostrado quando se analisa o0s indicadores
socioeconémicos do pais, tais como o volume de exportacdo, a participacdo no
mercado mundial, e a geracédo de empregos (diretos e indiretos), evidenciando que a
exploragéo dessa atividade ocorre de forma econémica e competitiva (CALDERARO
et al., 2001; GONGCALVES; PALMEIRA, 2006; ALFIERI et al., 2012). O Brasil se
consolidou como o quarto maior produtor e exportador de carne suina do mundo,
com 3,3 milhdes de toneladas produzidas anualmente. Deste total, 600 mil toneladas
sdo exportadas para 70 paises. Dentre os estados brasileiros o Parana, se destaca
como o terceiro maior produtor de carne suina, tendo abatido em 2014 20,04% do
abate total do pais (ABPA, 2015).

A diarreia neonatal continua sendo um dos maiores problemas da
suinocultura brasileira, causando grandes prejuizos econémicos ao setor (ALFIERI
et al.,, 2012). Ao mesmo tempo, o Brasil alcangou um patamar impar quando o
assunto é sanidade. Na suinocultura, o pleno controle da producdo manteve o pais
livre nas ultimas décadas de registros de duas doencas graves, a Diarreia Suina
Epidémica (PED) e a Febre Aftosa sendo a ultima de notificagdo obrigatéria (ABPA,
2015).

A diarreia acomete principalmente leitbes nas fases de maternidade e creche.
Falhas na protecao passiva e imaturidade do sistema imune s&o o0s principais fatores
de risco para leitdes no pré-desmame (DEWEY et al., 2003; KATSUDA et al., 2006).
Ja no periodo de pos-desmame, a ocorréncia de diarreia € influenciada pelas
alteracbes de ordem social e alimentar a que esses animais sdo submetidos
(SPENCER et al., 1989; PAUL; LYOO, 1993; KATOULI et al., 1995; MELIN et al.,
2000; CALDERARO et al., 2001; ALFIERI et al., 2012).

A morbidade e a mortalidade em leitdes causada pelas diarreias neonatais
determinam prejuizos econdbmicos tanto na suinocultura nacional como mundial.
Diarreia nos leitdes nas fases de maternidade e também no pds-desmame podem

aumentar os custos de producéo, em decorréncia dos gastos adicionais com méao de
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obra e medicamentos, além da reducdo no ganho de peso dos leitdes
comprometidos e a presenca de lotes heterogéneos ao desmame (SILVA et al.,
1998; LINARES et al., 2009; ALFIERI; ALFIERI; BARRY, 2010; ALFIERI et al.,
2012).

1.2 Diarreia neonatal X Mortalidade em suinos

Tagliari e Brito (1998) observaram a ocorréncia de diarreia em 1801 leitbes
lactentes, onde a maior ocorréncia de diarreia e maior prejuizo econémico ocorreram
na primeira semana de vida, com reducéo do ganho de peso diario por volta de 21%
e mortalidade 0,51%. No estudo realizado por Brito e colaboradores, sobre as
possiveis causas de mortalidade de leitdes lactentes em granjas do Parana, a
diarreia ficou entre as cinco principais causas, onde a taxa de mortalidade perinatal
foi de 11,28% e a diarreia foi responsavel por 0,16% deste total (BRITO et al., 1995).
Azevedo e colaboradores (2015) avaliaram a causa da morte de 2837 leitdes
lactentes e constataram que 6,7% das mortes foram devido a diarreia.

Em 2004, no Estado de S&ao Paulo, Abrahdo e colaboradores, observaram
que a principal causa da morte de leitdes por doencas, foi a sindrome diarreia com
frequéncia de 1,1% do total de nascidos vivos, e sugeriram que as enterites
infecciosas representam a principal causa de mortalidade de leitdes no periodo pré-
desmame. Em um estudo conduzido no Rio Grande do Sul, no periodo de 2010 a
2013, 215 matrizes com média de 516 leitdes nascidos foram avaliadas e a taxa de
mortalidade de leitbes por diarreia foi de 1% (AIRES et al., 2014). Junior e
colaboradores (2010), no Estado do Mato Grosso, ao avaliarem a porcentagem de
mortalidade em leitbes com até seis dias idade, encontraram 11% de mortalidade

por diarreia dos 48416 leitdes nascidos vivos avaliados.

1.3 Diarreias neonatais em suinos

A diarreia neonatal em suinos é caracterizada uma sindrome multifatorial e
multietiologica, podendo estar envolvidos fatores ambientais, nutricionais,
imunologicos e diferentes agentes etioldgicos, como bactérias, parasitas, virus e
toxinas. (BRITO et al.,, 1995; TAGLIARI; BRITO, 1998; GREGORI et al., 2004;
KATSUDA et al., 2006; ALFIERI et al., 2012).
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Dentre 0s agentes etiolégicos que causam enterite em suinos, o rotavirus
(RV) € um dos principais envolvidos, ocasionando diarreia em leitdes nas fases de
maternidade e creche (ALFIERI et al., 2012). Quadros de diarreia por RV, em
animais de producdo assumem elevada importancia em virtude do impacto
econdmico gerado no setor produtivo (ALFIERI; ALFIERI; BARRY, 2010).

A infeccdo causada pelo RV pode ser sintomatica, geralmente observado nos
animais de maternidade e creche, ou assintomatica sendo estes animais
considerados portadores e importantes transmissores deste virus para individuos em
outras fases de criacdo (PAUL; LYOO, 1993; ESTES; KAPIKIAN, 2013). As matrizes
geralmente assintomaticas, durante o periodo do periparto também sé&o
consideradas importante fonte de infec¢do para os neonatos. A gravidade da doenca
pode estar relacionada a viruléncia da cepa infectante, carga viral, fatores
ambientais e associacdo com outros patégenos (PAUL; LYOO, 1993; LINARES et
al., 2009).

1.4 Rotavirus

O género RV pertence a familia Reoviridae e a subfamilia Sedoreovirinae. O
virion tem aproximadamente 70-90 nm de didametro e é constituido por 11 segmentos
gendmicos de RNA fita dupla (RNAfd), envolto por trés camadas proteicas
concéntricas de simetria icosaédrica, que formam o0s capsideos externo,
intermediario e interno (ESTES; KAPIKIAN, 2013).

Cada segmento genémico do RV codifica uma proteina viral, sendo assim
chamado de monocistronico, exceto o segmento 11 que codifica duas proteinas,
totalizando seis proteinas estruturais, denominadas VP (viral protein), e seis
proteinas ndo estruturais, denominadas NSP (non-structural protein) (ESTES;
KAPIKIAN, 2013).

Na camada interna do capsideo, denominado de core ou nucleo viral,
encontram-se as proteinas VP1, VP3 e VP2, sendo que as duas primeiras estédo
associadas ao genoma viral. A camada intermediaria € composta pela proteina VP6
e a externa pelas proteinas VP4 e VP7. As proteinas ndo estruturais do RV séo
denominadas NSP (NSP1 a NSP6) (Figura 1) (PATTON, 1995; ESTES; KAPIKIAN,
2013).
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Figura 1. Representacdo esquematica das estruturas do RV demostrando as
proteinas virais que compdem as camadas interna, intermediaria e externa do
capsideo.

Rotavirus

Outer capsid
VP7

VP8 VPS5

T=13
Intermediate BpVRLYPS Intermediate T=12

capsid VP2 capsid Inner capsid
Inner capsid

Fonte: www.slideteam.net

A proteina mais abundante do virion € a proteina estrutural VP6, que forma a
camada intermediaria do capsideo. Os RV séo classificados em oito espécies (A-H),
de acordo com as caracteristicas antigénicas e moleculares da proteina VP6
(MATTHIINSSENS et al., 2012; ESTES; KAPIKIAN, 2013; ICTV, 2014). No entanto,
recentemente Mihalov-Kovacs e colaboradores (2015) propuseram uma nova
espécie de RV (RVI) que foi detectado em cées. Das nove espécies de RV, apenas
as espécies A, B, C e H determinam infec¢bes que, por sua frequéncia, podem ser
consideradas de importancia epidemiolégica para humanos e animais (ESTES;
COHEN, 1989; ALFIERI et al., 1999b; RAHMAN et al., 2007; NAGASHIMA et al.,
2008; MEDICI et al., 2010; MOLINARI, et al., 2012). Os outros grupos de RV
infectam apenas animais (PEDLEY et al., 1986; DEVITT; REYNOLDS, 1993).
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1.5 Epidemiologia do rotavirus

A transmissao do RV pode ser de forma direta ou indireta, pela via fecal-oral,
geralmente associada a ingestdo de agua ou alimentos contaminados pelo virus
(ESTES; KAPIKIAN, 2013). No entanto, h4 relatos da possibilidade de transmisséo
via aérea, sugerindo assim uma forma alternativa de transmissdo (COOK et al.,
1990).

Os RV possuem tropismo por enterdcitos das porcdes apical e intermediaria
das vilosidades intestinais, presentes no intestino delgado, principalmente no terco
final do jejuno e inicial do ileo, de animais jovens e criancas (LUNDGREN;
SVENSSON, 2001; ZLOTOWSKI; DRIEMEIER; BARCELLOS, 2008). A diarreia é
decorrente da ma absorcdo devido a lise celular, diminuicdo das secrecdes de
enzimas digestivas, por alteracédo funcional das juncdes celulares, além da producéo
da enterotoxina viral NSP4 que é caracteristica dos RV (ZLOTOWSKI; DRIEMEIER,;
BARCELLOS, 2008; GREENBERG; ESTES, 2009).

Dentre os sinais clinicos da rotavirose a consisténcia das fezes variam de
pastosa a liquida, com cor variavel e que perdura em média por dois a cinco dias em
média. Os animais podem apresentar anorexia, prostracdo e desidratacao iniciando
por volta do terceiro dia pos-infeccao (Pl), especialmente em leitbes muito jovens,
nos quais a infeccdo é mais grave. O RV pode ser excretado nas fezes por sete a
oito dias apoés a infec¢éo (THEIL et al., 1985; PAUL; STENVERSON, 1999; DEWEY
et al., 2003).

Um ponto importante referente a epidemiologia dos RV é a evidéncia da
possibilidade de reassortment (ressortimento), podendo ocorrer quando uma célula é
co-infectada por dois ou mais RV, de modo que o virion decorrente dessa infeccdo
podera ter segmentos gendmicos originados dos dois virus progenitores, formando
uma nova combinacdo dos segmentos gendmicos (ESTES; COHEN, 1989;
GOMBOLD; RAMIG, 1994). O ressortimento pode facilitar a transmissao
interespécies, além de aumentar a capacidade infecciosa do RV a partir da formacéo
de novas cepas virais, evidenciando a variabilidade e complexidade desse virus
(TANIGUCHI; URASAWA,1995; SANTOS et al.,1999).
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1.6 Epidemiologia do rotavirus C

O rotavirus C (RVC) foi identificado na década de 80, nos Estados Unidos da
Ameérica (EUA), em um leitdo de 27 dias de idade apresentando diarreia (SAIF et al.,
1980). Como a microscopia eletrdnica 0 agente etioldgico apresentava morfologia
semelhante aos RV, foi inicialmente denominado como pararotavirus, rotavirus
atipico, ou ainda rotavirus ndo grupo A (BRIDGER et al., 1987; SAIF et al., 1989).

Entre os anos 80 e 90 o RVC foi identificado como importante patégeno
entérico em humanos (RODGER; BISHOP; HOLMES, 1982) e também em outras
espécies animais, como bovinos (TSUNEMITSU et al., 1991), cdes (OTTO et al.,
1999) e furbes (TORRES-MEDINA, 1987).

Em humanos, o RVC é a segunda espécie de RV mais frequente e esta
associado a casos esporadicos e surtos de gastroenterite em todo o mundo. O RVC,
geralmente acomete criancas maiores de trés anos de idade e adultos, ao contrario
do rotavirus A (RVA), gue acomete principalmente criancas menores de trés anos de
idade (ARISTA et al., 1990; JIANG et al., 1995; KUZUYA et al., 1998; ESONA et al.,
2008).

Em suinos estudos sorolégicos demostraram alta prevaléncia de anticorpo
(Ac) para RVC em rebanhos de todo o mundo (BROWN et. al., 1987; BRIDGER,
1987; TERRET et al., 1987; SAIF, 1989). Soro de suinos de diferentes faixas etarias
foram analisados e a soropositividade variou de 59 a 86% em leitbes, aumentando
com a idade, alcancando até 100% em suinos adultos (TERRET et al., 1987). Taxas
de soropositividade de 93% e 97% foram encontradas em soro de suinos adultos no
Japao e EUA, respectivamente (TSUNEMITSU; JIANG; SAIF, 1992).

No Brasil, com o intuito de identificar os principais agentes etioldgicos
envolvidos nos episédios de diarreia do pré e do pés-desmame dos leitdes Fitzgerald
e colaboradores (1988) realizaram um amplo estudo que avaliou a presenca de
cinco importantes enteropatdogenos. O RV, tanto em infec¢des singulares quanto em
infeccbes mistas, em associacao principalmente com Escherichia coli, foi o agente
etiologico mais frequentemente detectado. Brito e colaboradores (1995), avaliaram
nos periodos de verédo e inverno no Parana, os agentes etioldégicos causadores de
diarreias em leitdes lactentes, sendo que a infeccdo mista entre RV e Escherichia
coli (31%) foi considerada a principal etiologia. Nesse mesmo estudo o RV foi
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identificado em 31/68 (45,6%) amostras de fezes de leitdes com diarreia e 0 RVC foi
diagnosticado em 3% das 31 amostras positivas para RV.

Varios estudos conduzidos a partir da década de 90, em diferentes partes do
mundo inclusive no Brasil, identificaram o dsRNA do RVC em amostras de fezes
diarreicas de suinos com diferentes faixas etérias, sendo a ocorréncia de forma
singular ou em associagcdo com outros enteropatégenos (Quadro 1) (ALFIERI et al.,
1999a; KIM et al.,, 1999; MARTELLA et al., 200723, 2007b; JEONG et al., 2009;
MEDICI et al., 2010, 2011; LEE et al., 2011; AMIMO; VLASOVA; SAIF, 2013;
MARTHALER et al., 2013; LORENZETTI et al., 2014; STIPP et al., 2015; POSSATTI
et al., 2016).

Quadro 1. Deteccao do rotavirus C em amostras de fezes de suinos com ou sem
diarreia em infeccdo mista ou singular, de acordo com o pais de origem.

AMOSTRAS
PAIS TECNICA TOTAL POSITIVAS (%) REFERENCIAS
Australia PAGE 237 7 (2,95) Nagesha et al. (1981)
Canada PAGE 120 6 (5,0) Magar, Robinson e Morin
(1991)
Africa do Sul PAGE 172 7 (4,1) Geyer et al. (1996)
Tailandia PAGE 557 2(0,3) Pongsuwanna et al.
(1996)
Japao PAGE 845 29 (3,4) Sanekata et al. (1996)
EUA PAGE 90 10 (11,1) Janke et al. (1990)
PAGE 1048 5(0,5) Will et al. (1994)
RT-PCR 380 74 (19,5) Amimo, Vlasova e Saif
(2013)
Coréia do Sul RT-PCR 137 36 (26,2) Jeong et al. (2009)
166 21,2 Lee et al. (2011)
EUA e Canada RT-PCR 7520 3447 (46,0) Marthaler et al. (2013)
Republica RT-PCR 293 75 (25,6) Moutelikova, Prodelalova
Tcheca e Dufkova (2014)
RT-PCR 34 17 (50,0) Alfieri et al., (1999a)
Brasil RT-PCR 144 33 (22,9) Médici et al. (2011)
PAGE e RT-PCR 33 31(93,9) Lorenzetti et al., (2014)

PAGE= eletroforese em gel de poliacrilamida;

precedida de transcri¢do reversa

RT-PCR= Reacao

em cadeia da polimerase
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Collins, Martella e O’Shea, (2008) realizaram um estudo com leitdes
assintomaticos e observaram 4,4% (13/292) de prevaléncia do RVC, segundo o0s
autores, estes casos podem estar associados a imunidade maternal ou a circulagcéao
de cepas naturalmente atenuadas. Apesar da diarreia causada pelo RVC ser mais
frequente em leitdes nas fases de maternidade e creche (LEE et al., 2011; MEDICI
et al.,, 2011; AMIMO, VLASOVA; SAIF, 2013; MARTHALER et al., 2013;
MOUTELIKOVA; PRODELALOVA; DUFKOVA, 2014) surtos de diarreia em suinos
adultos relacionados ao RVC, com altas taxas de morbidade (60-80%) foram
relatados em rebanhos de Michigan, EUA (KIM et al., 1999).

Morin, Magar e Robinson (1990) descreveram um surto de diarreia que iniciou
logo apds o nascimento dos leitdes (24-48 horas) em uma granja no Canada, onde
identificaram o RVC como o Unico agente etioldégico e foram observadas taxas de
mortalidade de 5-10% e morbidade de 100%.

Os RV sao considerados virus espécie-especificos (ESTES; KAPIKIAN,
2013), no entanto, a ocorréncia de infeccbes por RVC entre diferentes espécies
animais, denominadas infec¢cdes heterdlogas, tem sido relatada (COOK et al.,
2004). A cepa de RVC porcine-like WD534-tc foi detectada em bovino (CHANG et
al., 1999), e a cepa de RVC bovine-like 06-48-2 foi detectada em suino (JEONG et
al., 2009). Além disso, em um estudo epidemioldgico longitudinal, uma cepa porcine-
like foi detectada em criancas brasileiras, evidenciando o potencial zoonético do
RVC suino (GABBAY et al., 2008)

Marthaler e colaboradores (2013) detectaram RV suino em 343/635 (54%)
amostras de pulmdes que apresentavam lesbes histoldégicas de bronquiolite e
alveolite, tais amostras, foram negativas nas pesquisas de patdégenos
frequentemente associados as doencas respiratérias em suinos (virus da influenza
A, virus da sindrome respiratéria e reprodutiva do suino, circovirus suino tipo 2,
Mycoplasma hyopneumoniae, M. hyorhinis, M. synoviae e Haemophilus parasuis).
Nessas amostras, RVA foi mais frequente (50%), seguido pelo RVC (10%) e pelo
rotavirus B (RVB) (5%). Esta foi a primeira deteccdo do RVC em tecido pulmonar,
mas sem comprovacao de viremia ou replicacdo deste virus no pulmdo. O RVA
possui habilidade de causar viremia e a excre¢do do virus pela via respiratoria
possivelmente esta relacionada a essa situacdo (AZEVEDO et al., 2005;
CRAWFORD et al., 2006).
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1.7 Diagndstico do Rotavirus

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE - polyacrylamide gel
electrophoresis) seguida da impregnacdo com nitrato de prata, descrita por Pereira
et al. (1983) e Herring et al. (1982), respectivamente, € uma das técnicas mais
utilizadas para a deteccdo do dsRNA dos RVs na qual o perfil de migracdo dos
segmentos gendmicos permite a diferenciacdo dos RVs em eletroferogrupos
distintos, correspondentes aos sorogrupos (RODGER et al., 1981; ESTES,
GRAHAM; DIMITROV, 1984; MATTHIINSSENS et al., 2012). O padrao genémico de
migracgao caracteristico do RVC consiste de classes ou regifes de diferentes massas
moleculares contendo os segmentos de dsRNA de 1 a 4 (Classe I); 5, 6 e 7 (Classe
II); 8 e 9 (Classe lll) e segmentos 10 e 11 (Classe 1V) (Figura 2). Esta disposicao é
frequentemente representada como 4-3-2-2, indicando o numero de segmentos
gendmicos encontrados em cada classe (SAIF; JIANG, 1994; ALFIERI et al., 2012).

Com o0 avanco das técnicas moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase, precedida de transcricdo reversa (RT-PCR) a partir dos anos 90, os
problemas ocasionados por falhas na conservacdo das amostras fecais, foram
minimizados, pois ndo exigem a viabilidade da particula viral, uma vez que a analise
é realizada por meio da amplificacdo de fragmentos gendmicos. A eficiéncia da RT-
PCR foi aprimorada pela adocdo de métodos mais eficazes de extracdo do acido
nucleico viral e do uso de controles internos na reacdo da PCR, melhorando sua
sensibilidade e especificidade (WINIARCZYK; GRADZKI, 1999; ELSCHNER et al.,
2002). A partir dai a técnica de RT-PCR tornou-se um dos métodos mais utilizados
na deteccdo dos RV de diferentes espécies, tanto a partir de amostras diarreicas
guanto amostras controle provenientes de animais e humanos (WINIARCZYK;
GRADZKI, 1999; ELSCHNER et al., 2002; GUAN et al., 2016; SOLTAN et al., 2016).
O diagnoéstico da rotavirose por meio da RT-PCR permite a identificacdo de cepas
virais com espécies incomuns e a presenca de infec¢cdes mistas em materiais
bioldgicos variados (HEIDE et al., 2005). Os resultados da RT-PCR tém revelado a
real estimativa da prevaléncia das infec¢des por RV, possibilitou definir os grupos de
RV circulantes em uma populacéo ou rebanho, e tem permitido avaliar a ocorréncia,
distribuicdo geografica e sazonalidade da rotavirose no Brasil e no mundo
(DESSELBERGER; ITURRIZA-GOMARA; GRAY, 2001; STIPP et al, 2014
LORENZETTI et al., 2014; SOLTAN et al., 2016).
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Figura 2 — Perfil de migracéo eletroforético dos segmentos genémicos dos rotavirus
A, B e C. Representacdo esquematica (esquerda) e fotografia do gel de
poliacrilamida 7,5% (direita).
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1.8 Controle e profilaxia

O RV possui algumas caracteristicas peculiares, tais como a resisténcia do
virion frente a condicbes ambientais adversas e aos produtos quimicos como 0s
desinfetantes, pode apresentar infec¢cdes subclinicas, além da transmisséo
interespécie, esses fatores fazem com que os episddios de diarreia causados pelo
RV apresentem particularidades ndo observadas em infecgBes entéricas
ocasionadas por bactérias, protozoarios e/ou outros virus. Frente a essas
pontuacBes, a profilaxia das rotaviroses ndo pode ser restringida apenas na
implementacdo de medidas higiénico sanitarias, pois os RVs podem ser
determinante em muitos surtos de diarreia com impacto na saude publica e animal
mesmo em paises desenvolvidos e/ou em criacdes com manejo zootécnico e
sanitario adequados (MARTELLA et al., 2007a; COLLINS et al., 2008; JEONG et al.,
2009).

Quando o objetivo é reduzir o nimero e a intensidade dos episédios de
diarreia, principalmente em animais neonatos, algumas medidas gerais de manejo
podem ser implementadas, tais como: i) a limpeza rigorosa e desinfeccdo de
instalacdes, utensilios e equipamentos; ii) intercalar principio ativo do desinfetante;
iil) a aplicacdo de dose de choque e dose de manutencéo posterior do glutaraldeido;

iv) “all in - all out” no setor de maternidade por pelo menos uma semana; v) manejo
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do fluxo na maternidade sempre comecando com as baias com leitdes
assintomaticos e sé entdo ir para as baias com animais com diarreia; Vi)
intensificacdo das acfes de assisténcia ao parto; vii) a imunizacdo de todas as
matrizes no periodo pré-parto contra a diarreia neonatal com vacinas polivalentes,
incluindo E. coli, Clostridium perfringens e RVA.

A vacinagdo das matrizes no terco final da gestagdo, assim como outras
medidas profilaticas, sdo condutas importantes a serem implantadas no
desenvolvimento de um programa sanitario que inclui o controle e profilaxia da
diarreia em leitbes. Em leitbes, devido a maior prevaléncia das diarreias ocasionadas
pelo RVA, em relacdo as ocasionadas por outras espécies de RV (RVB e RVC
principalmente), somente sdo disponiveis no mercado vacinas para o RVA. O
sucesso da vacinacdo é amplamente observado e consolidado na saude publica,
visto que estas vacinas apresentam cerca de 70% de eficécia, sendo responsaveis
por reducdo nas taxas de morbidade e mortalidade de criancas em paises em
desenvolvimento (MUNOS et al., 2010).

Considerando que: i) além do RVA, o RVC também contribui para a
ocorréncia de episodios de diarreia em leitdes lactentes e recém-desmamados; ii) as
infecgbes pelo RVC podem ocorrer tanto de forma singular quanto mista e
principalmente em animais com até sete dias de idade); iii) a ndo disponibilidade de
vacinas para o controle e profilaxia para o RVC; iv) o desconhecimento da
epidemiologia da rotavirose suina ocasionadas pelo RVC; v) a alta frequéncia de
ocorréncia de diarreia em leitdes lactentes em todo o Brasil e vi) o impacto sanitario
das diarreias neonatais na suinocultura brasileira; o estudo da incidéncia do RVC,
em episodios de diarreia em leitdes lactentes é de crucial importancia para elucidar
tanto o impacto da infeccdo na producao de leitdes quanto para definir os principais

aspectos epidemiolégicos da infeccgéo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

¢ Avaliacao longitudinal da infeccéo pelo rotavirus C (RVC) em leitdes neonatos
(com até sete dias de idade) com diarreia, provenientes de uma granja do

estado do Parana.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar o RVC utilizando a técnica de RT-PCR, em amostras de fezes de
leitdes com até uma semana de idade;
e Avaliar se h4 influencia do escore de diarreia, da ordem de parto, do tamanho

da leitegada e do peso ao nascer dos leitdes na incidéncia de RVC.
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A longitudinal study of rotavirus C infection in litters with piglets up to 1-week-

old

Abstract

The neonatal diarrhea is a major sanitary problem in the Piglet Production Units.
Porcine rotavirus (RVA) is considered the most frequently RV detected in piglets
diarrhea outbreaks worldwide. However, the reports of rotavirus C (RVC) involved in
diarrhea outbreaks in piglets showing the importance of that species in the
development of rotavirus in very young piglets have been increased in the last years.
Therefore, the objective of this study was to evaluate the incidence of infection in
neonates RVC piglets up to seven days old, for five weeks. For this study, 534 piglets
from 50 litters were monitored daily for the occurrence of diarrhea. A total of 206
diarrheic fecal samples were collected and classified according their score. Ten fecal
samples with normal consistency were randomly collected from asymptomatic piglets
from the same litters and used as negative controls. Some production parameters for
the litters or piglets were also evaluated in this study. All litters were classified
according the number of parities of sows in five categories of sow parity (SP 1 to 5).
Regarding the size, the litters were further divided into two groups (Litter Size - LS)
including litter having up to 10 piglets (LS<10) and litter having more than 10 piglets
(LS>10). According to the birth weight (BW) the piglets were classified in BW1 (1.2
to 1.3 Kg) and BW2 (>1.3 to 1.4 Kg). All fecal samples were screened for dsRNA of
RV by a silver stained-polyacrylamide gel electrophoresis (ss-PAGE), and samples
with both inconclusive and negative results were submitted to partial RVC VP6 gene
amplification. Statistical analysis was performed using chi-square test (x2). Of the
534 piglets monitored 206 (38.6%) had diarrhea, these 71/206 (34.5%) were positive
for RVC. The incidence of RVC was 71/534 (13.3%). In the control group (n=10) only
1 (10%) sample was positive. According the fecal consistency the highest frequency
detection of RVC occurred in the liquid fecal samples (42.2%). When the results of
RVC dsRNA detection were distributed by the litters evaluated in this study, 33/50
(66%) litters have positive fecal samples. According to the order of sow parity, the
frequency of RVC detection varied from 33.3% to 87.5%; the litter size group LS>10
and the birth weight group 2 (>1.3 to 1.4 Kg) showed higher frequency (73.5% and
71.0%, respectively) of RVC detection when compared with other evaluated groups.
However, in any of the evaluated parameters (SP1 to 5; LS1 and 2; and BW1 and 2)
was observed significant difference between groups. Nevertheless, the detection of
RVC in diarrheic fecal samples throughout all period evaluated increases viral load in
the environment contributing to the spread of the virus to other litters and other age
groups present in the herd. In addition, this is the first longitudinal study regarding
epidemiological aspects of RVC infection in newborn piglets up to seven days old.

Key words: Piglets. Birth order. Incidence. RVC
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1. Introduction

The neonatal diarrhea is a major sanitary problem in the Piglet Production
Units which leads to substantial economic losses for all the pork production chain.
Despite enteric infections can occur throughout the nursing period, when the diarrhea
episodes affects animals that are very young, up to one-week-old, they are more
troubling, due the severe dehydration (FU; HAMPSON; BLACKMORE, 1989; TUBBS
et al.,, 1993). Diarrhea is a syndrome triggered by several factors such as host
immunity, management procedures, and different microorganisms. In the infection
process may be involved bacteria, virus, and protozoa. Regarding the viruses, the
rotavirus (RV) are distinguished by causing diarrhea in suckling and recently-weaned
piglets (WITTUM et al., 1995; WIELER et al., 2001).

Rotavirus A (RVA) diarrhea outbreaks in piglets during the first week of life
have been described throughout the world, and its frequency are higher than
episodes of diarrhea caused by other RV species (MEDICI et al., 2011; ESTES;
GREENBERG, 2013; MARTHALER et al., 2014). However, recently, the reports of
rotavirus C (RVC) involvement in enteric infection outbreaks, in newborn piglets,
have increased in pig herds from several countries, including Brazil (JEONG et al.,
2009; AMIMO; VLASOVA; SAIF, 2013; POSSATTI et al., 2016). Due the high
morbidity rates and very young age of piglets, often these outbreaks enhance the
mortality rates in this period of life (LORENZETTI et al., 2014).

The serologic diagnostic tests for RV identification, such as ELISA assay are
specific to RVA VP6 gene. Due to the difficulty of replication and isolation of RVC in
cell culture, there are no rapid diagnostic tests in the market for detection of this
species of RV (SAIF, 1989). This deficiency is the main difficulty in this infection
diagnosis, which lead the RVC presence in diarrhea cases/episodes not be identified
or to be sub notified (MEDICI et al., 2011).

Most reports of diarrhea outbreaks in newborn piglets up to 7-days-old,
available in the literature describe transversal studies, with retrospective or
descriptive features (JEONG et al., 2009; LORENZETTI et al., 2014; JEONG et al.,
2015). Considering the increased frequency of RVC diarrhea outbreaks reports in
very young piglets, this study aimed to evaluate over 37 days the frequency of RVC

infection in piglets from a herd with previous diagnosis of RVC circulation in this age

group.
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2. Materials and methods

2.1. Herd and sampling

The piglet fecal samples included in this study were collected between July to
August 2012, in a complete-cycle pig farm located in Guarapuava city, in the Central-
Southern region of Parana State. The pig herd consists of 4 different sites. The site 1
houses the boars, pregnant sows, and gilts. One week before the parturition, the
pregnant sows are transferred to site 2, where they stay until their litters complete 3
weeks. The post-weaned piglets are housed in the site 3 up to 9 weeks old and in
site 4 the growing-finishing pigs until slaughter. The farm adopted good nutritional
and sanitary practices, including “all-in all-out” management.

For this study, during five weeks 534 piglets up to 7 days old from 50 litters
were monitored daily for the occurrence of diarrhea. According the fecal consistency
a diarrhea score was attributed at each sample. In total 206 diarrheic fecal samples
of which 74 samples were classified as pasty (+), 61 semi-liquid (++), and 71 as
liquid (+++) were collected. Additionally, 10 fecal samples with normal consistency
were randomly collected from asymptomatic piglets from the same litters and used as
negative controls

Some parameters for the litters or piglets were also evaluated in this study. All
litters were classified according the number of parities of sows in five categories of
sow parity (SP 1 to 5). Regarding the size the litters were further divided into two
groups (Litter Size - LS) including litter having up to 10 piglets (LS<10) and litter
having more than 10 piglets (LS>10). According to the birth weight (BW) the piglets
were classified in BW1 (1.2 to 1.3 Kg) and BW2 (>1.3 to 1.4 Kg).

2.2. Nucleic acid extraction

The nucleic acid extraction was performed from aliquots of 500 pL of fecal
suspension prepared at 10-20% (w/v) in Tris/Ca™" buffer (50 mM Tris-HCI; 10 mM
NaCl; 1,5 mM 2-mercaptoetanol; 3 mM CaCly; pH 7.2), using the combination of
phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) and
silica/guanidinium isothiocyanate (BOOM et al., 1990) nucleic acid extraction
methods with modifications, as described by Alfieri et al. (2006). The dsRNA was
eluted in diethyl pyrocarbonate (DEPC) treated water (Invitrogen, Carlsbad, CA,



41

USA) and kept at -80°C until use. Aliquots of Tris/Ca™ buffer were included as
negative control in each extraction and RT-PCR procedures.

2.3. ss-PAGE

All the 216 fecal samples were screened for dsRNA of RV by a silver stained-
polyacrylamide gel electrophoresis (ss-PAGE) technique as described previously
(HERRING et al., 1982; PEREIRA et al., 1983).

2.4. RT-PCR assay

Both PAGE-negative and -inconclusive samples (n=170) were submitted to
specific RVC partial VP6 gene RT-PCR amplification, which was performed using the
primer pair described by Alfieri et al. (1999). The products were analyzed by
electrophoresis in 2% agarose gel in TBE buffer (89 mM Tris; 89 mM boric acid; 2
mM EDTA; pH 8.4), stained with ethidium bromide (0.5 pg/mL), and visualized under
UV light.

2.5. Statistical analysis

The PAGE- and RT-PCR-positive samples were grouped in their litters. When
the litter has one or more RVC positive fecal sample, it was considered as positive-
litter. Statistical analysis was performed using chi-square (x2) test, with confidence
limits of 95%. Results were considered statistically significant when two-tailed p-

values were < 0.05.

3. Results

Out of the 534 piglets evaluated 206 (38.6%) had diarrhea. Out of the 206
piglet diarrheic fecal samples analyzed by the ss-PAGE technique, 45 (21.8%) were
RVC positive; 2 (0.97%) were RVA positive; 130 (63.1%) were RV negative; and 31
(15.0%) were inconclusive. Out of the 161 ss-PAGE-negative and - inconclusive
results samples, 27 (12.5%) were positive in the partial RVC VP6 gene amplification.
Thus RVC incidence was 72/534 (13.5%) and 33.3% (72/216) of diarrheic samples
evaluated in this study were positive for RVC.

According the fecal consistency the highest frequency detection of RVC

occurred in the liquid fecal samples (42.2%) (table 1).
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Table 1. Fecal samples of piglets up to 1week old positive for porcine rotavirus

C distributed according fecal consistency.

Samples evaluated (n=216)

Fecal consistency

Positive (%) Total
(0) Normal 1(10.0) 10
(+) Pasty 20 (27.0) 74
(++) Semi-liquid 21 (34.4) 61
(+++) Liquid 30 (42.2) 71
72 (33.3) 216

P =0,0958

When the results of RVC dsRNA detection were distributed by the litters
evaluated in this study, 33 (66%) litters have positive fecal samples and were
considered positive for RVC infection. Thereafter, the others characteristics

concerning the litters were analyzed.

Table 2. Distribution of positive and negative litters up to 7-days-old for porcine
rotavirus C infection according some parameters such as order of sow parity,

litter size, and birth weight.

Litters (n=50)

Parameter Groups

Positive (%) Total
Sow parity (SP) SP1 12 (70.6) 17
P =0,3060 SP2 6 (66.6) 9
SP3 6 (60.0) 10
SP4 7 (87.5) 8
SP5 2 (33.3) 6
Litter size (LS) LS =10 8 (50.0) 16
P =0,1013 LS >10 25 (73.5) 34
Birth weight (BW)  BW 1.2 to 1.3 Kg 11 (57.9) 19
P =0,3435 BW >1.3to 1.4Kg 22 (71.0) 31

According to the order of sow parity, the frequency of RVC detection varied
from 33.3% to 87.5%; the litter size group LS>10 and the birth weight group 2



43

showed higher frequency (73.5% and 71.0%, respectively) of RVC detection when
compared with other evaluated groups. However, in any of the evaluated production
parameters (SP1 to 5; LS1 and 2; and BW1 and 2) was observed significant

difference between groups (table 2).

4. Discussion

Porcine RVC has been considered an important cause of enteritis in suckling
and weaned piglets around the world (MARTELLA et al., 2007; JEONG et al., 2009;
MARTHALER et al.,, 2013; POSSATTI et al., 2016). In this study, 33.3% of the
diarrheic fecal samples evaluated from piglets up to one-week-old were positive for
RVC. . This is considered a crucial piglet lifetime due the higher occurrence of
diarrhea and consequently, reduced daily weight gain and increasing the mortality
rates (TUBBS et al., 1993). Several studies also demonstrated that RVC infection in
Brazilian pig herds occurs primarily in suckling piglets (MEDICI et al., 2010; MEDICI
etal., 2011; LORENZETTI et al., 2014; STIPP et al., 2015; POSSATTI et al., 2016).

Although the RVC dsRNA has been detected in asymptomatic pigs
(COLLINS; MARTELLA; O'SHEA, 2008; MOUTELIKOVA; PRODELALOVA;
DUFKOVA, 2013), the virus was more frequently detected in pigs with diarrhea
(MARTELLA et al.,, 2007; LORENZETTI et al., 2014; POSSATTI et al., 2016).
Therefore, the score of diarrhea may interfere in the frequency of detection of RV, as
demonstrated by Alfieri et al. (1991). In our study, besides the frequency of detection
of RVC increased with decreasing of feces consistency, there is no difference
between the scores of diarrhea analyzed. With regard to the fecal samples of normal
consistency evaluated as control, only one sample was RVC positive by RT-PCR
assay. This positive control sample was collected in a litter that was subsequently
considered RVC positive once others RVC dsRNA positive diarrheic fecal samples
were identified in the same litter.

Due the epitheliochorial nature of the sow placenta, the piglet born dependent
of the passive immune transferred by sow via colostrum (ROOKE; BLAND, 2002).
Several studies demonstrated that the health condition and performance of progeny
improve with the increased parity of the sows (KLOBASA et al., 1986; CARNEY-
HINKLE et al., 2013). Therefore, the transfer of maternal antibodies by colostrum
intake is crucial for piglet protection against RV infection in the first one or two weeks
old (FU; HAMPSON; WILKS, 1990). In this study, except for the SP4, which showed
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the higher percentage of RVC, the frequency of RVC detection decreased with the
increasing in SP, however no significant difference between the groups evaluated
were found.

The RVC detection was more frequent in the LS>10 than in the LS<10,
however group without significant difference between both groups. A previous study
confirmed that LS, besides increased the variability in mean birth weight, did not
demonstrate significant effect in acquisition of passive immunity (KLOBASA et al.,
2004), suggesting that in our study the piglets from bigger litters received passive
immunization similar to the smaller litters.

Several studies demonstrated that the birth weight less than 1 kg affect the
growth and survival of pigs, since the smaller piglets had disadvantaged when
competing for teats with its littermates, which leads to poor acquisition of passive
immunity (QUINIOU; DAGORN; GAUDRE, 2002; ROOKE; BLAND, 2002; CABRERA
et al.,, 2012) and consequently more susceptibility a other infections. In the present
study, the two birth weight groups evaluated did not exhibit significant difference
between them, probably because there are no animals less than 1.2 Kg included in
this study.

Although the groups did not significantly differ for anyone of analyzed features,
the occurrence of RVC in the piglet first week may predispose at secondary
infections and interfere in the animal performance until slaughter. Since the neonatal
diarrhea depends on many factors, good management practices should be adopted
to improve the productivity (WITTUM et al., 1995).

Differently from neonatal diarrhea caused by RVA, which have available
vaccines for control and prophylaxis in national market, for the infections caused by
RVC this measure is not available. Thereby, in neonatal diarrhea outbreaks caused
by non-A RV species, even RVC, is required strengthen and monitor traditional
measures of health management in general.

In the farm of this study, with goal of reduces the number and intensity of
diarrhea episodes in the first week some general management measures were
implemented such as: i) rigorous cleaning and disinfection of facilities, utensils, and
equipments; ii) exchanged of the active disinfectant principle that was already being
used for more than one year; iii) application of shock dose and subsequent
maintenance dose of glutaraldehyde; iv) “all in — all out” management in the maternity

stalls by at least one week; v) change in management flow of maternity always
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starting with the stalls with asymptomatic piglets and only then go to the stalls with
diarrheic animals vi) intensification of farrowing assistance actions; vii) immunization
of all sows in the prepartum period against neonatal diarrhea with multivalent
vaccines, including E. coli, Clostridium perfringes and RVA. These measures allow
decreasing the number of episodes of diarrhea in the first week, and even the
intensity of episodes, reducing the mortality rate.

The significance of the RVC involvement in the diarrhea episodes observed in
this study is highlighted when we found that of the 206 diarrheic fecal samples
evaluated by ss-PAGE only two were positive for RVA. Already, the
electropherotypes RVB and RVH was not identified in the samples included in this
study (data not show).

The detection of RVC in diarrheic fecal samples throughout all period
evaluated increases viral load in the environment contributing to the spread of the
virus to other litters and other age groups present in the herd. To the best of our
knowledge, the studies conducted concerning RVC, until this moment, were
transversal both in Brazil (MEDICI et al., 2010; LORENZETTI et al., 2014; STIPP et
al., 2015; POSSATTI et al., 2016) as in other countries (MARTELLA et al., 2007,
MARTHALER et al.,, 2013; SUZUKI et al., 2014). Therefore, this is the first
longitudinal study regarding epidemiological aspects of RVC infection first week old,
since the litters which born each week in the same pig herd were monitored during a
period of 5 weeks.

The results of this study highlight the importance of RVC in the etiology of
porcine neonatal diarrhea in pigs particularly in newly-born piglets. As there are no
vaccines available on the veterinary market that include RVC in your composition the
special attention should be given to the control and prevention measures in order to
reduce the viral load in the environment and therefore the challenge for newly-born

piglets.
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4 CONCLUSOES

e Com esse trabalho foi possivel estimar a incidéncia do RVC em leitdes com até
sete dias de idade, em uma granja no estado do Parand, por meio de RT-PCR e
evidenciar a importancia do RVC como agente etioldgico causador de infeccao
em leitdes com até uma semana de idade;

¢ Na&o houve diferenca estatistica entre 0os grupos em relacéo aos critérios: ordem
de parto, tamanho de leitegada, escore de diarreia e médias de peso do leitdo ao
nascer;

e Esse é o0 primeiro estudo longitudinal prospectivo sobre os aspectos
epidemioldgicos da infecgdo pelo RVC em leitdes neonatos (com até sete dias).
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ANEXO A
Lista de reagentes

Acetona, P.A. (CH3COCH3) P.M. 58,08 (Dinamica®)

2. Acido bérico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab®)

3. Acido cloridrico (HCI) P.M. 36,46 (Reagen®)

4. Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sodico — EDTA, P.A.
(C10H14N208Na22H20) P.M. 372,24 (Reagen®)

5. Agarose (Invitrogen™ Life Technologies)

6. Agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies®)

7. Alcool etilico absoluto (CoH,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

8. Alcool isoamilico ((CH3),CHCH,CH,OH) P.M. 88,15 (Synth®)

9. Azul de bromofenol (Sigma®)

10. Bicarbonato de sédio P.A. (NaHCO3) P.M. 84,01 (Biotec®)

11. Brometo de etidio (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®)

12. Cloreto de célcio puro (CaCl,) P.M. 110,94 (Invitrogen™ Life Technologies)
13. Cloreto de magnésio 50 mM (MgCl,) (Invitrogen Life Technologies®)

14. Cloreto de potéassio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

15. Cloreto de sédio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®)

16. Cloroférmio, P.A. (CHCls) P.M. 119,38 (Dinamica®)

17. Diéxido de silica (SiO,) P.M. 60,08 (Sigma®)

18. DNA Ladder (123 bp) (Invitrogen Life Technologies™)

19. dNTP Set (100 mM), 4 x 250 uL; 25 pymol cada (100 mM dATP Solution, 100 mM
dCTP Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life
Technologies™)

20. Dodecil sulfato de sddio — Lauril Sulfato de Sodio — SDS (C12H25Na04S) P.M.
288,38 (Synth®)

21. Fenol (C6H50H) P.M. 94,11 (Invitrogen Life Technologies™)

22. Fosfato de sodio dihidratado (Na;HPO, . 2H,0) P.M 177,99 (Merck®)

23. Fosfato de sédio monobasico (NaH2PO, . 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)
24. Fosfato de sédio dibasico anidro (Na;HPO,) P.M. 141,96 (Synth®)

25. Glicose (CgH1206) P.M. 180,16 (Reagen®)

26. Hidroxido de sédio, P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Dinamica®)

27. Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)
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28. Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Gibco BRL®)

29. Metanol P.A. (CHzOH) P.M. 32,04 (Allkimia®)

30. Oligonucleotideo iniciador (primer) BMJ41 (forward; 5'-
GCTTTAAAAATCTCATTCA - 3, [nt] 1-20); Alfieri et al. (1999b) - 200 pmol
(Invitrogen Life Technologies®)

31. Oligonucleotideo iniciador (primer) BMJ42 (reverse; 5'-
CTCTAGTTGATTGAACATA- 3, [nt] 251-270); Alfieri et al. (1999b) - 200 pmol
(Invitrogen Life Technologies®)

32. PCR-buffer (10x) (200 mM Tris-HCI, pH 8.4, 500 mM KCI) (Invitrogen Life
Technologies™)

33. Platinum Tag DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life
Technologies™)

34. Quant-iT™ dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies™)
36. Sacarose, P.A. — sucrose (C12H2,011) P.M. 342,31 (Reagen®)

37. Superscript™ I -

TM)

Reverse Transcriptase — 200 unidades/pL (Invitrogen Life
Technologies
38. Triton x-100



ANEXO B

Solugbes e Tampdes

Diluicdo dos primers

RT-PCR para amplificacdo parcial do gene VP6 do rotavirus C

Primer Forward - BMJ41

Concentragéo: 26,17 nmol

Data de fabricacdo: out/2009

26,17 x 1000 = 26170 pmol

26170 /200 = 130,85 pL de agua ultrapura

Primer Reverse — BMJ42

Concentragéo: 24,85 nmol

Data de fabricacéo: out/2009

24,85 x 1000 = 24850 pmol

24850/ 200 = 124,25 pL de agua ultrapura

Diluicdo de dNTP
- Solucéo estoque (100 mM) — 250 pL de cada dNTP
- Solugao uso (10 mM) — 10 pL da solucéo estoque + 90 pL de agua ultrapura

Fenol / cloroférmio / alcool isoamilico (25:24:1)
- 25 mL de fenol saturado em agua
- 24 mL de cloroformio

- 1 mL de alcool isoamilico

Gel de agarose 1-2%

- 0,5-1 g de agarose

- 50 mL de tampéao TBE 1x
- 25 pL de brometo de etidio
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Hidratacado da silica

- 12 g de silica

- Adicionar 100 mL de agua bidestilada autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h
- Por succéao, desprezar 88 mL do sobrenadante

- Ressuspender a silica em 100 mL de agua bidestilada
- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar

- Desprezar 88 mL do sobrenadante

- Ajustar o pH (pH 2,0)

- Aliquotar

SDS 10%

- 5 g dodecil sulfato de sddio — Lauril sulfato de sédio — SDS (C12H2sNaO4S)

- agua bidestilada g.s.p. 50 mL

Solucgéo L6

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1M pH 6,4

-22 mL de EDTA 0,2M pH 8,0

- 2,6 g de Triton 100 X 100

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

Tampao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- Azul de bromofenol 0,25%
- Sacarose — sucrose (C12H22011) 45%

- Agua bidestilada g.s.p.100 mL

Tampao de corrida — TBE (Tris — Acido borico — EDTA) 10x
- Tris 0,89 M

- Acido borico 0,89 M

- EDTA 0,02 M

- agua bidestilada g.s.p. 1 litro
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- ajustar o pH (pH 8,4)

Tampé&o de estabilizac&o para o rotavirus (TRIS/Ca™™) 10 x - pH 7,2
- 12,12 g de TRIS (0,89mM)

- 2,2 g de cloreto de célcio (1,5 mM)

- Agua bidestilada autoclavada g.s.p. 1L
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ANEXO C
Protocolos e Técnicas
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Extracdo do acido nucleico pela associacéo das técnicas fenol/cloroférmio/alcool

isoamilico e silica/isotiocianato de guanidina

1. Suspensao fecal — extragéo bruta
- 100 mL ou 100 mg de fezes

- 500 mL de TRIS/Ca™" 1x

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 5.000 x g / 3 min

- Utilizar 500 uL do sobrenadante para extracao

2. Extracao do acido nucleico

Fase | — Fenol

- 500 mL da suspenséao fecal

- Adicionar 50 pL de SDS 10%

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56°C / 20 min

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Adicionar 500 mL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1)
- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56°C / 15 min

- Homogeneizar manualmente por 15 s
- Centrifugar 10.000 x g / 10 min

- Recolher o sobrenadante em outro microtubo

Fase Il — Silica / isotiocianato de guanidina

- Adicionar 500 mL da solucéo L6

- Adicionar 25 pL de silica hidratada

- Homogeneizar em vortex

- Agitar em temperatura ambiente / 30 min

Centrifugar 10.000x g/ 30 s

- Desprezar o sobrenadante em solugéo contendo NaOH 10 M

- Adicionar 500 mL de solucéo L2



- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 xg /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucédo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 500 mL de solucéo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000xg /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucédo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 1000 mL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000xg /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 mL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 xg /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 mL de acetona P. A. gelada

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000xg /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Secar o pellet em termo bloco a 60°C (aproximadamente 2 min)
- Adicionar 50 pL de agua DEPC

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56°C / 15 min

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 13.000 x g / 4 min

- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 mL

- Estocar -20°C até a utilizagéo
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RT-PCR para amplificacdo parcial do gene VP6 do rotavirus C

- Mix de desnaturacao

Reagentes Volume (uL)
Primer Forward (20 pmol) 1
Primer Reverse (20 pmol) 1
Agua DEPC 3
RNA 5
Volume final 10
- Mix de RT
Reagentes Volume (uL)
Buffer 10 x (pH 8,4) 2,5
MgC|2 2,5
dNTP (2,5 mM) 4
Super Script (5U / pL) 0,15
Primer Forward (20 pmol) 0,5
Primer Reverse (20 pmol) 0,5
Agua DEPC 5,85
Produto da desnaturacéo 10
Volume final 25
Mix de PCR
Reagentes Volume (uL)
Buffer 10 x (pH 8,4) 2,5
dNTP (2,5 mM) 4
Platinum® Taq DNA Polymerase (5U / uL) 0,25
Agua DEPC 18,25
cDNA 25
Volume final 50
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Esquema do programa de RT-PCR utilizado para amplificagao parcial do gene
VP6 do rotavirus C

5 uL de RNA extraido
Adicionar 5 pyL di Mix Desnaturacao
97°C /7 min
l Banho de gelo por 5 min
Adicionar 15 yL de Mix RT
42°C / 30 min

!

Adicionar 25 uL de Mix PCR
Ciilos:
VP6 (parcial)
3 ciclos (94°C / 1 min; 40°C / 2 min; 68°C / 8 min)
30 ciclos (94°C / 1 min; 52 °C / 2 min; 72°C / 3min)
extensao final (72°C / 7 min)

!

Volume final 50 yL de amplicon

Eletroforese em gel de agarose a 1-2%

- 0,5 -1 g de agarose

- 50 mL TBE buffer (Tris 89 mM; &cido bérico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 8,4

- 25 pL de brometo de etidio (0,5 pug / mL)

Sédo utilizados 8 puL do amplicon e 2 puL do tampado de amostra. A eletroforese
sobvoltagem (100 V) e amperagem (80 A) constantes ocorre em aproximadamente 40

min.



