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RESUMO

FRITZEN, Juliana Torres Tomazi. Vigilancia epidemioldgica dos genotipos G (VP7) e P
(VP4) de rotavirus A em rebanhos bovinos leiteiros vacinados contra rotavirose. 2018.
79f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal; Area de Concentracdo: Sanidade Animal) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A diarreia neonatal bovina (DNB) € uma enfermidade multifatorial que, com maior frequéncia,
acomete bezerros com até 30 dias de idade. A DNB ¢é o principal evento sanitario em bezerras
leiteiras lactentes e devido as taxas de morbidade e mortalidade a infec¢do ocasiona perdas
econdmicas consideraveis a cadeia produtiva do leite. O principal agente infeccioso viral
envolvido na etiologia dessa enfermidade é o rotavirus A (RVA). Entre as varias medidas de
controle e profilaxia a serem adotadas para a reducdo da frequéncia de DNB em rebanhos bovinos
leiteiros destaca-se a vacinagdo das vacas no periodo pré-parto. O objetivo desse estudo foi
monitorar os genotipos G (VP7) e P (VP4) de cepas de RVA identificadas em bezerras leiteiras
em rebanhos regularmente vacinados com vacina comercial contendo RVA genotipo G6P[5].
Para isso, foram conduzidos dois experimentos sendo o primeiro de carater longitudinal e o
segundo transversal. No primeiro experimento, 122 bezerras provenientes de um rebanho da raca
Holandesa foram avaliadas até os 30 dias de idade. Em todas as bezerras, independentemente da
presenca ou auséncia de DNB, nos dias 1, 4, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28 e 30 de idade foram
realizadas colheitas de amostras fecais totalizando 1.220 amostras. O segundo experimento foi
realizado em 14 rebanhos bovinos leiteiros regularmente vacinados contra a rotavirose, e em cada
rebanho foi realizada apenas uma colheita de amostras fecais diarreicas (n=87) em bezerras de
até 30 dias de idade. Como técnica de triagem, a presenca de RVA nas amostras fecais foi avaliada
pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). Todas as amostras positivas para
RVA por EGPA foram submetidas a amplificacdo dos genes VP7 e VP4 por RT-PCR e 0s
genotipos G e P, respectivamente foram determinados por sequenciamento dos produtos
amplificados e andlise das sequencias obtidas. No experimento longitudinal foram identificados
76 (62,3%) e 99 (8,1%) animais e amostras fecais positivas para RVA, respectivamente. Todas
as amostras RVA-positivas (n=10) selecionadas para o sequenciamento foram caracterizadas
como genotipo G10P[11]. No experimento transversal somente 42,86% (6/14) das propriedades
foram analisadas. Oito rebanhos foram excluidos do estudo, por ndo apresentarem bezerras com
diarreia (n=2) ou por ndo apresentarem amostras fecais positivas para RVA (n=6). Nos seis
rebanhos restantes, 17 (25,4%) amostras de fezes foram positivas para RVA. O sequenciamento
e analise filogenética dos produtos amplificados dos genes VP7 e VP4 possibilitaram identificar
0s genotipos G6P[11] em cinco rebanhos e G10P[11] em um. As cepas G6 pertencem a linhagem
Il enquanto a cepa G6 vacinal pertence a linhagem IV, caracterizando a ocorréncia nos rebanhos
vacinados de RV A genotipo G6 distinto daquele presente na cepa vacinal. Adicionalmente, nestes
rebanhos vacinados com RVA genotipo G6P[5] foi observada a emergéncia dos genotipos G10
e P[11] caracterizando possivel falha na protegdo heter6loga. Os resultados, tanto do experimento
longitudinal quanto do transversal, demonstraram que nos rebanhos bovinos regularmente
vacinados com a cepa G6P[5] de RVA houve reducdo na frequéncia de diarreia em bezerros com
idade inferior a 30 dias. Contudo, houve circulacdo de RVA com genotipos G e P distintos
daqueles presentes na cepa vacinal. Com isso, evidencia-se a importancia do constante
monitoramento das cepas de RVA circulantes em rebanhos bovinos regularmente vacinados e
também da realizac&o de estudos de vigilancia epidemioldgica para a identificagdo de genotipos
emergentes e para a caracterizagcdo molecular de cepas de RVA com maior viruléncia e/ou com
potencial zoonotico.

Palavras chave: Bezerro, diarreia neonatal, RVA, genotipo, vacina.



ABSTRACT

FRITZEN, Juliana Torres Tomazi. Epidemiological surveillance of G (VP7) and P (VP4)
genotypes in rotavirus A field strains circulating in rotavirus vaccinated dairy cattle
herds. 2018. 79p. Thesis (Doctor’s Degree in Animal Science; Concentration Area: Animal
Health) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Neonatal calf diarrhea (NCD) is a multifactorial disease that most frequently affects calves up to
30 days old. The NCD is the main health event in suckling calves and due to the morbidity and
mortality rates, the infection causes considerable economic losses to the milk production chain
worldwide. The main viral infectious agent involved in the etiology of this syndrome is rotavirus
A (RVA). Among the several measures of control and prophylaxis to be adopted to reduce the
frequency of NCD in dairy cattle herds stands out the vaccination of cows in the dry period. The
aim of this study was to monitor the genotypes G (VP7) and P (VP4) of RVA strains identified
in heifer calves in dairy cattle herds regularly vaccinated with commercial vaccine containing
RVA genotype G6P[5]. For this, two experiments were conducted, the first being of longitudinal
design and the second cross-sectional. In the first experiment, 122 heifer calves up to 30 days old
from a Holstein breed were evaluated. In all calves, regardless of the presence or absence of NCD,
fecal samples were collected ondays 1, 4, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, and 30, totaling 1,220 samples.
The second experiment was performed on 14 dairy cattle herds regularly vaccinated against RVA,
and in each herd, only one diarrheic fecal sample (n=87) was collected in heifer calves with NCD.
As screening test, the presence of RVA in fecal samples was evaluated by the polyacrylamide gel
electrophoresis technique (PAGE). All the positive diarrheic fecal samples for RVA in the
screening test were submitted to the amplification of the VP7 and VP4 genes by RT-PCR and the
genotypes G and P, respectively were determined by sequencing of the amplified products and
analyzes of nucleotide sequence obtained. In the longitudinal experiment were identified 76
(62.3%) and 99 (8.1%) calves and fecal samples positives for RVA, respectively. All RVA-
positive samples (n=10) selected for sequencing were characterized as genotype G10P[11]. In the
cross-sectional experiment, only 42.9% (6/14) of herd were analyzed. Eight herds were excluded
from the study because they did not present heifer calves with diarrhea (n=2) or because they did
not present RVA positive fecal samples (n=6). In the remaining six herds, 17 (25.4%) diarrheic
fecal samples were positive for RVA. Sequencing and phylogenetic analysis of the VP7 and VP4
genes amplified products allowed to identify the genotype G6P[11] in five herds and the genotype
G10P[11] in one. The genotype G6 of RVA field strains migrated into a cluster (lineage I1I)
distinct from the G6 vaccine strain (lineage 1V), characterizing the occurrence of G6 genotype
phylogenetic distant in vaccinated herds. Additionally, in these herds vaccinated with RVA
genotype G6P[5] was observed the emergence of the genotypes G10 and P[11], characterizing a
possible failure in heterologous protection. The results of both the longitudinal and cross-sectional
experiments showed that in dairy cattle herds regularly vaccinated with the RVA genotype
G6P[5] there was a reduction in the frequency of diarrhea in calves up to 30-day-old. However,
there were circulations of RVA field strains with different G and P genotypes than those present
in the vaccine strain. Thus, it highlights the importance of constant monitoring of RVA strains
circulating in regularly vaccinated cattle herds, as well as epidemiological surveillance studies for
the identification of emergent genotypes and for the molecular characterization of highly virulent
RVA strains and/or strains with zoonotic potential.

Key words: calf, neonatal diarrhea, RVA, genotype, vaccine.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1  INTRODUCAO

Em 2016, o Brasil possuia um efetivo bovino de 218.225.177 cabegas, sendo que 0s
estados do Mato Grosso (13,88%), Minas Gerais (10,83%) e Goiés (10,48%) sdo os que
apresentavam o maior numero de animais (IBGE, 2017). Com relacdo a pecuéria leiteira,
também em 2016, foram ordenhadas 19.678.817 vacas, sendo que 0s maiores rebanhos
pertenciam aos estados de Minas Gerais (25,28%), Goias (10,59%) e Parana (8,24%) (IBGE,
2017). A produgcéo leiteira brasileira em 2016 foi superior a 33 bilhdes de litros de leite, gerando
renda superior a 39 bilhdes de reais (aproximadamente 12 bilhdes de ddlares) (Tabela 1).

Tabela 1. Quantidade (em L) e valor dos produtos de origem animal e varia¢do anual, Brasil -
2015-2016.

Quantidade produzida | Variacdo Variacao
Produtos em litros anual Valor (1.000 R$) anual
2016 / 2016 /

2015 2016 | o015 (95 | 2015 2016 2015 (%)
Le("lt%gg ?ﬁféé?o 34609588 | 33624653 | -2.8 | 34231997 | 39441516 | 152

Fonte: IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenagdo de Agropecudria, Pesquisa da Pecuaria Municipal 2015-2016.

O Brasil, em 2016, ocupava a quarta posi¢do com relacdo a producdo mundial de leite
e a primeira na América do Sul. Avaliando os dez maiores produtores de leite, o Brasil ocupa a
nona posi¢do em producgdo de leite por vaca e a segunda em numero de vacas ordenhadas,
precedido somente pela india (FAO, 2017).

O Brasil tem buscado diminuir a importacdo de produtos lacteos e aumentar a
exportacdo e por ser um mercado em desenvolvimento a projecao € de aumento no setor (Tabela
2).

Tabela 2. Produgdo, consumo, exportacdo e importacdo de leite (milhdes de litros) no Brasil
entre os anos de 2016 e 2018.

Producéo Consumo Exportacéo Importacao
Projecdo | L sup. |Projecdo |L sup. |Projecdo|L sup. |Projecéo |L sup.
2016/17 | 34.520| 36.005| 35.974| 37.735 245 618 1.909| 3.135

2017/18 | 35.334| 37.435| 36.776| 39.517 254 781 1.937| 3.671

Fonte: Elaboracdo por CGEA/DCEE/SPA/MAPA e SGI/Embrapa com dados do IBGE; MDIC/Aliceweb;
Embrapa Gado de Leite.
L sup = Limite superior

Ano
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A tecnificacdo da pecuéria leiteira, tanto com relacdo a genética e ao numero de
animais ordenhados quanto aos aspectos relativos a nutricdo, manejo e instalag@es, tem como
objetivos principais 0 aumento da producéo e, principalmente, da produtividade dos rebanhos
bovinos leiteiros. Porém, a criacdo intensiva pode expor a uma série de fatores de riscos com
reflexos negativos no perfil sanitario do rebanho. Neste contexto destaca-se o aumento da
ocorréncia e na intensidade de doencas ja existentes e, principalmente, o surgimento de novas
doencas, algumas das quais com potencial zoondtico levando risco a saude publica (Alfieri,
2008).

No aspecto sanitario varias enfermidades podem comprometer os rebanhos bovinos
leiteiros. Algumas enfermidades sdo especificas de determinadas categorias, como bezerras
lactentes e desmamadas, novilhas e vacas; outras podem ser classificadas de acordo com a sua
apresentacdo como as doencas endémicas e epidémicas ou as doencas de carater agudo e
cronico; podem também estar relacionadas as falhas no manejo ou deficiéncias nutricionais;
entre outras categorias de classificacdo como, por exemplo, aquela que é relacionada ao sistema
organico ou até mesmo ao orgao envolvido (Alfieri, 2008).

Neste sentido, particularmente na pecuaria bovina leiteira, destacam-se aquelas
infecgBes que acometem a glandula maméria e os digitos. Ambas ocorrem em animais adultos
e comprometem diretamente a producdo e produtividade. Devido a frequéncia de ocorréncia,
as mastites e as afeccOes podais sdo consideradas os principais desafios sanitarios em rebanhos
bovinos leiteiros (Silveira et al., 2009; Langoni et al., 2017).

Ainda de acordo com a faixa etaria podemos destacar as infeccdes que ocorrem no
sistema digestorio, particularmente a porcdo entérica; o sistema respiratorio; e o sistema
reprodutivo. Todas essas infec¢fes sdo multietioldgicas, ou seja, podem ser ocasionadas por
varias classes de micro-organismos como bactérias, virus e protozoarios, e multifatoriais, pois
sua ocorréncia e, principalmente, a sua intensidade e/ou gravidade podem sofrer influéncias de
aspectos relacionados ao manejo, nutricionais e imunoldgicos (Alfieri, 2008).

Dentre as enfermidades entéricas as diarreias neonatais sao as mais frequentes e
importantes afeccdes em bezerras lactentes podendo acarretar prejuizos a toda cadeia produtiva
do leite em virtude dos custos adicionais na criacdo de bezerras e na evolucdo genética dos
rebanhos (Alfieri et al., 2006; Alfieri, 2008; Cho e Yoon, 2014).

1.2. DIARREIA NEONATAL BoVINA
A diarreia neonatal bovina (DNB) é uma sindrome multifatorial que envolve fatores

ndo infecciosos (imunoldgicos, manejo sanitario e nutricional) e infecciosos (Barry et al.,



17

2009). Os principais micro-organismos envolvidos na etiologia de DNB sdo virus, bactérias e
protozoéarios (Coura et al., 2015; Abuelo, 2016). A DNB, associada as doencas respiratorias,
sdo as principais causas de morbidade e mortalidade em bezerras em rebanhos bovinos leiteiros
em todo o mundo (Windeyer et al., 2014).

Particulas virais classificadas em dezenas de géneros podem ser identificadas em
conteddo intestinal de bezerras sem e, principalmente, com diarreia. Porém, tanto em rebanhos
bovinos leiteiros quanto de corte, rotavirus A (RVA) seguido de coronavirus representam as
principais etiologias virais de DNB (Asano et al., 2010; Uetake, 2013).

Rotavirus ¢ um micro-organismo ubiquo nos rebanhos bovinos de todo o mundo (Papp
et al., 2013). Aspectos relacionados ao manejo dos bezerros podem ser fatores de risco, pois
falhas em processos de higiene e sanitizacdo do ambiente podem levar ao aumento da dose viral
infecciosa presente no ambiente, instalacGes e utensilios, desencadeando o processo de infeccao
(Bartels et al., 2010; Al Mawly et al., 2015). Além da dose infecciosa e da resisténcia ambiental
do virus, outro importante aspecto relacionado ao micro-organismo é a sua viruléncia. No
campo circulam cepas de RVA com perfis de viruléncia distintos e, com isso, em algumas
situacbes sdo observados sinais clinicos brandos e em outras a infeccdo pode manifestar-se
como um grave surto de DNB (Brito et al., 2000; Buzinaro et al., 2003; Alfieri et al., 2006;
Medeiros et al., 2014).

Com relacdo as bezerras, particularmente na pecuaria leiteira, a imunidade passiva é
um aspecto que assume grande importancia tanto na ocorréncia quanto na intensidade dos
episddios de DNB (Parreno et al., 2004). A falha na transferéncia da imunidade passiva (FTIP)
é o principal fator de risco para o desenvolvimento de diarreia em bezerras lactentes (Meganck
et al., 2014). As FTIP podem ser quantitativas, quando as bezerras recebem quantidade de
colostro inferior ao necessario em relacéo ao seu peso corporal ou quando recebem quantidade
adequada em um periodo de tempo inadequado, ou seja, apos o fechamento da barreira celular
intestinal que impede a absor¢do de macromoléculas como os anticorpos. A principal FTIP
classificada como qualitativa é relacionada ao titulo de anticorpos presentes no colostro que séo
especificamente direcionados contra os principais agentes etioldgicos de DNB (Van Zaane et
al., 1986; Matsuda et al., 1993; Parreno et al., 2004; Durel et al., 2017). O manejo correto do
fornecimento de colostro e a vacinagdo das vacas no periodo pré-parto séo agdes que reduzem
a ocorréncia de FTIP tanto em termos quantitativos quanto qualitativos, respectivamente
(Parreno et al., 2004; Alfieri et al., 2006; Meganck et al., 2014).

A idade também é outro fator ligado ao hospedeiro que predispde a infec¢do por RVA

(Greenberg e Estes, 2009). Na espécie bovina, bezerras lactentes com uma a trés semanas de
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idade sdo as mais susceptiveis a infeccdo entérica (Alfieri et al., 2006; Meganck et al., 2014;
Coura et al., 2015). Em animais mais velhos a infec¢do também pode ocorrer, porém é menos
frequente (Coura et al., 2015).

A DNB acarreta em aumento nos custos de producéo dos bezerros em virtude de varios
aspectos, destacando-se entre eles o custo com medicamentos e com horas de trabalho no
manejo de animais sintomaticos para o tratamento; além das interferéncias negativas na
conversdo alimentar e no ganho de peso (Bartels et al.,, 2010). Além de todas essas
consequéncias, existe ainda o risco de mortes eventuais, principalmente na pecuéria leiteira,
que interfere na taxa de evolucdo do rebanho tanto em termos numéricos quanto,
principalmente, de manutencédo genética do rebanho (Dhama et al., 2009; 1zzo et al., 2011).

O impacto negativo que essa sindrome acarreta na pecuaria bovina pode ser
minimizado com a utilizacdo de boas préaticas na criacdo das bezerras que incluem, ambientes
adequados; limpeza e desinfeccdo de ambientes, instalacdes e utensilios; monitoramento da
colostragem e incremento da imunidade passiva por meio da vacinagdo das vacas ao final da
gestacdo (Alfieri et al., 2006; Bartels et al., 2010; Freitas et al., 2011; Cho e Yoon, 2014; Al
Mawly et al., 2015).

1.3 ROTAVIRUS

Rotavirus (RV) é considerado a principal causa viral de DNB em todo o mundo (Okada
e Matsumoto, 2002; Martella et al., 2006; Alkan et al., 2010; Badaracco et al., 2012; Medeiros
et al., 2015). O género Rotavirus é membro da familia Reoviridae (ICTV, 2017) e possui 0
genoma composto por 11 segmentos de RNA fita dupla (dsSRNA), que codificam 12 proteinas,
sendo seis estruturais (VP1-VP4, VP6-VP7) e seis ndo estruturais (NSP1-NSP6) (Greenberg e
Estes, 2009). Cada segmento genémico codifica uma proteina, com excecdo do segmento 11
que codifica duas proteinas (Matthijnssens et al., 2008b). A proteina codificada por cada

segmento de rotavirus e a sua funcao s&o apresentadas na figura 1.
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Figura 1. Esquema do perfil de migracdo dos 11 segmentos de dsRNA de rotavirus A, proteinas

codificadas e funcgdes.
Fonte: Adaptado de Greenberg e Estes (2009).

A particular viral, descrita por Mebus et al. (1969), consiste de tripla camada proteica
composta por (Figura 2):

i)  Camada interna (core ou nucleo), composta por proteinas associadas ao genoma
viral. VP1 é a proteina RNA polimerase dependente de RNA (RdRp); VP2 a proteina mais
abundante, unida a0 RNA, com func¢do de formagdo do nucleocapsideo; e VP3 apresenta
atividade de guanililtransferase (adiciona residuos a estrutura cap 5’ dos RNAs mensageiros.

i)  Camada intermediaria, composta pela proteina VVP6, representa cerca de 50-60%
da massa viral, utilizada para determinacdo de espécie/grupo.

iii)

que possui um sitio de clivagem pela tripsina e gera duas proteinas VP5* e VP8*, responsaveis

Camada externa, composta pela proteina VP4, uma proteina sensivel a protease,

pelo aumento da infectividade viral e também pela determinacdo do genotipo P (protease
sensitive); e pela proteina VP7, uma glicoproteina envolvida no processo de penetracdo do virus
na célula, responsavel pela determinacdo do genotipo G (glycoprotein). Essas duas proteinas

sdo consideradas imunogénicas pois induzem a formacéo de anticorpos neutralizantes.
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Figura 2. Diagrama da estrutura da particula de rotavirus.
Fonte: Adaptado de Usonis et al. (2012)
A auséncia de envelope e a tripla camada proteica fazem com que a particula viral

tenha alta resisténcia no ambiente. A tripla camada proteica também confere ao virus resisténcia
ao ambiente acido do estbmago e as enzimas digestivas no intestino. O virus infecta as
vilosidades (enterdcitos maduros) do duodeno/jejuno por endocitose. Os principais genes
envolvidos na infectividade viral sdo 3 (VP3), 4 (VP4), 5 (NSP1), 9 (VP7) e 10 (NSP4). O gene
3, que codifica a VP3, atua na replicacdo do RNA viral, os genes 4 e 9 (codificam as proteinas
VP4 e VP7, respectivamente) sdo expressos como proteinas da camada externa do capsideo que
iniciam a infeccdo. O gene 5 codifica a proteina NSP1 que é antagonista de interferon,
importante na imunidade contra o virus, e o gene 10 codifica a proteina NSP4 que regula a
homeostase do célcio, a replicacdo viral e € uma potente enterotoxina viral (Greenberg e Estes,
2009).

Rotavirus é classificado com base na proteina VP6 em nove espécies/grupos (A-1)
aceitos pelo International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV, 2017). Em 2017 foi
proposto o décimo grupo (J) descrito em morcegos (Banyai et al., 2017). Os grupos A, B, C e
H acometem humanos e animais e 0s grupos D-G e I-J, até 0 momento, foram descrito apenas
em animais. RVA é o grupo mais frequentemente em amostras fecais diarreias em humanos e
animais, incluindo bovinos. Porém, rotavirus B e C também ja foram descritos em bovinos
(Ghosh et al., 2007; Otto et al., 2015).
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1.3.1 Rotavirus A (RVA)

As proteinas VP7 (glicoproteina) e VP4 (sensivel a protease), independentemente,
induzem anticorpos neutralizantes envolvidos na imunidade protetora contra a infecgédo e séo
utilizadas, assim como 0s seus respectivos genes, para a classificacdo binaria, um importante
sistema empregado para a classificacdo das cepas de RVA em sorotipos / genotipos G e P,
respectivamente. Atualmente, s&o aceitos pelo Rotavirus Classification Working Group
(RCWG, 2017) 36 genotipos G e 51 genotipos P. Porém, o numero total de genotipos é
constantemente alterado pela descri¢do de novos genotipos.

A definicdo de toda a constelacdo de genotipos foi proposta como uma nova
classificacdo das cepas de RVA que tem por base a analise comparativa da porcentagem de
identidade da sequéncia de nucleotideos dos 11 segmentos gendmicos com sequéncias de cepas
disponiveis no GenBank, seguindo a seguinte ordem VP7-VP4-VP6-VP1-VP2-VP3-NSP1-
NSP2-NSP3-NSP4-NSP5/6, ou seja, genotipos GXx-P[x]-IX-Rx-Cx-Mx-Ax-Nx-Tx-Ex-Hx
(Matthijnssens et al., 2008a) (Tabela 3).

Tabela 3. Valor de corte, em porcentagem de identidade de nucleotideos, letra utilizada para
identificar e descricdo do nome do genotipo para cada uma das 11 proteinas de rotavirus A e 0

namero de genotipos descritos para cada segmento.

% valor de - Numero de
Descricdo do nome do

Segmento Pr(_)t_eina _corte de Genotipo genotipo, baseado no ge_notipos
codificada identidade de e aceitos pelo
nucleotideos produto génico RCWG
1 VP1 83 R RNA-dependent RNA 29
polymerase
2 VP2 84 C Core shell protein 20
3 VP3 81 M Methyltransferase 20
4 VP4 80 P Protease sensitive 51
5 NSP1 79 A Interferon antagonist 31
5 \VP6 80 | Intermediate capsid 26
shell
7 NSP3 85 T Translation enhancer 22
8 NSP2 85 N NTPase 22
9 VP7 80 G Glycolylated 36
10 NSP4 85 E Enterotoxin 27
11 NSP5 91 H pHosphoprotein 22

Fonte: RCWG (2017) e Matthijnssens et al. (2008a); Matthijnssens et al. (2012) com modificaces
Foi sugerida e vem sendo utilizada para as cepas de RVA um padréo de nomenclatura,

seguindo as seguintes informacdes: RV A/espécie animal que a cepa foi detectada — origem do

isolamento (wt - cepa selvagem ou tc — cultivo celular) /sigla IATA (International Air Transport



22

Association) do pais/nome da amostra/ano de coleta/classificacdo binaria em G e P
(Matthijnssens et al., 2011). Na auséncia de uma das informagdes é utilizado o X no local
designado a informacéo nédo disponibilizada. Nas cepas de RVA apresentadas nas figuras dessa
tese, ao final da nomenclatura oficial foi também incluido o numero de acesso do depdsito da

sequéncia de nucleotideos disponivel no GenBank.

1.3.1.1 Genotipo G

Em bovinos, os genotipos G mais predominantes em cepas de RVA sdo G6, G8 e G10
Entretanto, nesta espécie animal ja foram descritos 12 genotipos G (G1-G3, G5, G6, G8, G10,
G11, G15, G17, G21 e G24) (Papp et al., 2013).

O genotipo G6 foi descrito em bovinos como 0 mais prevalente em todos os cinco
continentes (Papp et al., 2013). G10 é o segundo genotipo G mais comum em quatro (América,
Asia, Europa e Oceania) dos cinco continentes. Na Africa, o segundo genotipo G mais
prevalente € o G8. O genotipo G6 é mais comumente encontrado em bovinos de corte e G10
em bovinos leiteiros (Dhama et al., 2009).

Devido a diversidade molecular, alguns genotipos G e P podem ainda ser classificados
em linhagens. O genotipo G6 é subdividido em seis linhagens (I-V1) (Tacharoenmuang et al.,
2015) e 0 G10 em dez linhagens (I-X) (Cowley et al., 2013). As linhagens dos genotipos G6 e
G10 estdo apresentadas nas figuras 3 e 4, respectivamente.

1.3.1.2 Genotipo P

Os genotipos P mais frequentemente descritos em bovinos séo P[1], P[5] e P[11],
porém ja existem relatos de 11 genotipos P (P[1], P[3], P[5-7], P[11], P[14], P[17], P[21], P[29]
e P[33]) nessa espécie hospedeira (Papp et al., 2013).

As frequéncias de genotipos P descritos em cepas de RVA identificadas em bovinos
de quatro continentes mostram que o genotipo P[5] € o mais prevalente no mundo (25,9%),
sequido por P[11] (21,5%) e P[1] (2,1%), ndo sendo disponiveis dados do continente africano
(Papp et al., 2013).

O genotipo P[5] é dividido em nove linhagens (Medeiros et al., 2015) e o P[11] é
dividido em seis linhagens distintas (Badaracco et al., 2013), ilustradas esquematicamente nas

figuras 5 e 6, respectivamente.
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Figura 3. Arvore filogenética do gene VVP7 de RVA, reconstruida utilizando 922 pb do genotipo

G6 das cepas de referéncia disponiveis no GenBank, subdividida em seis linhagens. O método

utilizado para a reconstrugdo foi neighbor-joining e o modelo Kimura two-parameter. Os

protétipos das vacinas, contendo G6 genotipo, disponiveis comercialmente no Brasil estdo

indicados por um quadrado preto. Os nimeros adjacentes a arvore representam a porcentagem

de bootstrap (1000 replicac6es). Valores de bootstrap inferiores a 50% foram omitidos. A cepa

de RVA B223 genotipo G10P[11], também incluida em algumas vacinas, foi utilizada como

outgroup. O nimero de acesso no GenBank esta colocado apds cada nome de sequéncia.
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RVA/Cow-wt/MEX/MX001/2006/G10P11 - FJ217204
RVA/Cow-tc/USA/2292B/XXXX/G10P11 - U14996
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Figura 4. Arvore filogenética do gene VP7 de RVA, reconstruida utilizando 979 pb do genotipo
G10 das cepas de referéncias disponiveis no GenBank, subdividida em dez linhagens. O método
utilizado para a reconstrucdo foi neighbor-joining e o modelo Kimura two-parameter. O
prototipo da vacina, contendo genotipo G10, disponivel comercialmente no Brasil esta indicado
por um quadrado preto. Os nameros adjacentes a arvore representam a porcentagem de
bootstrap (1000 replicacGes). Valores de bootstrap inferiores a 50% foram omitidos. A cepa de
RVA UK genotipo G6P[5] foi utilizada como outgroup. O nimero de acesso no GenBank esta

colocado apos cada nome de sequéncia.
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Figura 5. Arvore filogenética do gene VP4 de RVA, reconstruida utilizando 644 pb do genotipo
P[5] das cepas de referéncias disponiveis no GenBank, subdividida em nove linhagens. O
método utilizado para a reconstrucéo foi neighbor-joining e 0 modelo Kimura two-parameter.
O prototipo da vacina, contendo o genotipo P[5], disponivel comercialmente no Brasil esta
indicado por um quadrado preto. Os nimeros adjacentes a arvore representam a porcentagem
de bootstrap (1000 replicac6es). Valores de bootstrap inferiores a 50% foram omitidos. A cepa
de RVA NCDV genotipo G6P[1] foi utilizada como outgroup. O nimero de acesso no GenBank

estd colocado ap6s cada nome de sequéncia.
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Figura 6. Arvore filogenética do gene VP4 de RVA, reconstruida utilizando 644 pb do genotipo
P[11] das cepas de referéncias disponiveis no GenBank, subdividida em seis linhagens. O
método utilizado para a reconstrucdo foi neighbor-joining e 0 modelo Kimura two-parameter.
O protétipo da vacina, contendo o genotipo P[11], disponivel comercialmente no Brasil esta
indicado por um quadrado preto. Os nimeros adjacentes a arvore representam a porcentagem
de bootstrap (1000 replicacdes). Valores de bootstrap inferiores a 50% foram omitidos. O

namero de acesso no GenBank esta colocado apds cada nome de sequéncia.

1.3.1.3 Associagoes de genotipo G e P

A combinacdo entre genotipos G e P de RVA mais descrita em bovino no mundo é
G6P[5], como nos Estados Unidos (Parwani et al., 1993), na Italia (Falcone et al., 1999), no
Japéo (Fukai et al., 2002; Okada e Matsumoto, 2002), na Argentina (Garaicoechea et al., 2006),
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na Franca (Kaplon et al., 2013), na Australia (Swiatek et al., 2010), na Alemanha (Otto et al.,
2015), na Irlanda (Collins et al., 2014) e na Tailandia (Pongsuwanna et al., 1990). No Brasil o
genotipo G6P[5] também é o mais frequente em cepas de RVA identificadas em casos clinicos
de diarreia neonatal em bezerros (Alfieri et al., 2004; Barreiros et al., 2004; Buzinaro et al.,
2009; Freitas et al., 2011; Rocha et al., 2017).

De acordo com Badaracco et al. (2012) o genotipo G6P[5], é 0 mais prevalente em
cepas de RVA bovino em todo o mundo possivelmente por ser mais resistente as condicoes
ambientais ou por circular de forma assintomatica por longos periodos na populacdo de bovinos
adultos.

A combinacdo G10P[11], com frequéncia, é o segundo genotipo mais identificado em
cepas de RVA bovino em paises como Italia, Japdo, Argentina, Turquia e Irlanda (Falcone et
al., 1999; Fukai et al., 1999; Fukai et al., 2002; Okada e Matsumoto, 2002; Garaicoechea et al.,
2006; Alkan et al., 2010; Collins et al., 2014) e também no Brasil (Alfieri et al., 2004; Freitas
etal., 2011). Em estudos pontuais foi também o genotipo de RVA mais frequente na Argentina
(Badaracco et al., 2012), Ird (Madadgar et al., 2015) e Brasil (Brito et al., 2000); e na terceira
posicdo na Italia (Monini et al., 2008) e no Ird (Pourasgari et al., 2016).

Caracterizada como a mais frequente associagéo de genotipos G e P em cepas de RVA
identificadas em bovinos em alguns relatos realizados na Italia e na Turquia (Monini et al.,
2008; Alkan et al., 2010), o genotipo G6P[11] tem sido descrito como comum em estudos
realizados no Brasil em rebanhos de bovinos leiteiros (Caruzo et al., 2010); em rebanhos
bovinos de corte (Buzinaro et al., 2009); em rebanhos mistos (Silva et al., 2012); em rebanhos
vacinados (Barreiros et al., 2004; Rocha et al., 2017); e em um surto de diarreia neonatal em
bovinos de corte comercial em sistema de criagdo extensiva (Medeiros et al., 2014). Na
Alemanha (Otto et al., 2015) e na Italia (Falcone et al., 1999) a combinagdo G6P[11] foi a

segunda e terceira mais frequente, respectivamente.

14 PROFILAXIA

Para a prevencao efetiva da DNB causada por RVA, boas préaticas de manejo associada
a vacinacao das vacas no periodo pré-parto tem sido praticada globalmente. As vacas vacinadas
transferem passivamente os anticorpos especificos pelo colostro para suas bezerras para que
tenham imunidade de mucosa e parenteral suficiente para prevenir a doenca decorrente da
infeccdo viral (Dhama et al., 2009). Portanto, a ingestdo de colostro € o principal manejo para

0 sucesso da imunizacgdo contra a DNB e deve ser realizada de forma adequada para que a
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bezerra tenha ingestdo suficiente, tanto em termos de quantidade quanto de tempo transcorrido
apos o nascimento (Meganck et al., 2014).

O Brasil a industria de imunobiolégicos disponibiliza comercialmente quatro vacinas
para a prevencdo da DNB contendo RVA. Em todas as formulagdes o RVA € inativado. Trés
vacinas possuem em sua formulagdo as cepas protdtipos G6P[1] (cepa NCDV) e G10P[11]
(cepa B223) e uma possui 0 genotipo G6P[5] (cepa UK).

Em rebanhos bovinos brasileiros vacinados com a cepa NCDV, houve o relato da
ocorréncia de RVA com diferentes genotipos, alguns com o mesmo genotipo G, como G6P[5]
e G6P[11], e outros com genotipos diferentes, como G8P[11], além de infec¢des mistas
caracterizadas pela presenca simultanea de cepas de RVA constituidas por genotipos distintos
(Barreiros et al., 2004).

Kaplon et al. (2013) um estudo conduzido na Franga com rebanhos bovinos vacinados
com a cepa G6P[5] mostrou que 76,2% (16/21) das cepas de campo de RVA compartilhavam
0 mesmo genotipo com a cepa vacinal e 0s autores concluiram que a vacinagdo ndo promoveu
a emergéncia de novos genotipos ou de variantes diferentes daqueles encontrados na vacina.
Um estudo realizado na Turquia, também utilizando a vacina contendo RVA G6P[5], mostrou
a ocorréncia de um unico genotipo G8P[5] de RVA como causa da diarreia, demonstrando falha
na protecdo homotipica com relacdo a proteina VVP4 e heterotipica com relacdo a VP7 (Karayel
etal., 2017).

No México, amostras de fezes de bezerros nascidos de vacas vacinadas com RVA
G6P[1] apresentaram genotipo G10P[11], sendo considerado pelos autores que a vacinacao
promoveu imunidade heterotipica apenas parcialmente (Rodriguez-Limas et al., 2009).

No Brasil, em um rebanho de bovinos de corte regularmente vacinado com vacina
contendo as cepas de RVA G6P[1] e G10P[11], foi descrito um surto de diarreia neonatal
ocasionado por RVA genotipo G6P[5] (Medeiros et al., 2015). Resultado semelhante foi
descrito na Turquia, onde em rebanhos bovinos vacinados com as cepas G6P[1] e G6P[5] foi
observada baixa protecdo contra infeccdo por uma cepa de RVA genotipo G6, porém foi
descrito com pertencente a uma linhagem distinta do genotipo G6 vacinal. Além disso as
amostras possuiam na sua maioria genotipo P[11], diferente das cepas vacinais (Alkan et al.
(2010).

Em um estudo longitudinal utilizando uma vacina com as cepas de RVA G6P[1] e
G10P[11] foi descrita a ocorréncia de DNB em bezerras de rebanho bovino leiteiro ocasionada
por RVA genotipo G6P[11] (Rocha et al., 2017). Este mesmo genotipo G6P[11] ja havia sido
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descrito anteriormente no Brasil em um surto de DNB em um rebanho de bovinos de corte
(Medeiros et al., 2014).

A pressdo vacinal ocasionada pelas vacinas para RVA pode gerar competicdo, selecdo
ou variacdo que podem, de forma isolada ou em conjunto, serem responsaveis pela introducao
ou pela emergéncia/reemergéncia de novas cepas virais, pela adaptacdo de cepas ja existentes,
ou pela introducdo de diferentes genotipos (Cashman et al., 2010). E amplamente reconhecido
que, em condicBes de campo, a eficcia das vacinas contra RV A correlaciona-se com a inducéo
de altos niveis de anticorpos neutralizantes que, por meio do colostro ou, com menor frequéncia,
pelo leite de vacas vacinadas, atuam sobre os virus de campo presentes em bezerros recém-
nascidos, mas que foram passivamente imunizados. Segundo Falcone et al. (1999), uma
resposta imune homotipica maxima ocorre apenas contra 0S genotipos presentes na vacina,
enquanto titulos mais baixos de anticorpos neutralizantes sdo induzidos contra cepas de RVA
com diferentes G e P genotipos. Sendo assim, quanto maior o grau de homologia dos
sorotipos/genotipos G e P que uma cepa vacinal compartilha com os virus selvagens, maior a
probabilidade de eficacia da vacina no campo.

Em todo o mundo a diarreia neonatal é o evento sanitario mais importante na criacao
de bezerras e RVA é a principal etiologia viral. Entre algumas medidas sanitarias importantes
para mitigar o risco da ocorréncia de surtos de diarreia neonatal, a vacinagao das vacas destaca-
se como uma das mais importantes. Varios estudos demonstram que a vacinacdo ndo elimina
os riscos de infeccdo, porém, sem divida, reduz tanto a frequéncia quanto a intensidade dos
episdédios de diarreia neonatal ocasionada por RVA. Considerando que a pressao immune
dirigida pela vacinacdo rotineira pode ter o potencial de selecionar a presenca de alguns
genotipos G e P especificos, ressalta-se a importancia do monitoramento epidemiolégico dos

genotipos presentes nas cepas de RVA de campo circulantes em rebanhos bovinos.
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2.1 OBJETIVO GERAL

Monitorar os genotipos G (VP7) e P (VP4) de cepas de RVA identificadas em bezerras

com diarreia neonatal em rebanhos bovinos leiteiros regularmente vacinados.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Por meio de um estudo longitudinal avaliar a frequéncia de diarreia, a frequéncia de
RVA e os genotipos G e P presentes nas cepas de RVA circulantes em bezerras com
idade inferior a 30 dias provenientes de um rebanho bovino leiteiro vacinado com
genotipo G6P[5] (cepa UK);

Por meio de um estudo transversal avaliar a frequéncia de diarreia, a frequéncia de RVA
e 0s genotipos G e P presentes nas cepas de RVA circulantes em bezerras com idade
inferior a 30 dias provenientes de 14 rebanhos bovinos leiteiros vacinados com genotipo
G6P[5] (cepa UK).
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3.1. Longitudinal surveillance of rotavirus A genotypes circulating in a high milk yield
dairy cattle herd post-rotavirus vaccine introduction
Aurtigo redigido de acordo com as normas do periédico Vaccine
Disponivel em https://www.journals.elsevier.com/vaccine
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Longitudinal surveillance of rotavirus A genotypes circulating in a high milk yield dairy

cattle herd post-rotavirus vaccine introduction

Abstract

Worldwide neonatal diarrhea is the most important health event in dairy calves rearing and
rotavirus A (RVA) is the main viral etiology. Among some important health measures to
mitigate the risk of neonatal diarrhea outbreaks, the cows vaccination stands out as one of the
most important. Considering that the immune pressure induced by routine vaccination may have
the potential to select the presence of some specific G and P genotypes of RV A this study aimed
to determine frequency of neonatal diarrhea, the incidence of RVA, and to monitor the G and
P genotypes present in the RVA field strains circulating in a high milk yield cattle herd
vaccinated with RVA G6P[5] genotype. Fecal samples (n=1,220) from 122 Holstein heifer
calves up to 30-day-old born from RV A vaccinated cows were collected in 10 different ages (1,
4,7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, and 30-days-old) regardless of the presence or absence of diarrhea.
At the time of collection, according to fecal consistency the fecal samples were classified by
score: 0 (normal), 1 (pasty), 2 (soft), and 3 (watery). The presence of RVA dsRNA in fecal
samples was determined by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) technique confirmed
by RT-PCR to G and P genotype. G and P RT-PCR amplicons of 10 RVA positive fecal samples
identified in different calves of different ages were submitted to nucleotide sequencing. The
rates of calves and fecal samples positive for RVA were 62.3% (76/122) and 8.1% (99/1,220),
respectively. By sequence analysis, all the 10 RV A field strains were characterized as genotype
G10P[11]. In summary, besides the low frequency and severity of neonatal diarrhea observed
in calves born from RVA G6P[5] vaccinated cows, in this study was possible to identify that
the G and P genotypes of wild-type circulating RVA strains (G10P[11]) were different from
those present in the vaccine used for neonatal diarrhea control. Nevertheless, complementary
analyses are required for better understanding of the influence of vaccination on RVA strains
circulating in RVA vaccinated cattle herds.

Keywords: Calf, neonatal diarrhea, vaccine, RVA, genotype.



43

Introduction

Neonatal calf diarrhea (NCD) is the most common cause of calf morbidity and mortality
which can exceed 20% in some instances [1]. The etiology of this syndrome involves nutritional
and sanitary management, immunological aspects, and infectious agents, as bacteria, viruses,
and protozoa [2]. Bovine rotavirus A (RVA) is the most prevalent viral agent associated with
in NCD in dairy and beef cattle herds worldwide [2, 3].

The non-enveloped virion of RVA is composed by a triple-layered capsid surrounding
11 dsRNA segments that encode 6 structural (VP1-VP4, VP6, and VP7) and 6 nonstructural
(NSP1-NSP5/6) proteins [4]. Based on antigenic characteristics and sequence analyses of VP6
gene Rotavirus genus is primarily classified into nine distinct groups/species (A-1) [5-7], and a
new proposal species J was described in bat [8]. The VP7 and VP4 genes encode two structural
proteins responsible to induce the immune protective response and are used for binary
classification of the RVA strains in G and P genotypes, respectively. Currently, 36 G and 51 P
genotypes are recognized by Rotavirus Classification Working Group [9].

Calves with 1 to 3 weeks old have a window of opportunity for infection by
microorganisms and consequently occurrence of disease, this event occurs because the antibody
from passive immunity decrease to a level still high enough to block responses to the vaccine
but not high enough to resist a field infection [10]. So, the implantation of cow vaccination
program is an important strategy to protect the calves from RVA infection and neonatal
diarrhea.

The commercial vaccines available in Brazil contain inactivated RVA and other
infectious agents involved in NCD. One of these has the G6P[5] genotype, that is the more
prevalent RVA genotype described worldwide [11] and also in Brazil [12].

The aim of this study was to determine the frequency and intensity of neonatal diarrhea,
the incidence of RVA, and evaluate the RVA G and P genotypes circulating in dairy calves
born from cows regularly vaccinated with RVA G6P[5] strain in a high milk yield dairy cattle
herd.

Materials and Methods
Herd information

The dairy farm is located in the city of Descalvado, Sdo Paulo State, Brazil (21° 54' 14"
S, 47° 37' 10" W) and is operated as a closed dairy cattle herd with 1,800 Holstein cows in
lactation. The cows were managed on free stall system and with appropriate nutritional and

health practices. This high milk yield dairy cattle herd produces an average of 37 liters/day/cow.
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The calves are reared in individual pens on elevated floors. The colostrum intake was

accompanied to be consumed in adequate time and quantity for all newborn calves.

Cows vaccination

Sixty or 45 days before calving the cows were vaccinated against NCD. The commercial
vaccine contains in the formulation inactivated bovine rotavirus (UK-Compton strain - G6P[5]),
inactivated bovine coronavirus (Mebus strain), and E. coli (K99) adesine F5. The vaccination

was performed according to manufacturer's instruction.

Fecal samples

Fecal samples from 122 heifer calves born from RVA-vaccinated cows were collected
in 10 different ages (1, 4, 7, 10, 14, 17, 21, 24, 28, and 30 days old) regardless of the presence
or absence of diarrhea. The sampling was collected between March and May 2017, totalizing
1,220 fecal samples that were stored at -20°C until analysis. At the time of collection all fecal
samples were classified according the score of fecal consistency in: 0 (normal); 1 (pasty); 2
(soft); and 3 (watery). The scores 0 and 1 were considered non-diarrheic and 2 and 3 were

diarrheic fecal samples.

Evaluation of RVA presence

In the analysis of 10 fecal samples from the same animal, collected in different days old,
were processed at the same time to avoid any bias. The dsSRNA extraction was performed with
a combination of phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) and silica/guanidinium
isothiocyanate extraction methods according to Alfieri et al. [13]. The presence of RVA dsRNA
in fecal samples was evaluated by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) technique [14],

followed by silver staining [15].

RVA genotyping

Fecal samples positive for RVA in PAGE from different collections, date, and calves
ages were confirmed by RT-PCR assay using consensus primers to amplify 1,062 bp of the VP7
gene [16] and 876 bp of the VP4 (VP8*) gene [17, 18]. The RT-PCR products were analyzed
by electrophoresis in 2% agarose gels with ethidium bromide and observed under ultraviolet
light. Ten RT-PCR products with better quality from RVA-positive fecal samples from 10
calves of different age groups were selected for sequence analysis.
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The RT-PCR products were purified using an Illustra GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE®, Buckinghamshire, UK), quantified using Qubit® Fluorometer
(Invitrogen® Life Technologies, Eugene, OR, USA), and sequenced using an AB13500 Genetic
Analyzer sequencer with a BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems®, Foster City, CA, USA) with the same primers used in RT-PCR. Software Phred
and CAP3 were used to obtain nucleotide (nt) quality analysis and contig assembly of the RVA
sequences, respectively (asparagin.cenargen.embrapa.br). Sequence similarity searches were
performed using the basic local alignment search tool (BLAST) software

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). BioEdit software version 7.0.8.0 was used for the construction

of the nt sequence identity matrix. The nt sequence data presented in this study have been
deposited in the GenBank database (accession numbers MH016179 and MH016180).

Results and Discussion

Seventy-six (62.3%) of the 122 heifer calves were RVA-positive in at least one of the
10 fecal samples evaluated. Worldwide the percentage of calves RVA positive varies in several
studies according the experimental design. In England [19] and New Zealand [3] were reported
rates of 45.9 (161/351) and 20.0% (246/1,226) of RVA positive dairy calves, respectively. In
Brazil, Coura et al. [2] also in a longitudinal study reported that 49.2% (33/67) of dairy heifer
calves up to 30-day-old excreted RV A at some point. However, in a transversal study also done
in Brazil 138 of 683 (20.2%) dairy calves up 30-day-old were RV A positive [13].

The percentage of RVA positive fecal samples in this study was 8.1% (99/1,220) being
that 19 (15.6%) calves excreted RVA for more than one occasion. Other longitudinal studies
performed to determine the RVA infection in calves born from vaccinated dairy cows
conducted in Brazil the rates of RVA-positive diarrheic fecal samples were 5.7% (49/850) [2]
and 3.9% (11/281) [20].

The distribution of the total sampling and the number of RV A positive fecal samples by
fecal consistency scores and the age of the calf at the time of sample collection are shown in
table 1. Evaluating the number of fecal collections (n=10) performed in calves up to 30-day-
old and the fecal consistency score, we can consider that during the experiment the frequency
of diarrheic calves was not high. Fecal samples with scores 0 and 1 (n=863) represented 70.7%
of the total sampling, while samples with scores 2 and 3, indicating diarrhea, comprised only
17.0 (n=208) and 12.2% (n=149) respectively. Recently, in a similar study conducted in Brazil
with RVA-unvaccinated dairy cattle herds the frequency of diarrheic fecal samples constituting

the total sampling was higher than that found in this experiment [2].


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Table 1. Distribution of the total sampling and the number of rotavirus A positive
fecal samples by fecal consistency scores and the age of the calf at the time of
sample collection from heifer calves born from a rotavirus vaccinated high milk
yield dairy cattle herd, Brazil, 2017.

Age/ Fecal Score
. 0 1 2 3 0
Days Samples (n) (normal) (pasty) (soft) (watery) Total (%)
. N 23 44 32 23
+ - - — — —
A N 25 74 16 7
* - 1 - - 1(0.8)
. N 39 73 7 3
* 3 4 — ~ 7(5.7)
10 N 40 55 16 11
+ 3 3 6 2 14 (11.5)
14 N 31 36 26 29
+ 6 4 3 6 19 (15.6)
17 N 19 35 38 30
+ 2 3 7 10 22 (18.0)
’1 N 33 40 21 28
+ 4 2 3 2 11 (9.0)
Y N 45 47 18 12
* 3 1 5 1 10 (8.2)
- N 46 52 21 3
+ 2 3 2 1 8 (6.6)
30 N 49 57 13 3
* 3 4 = - 7 (5.7)
N 350 513 208 149 1,220
Total

+(%)  26(7.43) 25(4.87) 26(12.50) 22(14.76) 99 (8.11)

*(n) total number of fecal samples and (+) number of RV A-positive samples

Studies have indicated that the RVA infection in diarrheic calves is significantly higher
to that found in non-diarrheic feces [3, 21, 22]. In this study, 13,44% of the diarrheic fecal
samples were RVA positive. On average, the frequency of RVA-positive samples in diarrheic
feces of calves worldwide ranges between 5.5 and 57.9% [13, 21, 23-30]. In this study, dSRNA
of RVA was identified in 5.9% (51/863) of fecal samples with score 0 and 1 and in 12.5 (26/208)
and 14.8% (22/149) of diarrheic samples, score 2 and 3, respectively. Although more frequent
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in diarrheic calves, the frequency of RVA diagnosis was lower than that observed in
unvaccinated herds [20].

The distribution of fecal sampling according to the age of calves in weeks-old shows
that the first and fourth weeks the frequency of diagnosis of RVA was 2.2% (8/366) and 6.8%
(25/366), respectively. However, in the second and third weeks the frequency of RVA-positive
fecal samples was higher with the two weeks reaching the rate of 13.5%. It suggests a decrease
in passive immunity, corroborating with studies describing that the passive immunity protect
calves until one week and the natural resistance has been initiated just after four weeks of age
[13], and high susceptibility of the animals with these ages. Meganck et al. [31] and Coura et
al. [2] described that diarrhea caused by RVA is most frequent in 1 to 3-week-old calves, and
Alfieri et al. [13] suggested that animals from dairy cattle herds were most susceptible to RVA
infection with 2- and 3-week-old.

As for control of neonatal diarrhea the farm uses the cow vaccination with commercial
vaccine with RVA UK-Compton strain genotype G6P[5] in order to determine the G and P
genotypes of RVA field strains identified in this study we selected 10 RVA-positive fecal
samples from 10 calves of different age groups for nucleotide (nt) sequence analysis of VP7
and VP4 amplicons. The analysis allowed to identify the genotype G10P[11] in all wild-type
RVA strains with high (99.3 to 100%) nt similarity between them.

The G10 and P[11] genotypes are not included in the RVA vaccine used in the dairy
farm evaluated in this study. The VP7 gene of the RVA Brazilian strains showed the highest
(93.7%) nt identity with American bovine strain 2292B (GenBank accession number: U14996)
that belongs to G10 lineage 1V and VP4 gene (95.3%) with prototype B223 strain (GenBank
accession number: D13394) of P[11] lineage I, respectively.

A putative vaccine breakthrough event associated with heterotypic RVA infection in
newborn calves was described in Turkey where the emergence of RVA strains genotype G8P[5]
was reported in a cattle herd vaccinated with G6P[5] RVA strain characterizing failure in
heterologous protection [32]. The occurrence of emerging heterologous RVA genotypes is an
effect described in Brazilian dairy and beef cattle herds post rotavirus vaccine introduction [20,
33]. A similar event has also been described in humans in Brazil and in other countries around
the world [34-38].

However, depending on some factors such as the type of cattle (beef or dairy), type of
cow and calf management (intensive or extensive), and the health programs with or without
vaccination for neonatal diarrhea control discordant results between experiments can be found.

In France, Kaplon et al. (2013) evaluated beef cattle herds in extensive management and found
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no difference between the frequencies of diarrhea and RV A-positive fecal samples identified in
vaccinated and unvaccinated herds. The most of the genotyped RV A-positive diarrheic fecal
samples presented the same genotype profile (G6P[5]) of the vaccine strain.

Among some important health measures to mitigate the risk of neonatal diarrhea
outbreaks, the cows vaccination stands out as one of the most important. Several studies
demonstrate that vaccination does not eliminate the risks of infection but certainly reduces both
the frequency and severity of neonatal diarrhea episodes in calves caused by RVA infection.
Considering that the immune pressure directed by routine vaccination may have the potential
to select the presence of some specific G and P genotypes, it is also important to monitor the
genotypes present in the RVA field strains circulating in vaccinated cattle herds.

In summary, besides the low occurrence of neonatal diarrhea in calves born from RVA
G6P[5] vaccinated cows, in this study was possible to identify the G10P[11] genotype, different

from those present in the vaccine strain, circulating in wild-type RVA strains.
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3.2. Cross-sectional study of G and P genotypes of rotavirus A field strains circulating in
regularly vaccinated dairy cattle herds
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Cross-sectional study of G and P genotypes of rotavirus A field strains circulating in
regularly vaccinated dairy cattle herds

Abstract

Neonatal diarrhea is the main cause of morbidity and mortality in calves up to 30-day-old and
rotavirus A (RVA) is the main viral etiology of this important sanitary event in beef and dairy
cattle herds worldwide. RVA vaccines are one of the main tools for diarrhea control in neonates.
However, RVA has a complex antigenic and molecular diversity and the constant tracking of
the RVA field strains is relevant for epidemiological monitoring of the emergence of new viral
variants. The aim of this cross-sectional study was to monitored the G and P genotypes of RVA
field strains identified in dairy cattle herds regularly vaccinated with RVA UK strain (G6P[5]).
The dairy cattle herds, located in the south region of Minas Gerais state, southeastern Brazil,
were randomly selected. The diagnosis of RVA was performed by RT-PCR assay toVP7 and
VP4 genes detection. Of the 14 selected herds, two were removed since on the day of fecal
collection no calf was diagnosed with diarrhea. Another six herds were also removed from the
study because all 20 diarrheic fecal samples evaluated were RT-PCR negative for RVA. In the
remaining six herds 17 (25.4%) of 67 diarrheic fecal samples evaluated were RVA-positive.
One RVA RT-PCR amplicon with best quality of each herd was selected for nucleotide
sequencing and G and P genotypes determination in circulating RVA strains. In the
phylogenetic analysis, five RVA field strains showed G6P[11] and one G10P[11] genotypes.
The G6 genotype present in all RVA field strains cluster into a distinct phylogenetic
arrangement (lineage 111) of the UK vaccine strain (lineage 1V) characterizing the emergence
of a G6 strain phylogenetically distant. In addition, we observed the emergence of G10 and
P[11] genotypes in G6P[5] vaccinated dairy cattle herds characterizing failure in heterologous
immune protection. These results show the importance of constant monitoring of circulating
RVA strains in vaccinated cattle herds for the epidemiological surveillance of the emergence
of new viral strains highlighting those with higher virulence and/or zoonotic potential. Finally,
the low frequency of diarrhea and the diagnostic of RVA in diarrheic fecal samples were
responsible for the exclusion of eight selected dairy herds from the study suggesting that regular
vaccination program reduces the frequency and severity of RVA diarrhea in suckling calves.

Keywords: Dairy calf, diarrhea, RVA, genotype, vaccine
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Introduction

Rotaviruses (RVs) are considered the widespread cause of diarrhea in humans and in
domestic animals, including calves (Barreiros et al., 2004; Alfieri et al., 2006; Papp et al., 2013;
Otto et al., 2015). Rotavirus genus belongs to Reoviridae family with a viral genome composed
of 11 double-stranded (ds) RNA segments. The VP6 protein/gene classifies the RVs into nine
distinct groups/species (A-1) (Matthijnssens et al., 2012; Mihalov-Kovacs et al., 2015), besides
a new proposed group/species (J) identified in bats (Banyai et al., 2017). The VP7 and VP4
genes, that codifies the two outer capsid proteins that induce neutralizing antibodies, are used
for binary classification of the RVA strains in G and P genotypes, respectively. To date, 51 P
and 36 G genotypes are accepted by Rotavirus Classification Working Group (RCWG, 2017).
The dsRNA segments reassortment promotes viral evolution, beyond possible adaptation to
new hosts, including the humans (Alfieri et al., 2006; Martella et al., 2010).

Neonatal calf diarrhea (NCD) is an important cause of morbidity and mortality in dairy
and beef cattle herds worldwide (Snodgrass et al., 1986; Windeyer et al., 2014; Karayel et al.,
2017). The NCD is considered a multifactorial syndrome and several enteric pathogens such as
virus, bacteria, and protozoa can be involved in this disease (Cho and Yoon, 2014; Coura et al.,
2015). Worldwide the rotavirus species A (RVA) is the main viral etiology of NCD, especially
in calves up to 30 days old.

The most frequent G and P genotypes in bovine RVA strains are G6, G8 e G10 and
P[1], P[5] e P[11]. Nevertheless, at least 11 P (P[1], P[3], P[5-7], P[11], P[14], P[17], P[21],
P[29], P[33]),and 12 G (G1-G3, G5, G6, G8, G10, G11, G15, G17, G21, G24) genotypes have
been described in bovine RVA field strains (papp etal., 2013).

Vaccination of cows at the end of gestation is one of the main health management for
the control and prophylaxis of bovine RVA. The increase of anti-RVA antibodies titers and the
adequate colostrum intake promotes an improvement in passive immunity that protects the
calves from RVA infection in the first weeks of age (Cortese, 2009; Bartels et al., 2010;
Meganck et al., 2015). In Brazil the commercially available vaccines for bovine RVA control
are monovalent, with inactivated RVA G6P[5] (UK strain) or bivalent containing the RVA
G6P[1] (NCDV strains) and G10P[11] (B223 strain) genotypes.

Immunity to RVA infection is homotypic, ie, genotype-specific (Van Zaane et al.,
1986; Taniguchi et al., 1991; Conner et al., 1993; Karayel et al., 2017). Considering the
emergence of different G and P genotypes in a vaccinated herd it is possible to affirm that there
is a homologous protection (Adah et al., 2003; Alkan et al., 2010; Malik et al., 2012). However,

there is evidence that vaccination can also promote the heterotypic immunity responsible for
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protecting against RVA infection by some strains with distinct genotypes (Matsuda et al., 1993;
Chang et al., 2000; Durel et al., 2017). Besides that, there is consensus that both in dairy as in
beef cattle farms the regular herd vaccination reduces the frequency and intensity of episodes
of neonatal diarrhea (Parreno et al., 2004; Gonzalez et al., 2010; Al Mawly et al., 2015).
Studies have reported that the immune pressure promoted by mass vaccination and the
viral evolution can drive the occurrence of antigenic variants promoting the emergence of new
viral strains with distinct genotypes some of which with higher virulence and / or zoonotic
potential (Matthijnssens et al., 2009; Martella et al., 2010; Badaracco et al., 2012; Usonis et al.,
2012). Some of these strains may still be responsible for vaccine breakdown. This cross-
sectional study monitored the G and P genotypes of RVA field strains identified in dairy cattle

herds regularly vaccinated for the bovine RVA infection control.

Materials and Methods
Dairy cattle herd and fecal samples

Fourteen high genetic and milk production dairy cattle herds from Minas Gerais state,
southeast region from Brazil were selected for this cross-sectional study. Calf rearing systems
were collective and individual pens in 28.6% (n=4) and 71.4% (n=10) of the herds, respectively.

The farms use a regular vaccination program for neonatal diarrhea control which
includes among other microorganisms the bovine RVA UK strain, G6P[5] genotype. The
vaccination program is conducted according to the manufacturer's instructions.

To identify the G and P genotypes of RVA field strains circulating in RVA vaccinated
dairy cattle herds, each one of the 14 herds were visited only once. On this occasion, 87

diarrheic fecal samples were collected from calves up to 30-day-old.

RVA diagnosis

The nucleic acid of the diarrheic fecal samples was extracted using a combination of
phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) and silica/guanidinium isothiocyanate extraction
methods (Alfieri et al., 2006). The presence of RVA dsRNA was evaluated by RT-PCR assays
for amplification of a product with 1,062 bp (Gouvea et al., 1990) and 876 bp length (Gentsch
etal., 1992; Martella et al., 2006) of VP7 and VP4 (VP8*) genes, respectively.

Sequencing
To determine the G and P genotypes in RVA positive fecal samples in RT-PCR, the best
G and P RT-PCR amplicon of each RVA positive herd was purified using an Illustra GFX PCR
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DNA and Gel Band Purification Kit (GE®, Buckinghamshire, UK), quantified using Qubit®
Fluorometer (Invitrogen® Life Technologies, Eugene, OR, USA), and sequenced using an
ABI3500 Genetic Analyzer sequencer with a BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA) using the same primers from the RT-PCR.

Nucleotide (nt) quality analysis and contig assembly of the RVA gene sequences were
performed with Phred and CAP3 software, respectively
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Sequence similarity searches were performed
using the basic local alignment search tool (BLAST) software (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/),
to verify the nucleotide similarity with sequences that are deposited in public databases. The
program used to obtain a neighbor-joining phylogenetic trees based on the nt were MEGA V7
software using 1,000 replicates to calculate the bootstrapping probabilities (Kumar et al., 2016).
The nt sequence identity matrices were constructed using BioEdit software version 7.0.8.0.

The nt sequence data presented in this study have been deposited in GenBank database
under accession numbers: Y199 strain - MH016183 and MH016185, Y263 strain - MH026112
and MH026113, and Y375 strain - MH016184 and MH016186.

Results and discussion

Of the 14 dairy cattle herds evaluated in this cross-sectional study in two herds, no 30-
day-old calf with diarrhea was found, thus these two herds were excluded from the RVA study.
In six other herds, all 20 diarrheic fecal samples collected in order to identify RVA were RT-
PCR negative and, therefore, also were excluded from the RVA analysis. In the remaining six
herds, it was possible to identify RVA in 25.4% (n=17) of the 67 diarrheic fecal evaluated.
RVA positive fecal samples were obtained from diarrheic calves aged 4 to 18 days.

The exclusion from the RVA analysis of 8 (57.1%) of the dairy cattle herds initially
selected for the study, either because they did not present any calves with diarrhea or because
we did not obtain any RVA positive fecal samples indirectly shows that the RVA vaccination
to neonatal diarrhea control contributes to reduction in the number of episodes and, mainly, in
the severity of neonatal diarrhea. Additionally, the most of the diarrheic fecal samples included
in the analysis, from the six RVA positive herds, show soft consistency and none of them was
watery (data not shown).

One aspect related to the management that was observed is that in all eight dairy herds
excluded from the study due to the absence of neonatal diarrhea or absence of RVA infection,
the calf rearing system used was in individual pens. In contrast, in four of the six herds

maintained in the study, the calves were raised in collective pens. This observation shows that
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the calf rearing system where calves of different ages are kept in the same environment may
constitute a risk factor for neonatal diarrhea and also for RVA infection in dairy cattle herds.

Diarrhea due to RVA infection has been reported in animals and children regularly
vaccinated worldwide (Barreiros et al., 2004; Parreno et al., 2004; Gurgel et al., 2007;
Lorenzetti etal., 2011; Rochaet al., 2017). Studies conducted to monitor the genotypes of RVA
field strains in vaccinated hosts present a great epidemiological and molecular importance.

The G and P genotypes of RVA field strains identified in five of the six the vaccinated
dairy cattle herds presented genotype G6P[11] and one herd G10P[11]. The G6 genotype
present in all RVA field strains clustered together with G6-lineage Ill strains, frequently
described in RVA strains identified in dairy cattle herds (Badaracco et al., 2013; Rocha et al.,
2017), distant from the RVA UK vaccine strain (lineage 1V) characterizing the emergence of a
G6 strain phylogenetically distant (Figure 1). Two Brazilian RVA strains identified in this
study, named Y199 and Y263 strains, showed 94 to 98.7% and 92.8 to 96.6% of nt identity,
respectively with other G6 strains that belong to lineage Ill. In addition, we observed the
emergence of G10 and P[11] genotypes in G6P[5] vaccinated dairy cattle herds characterizing
failure in heterologous immune protection.

In Brazil, Barreiros et al. (2004) described in G6P[1] (NCDV strain) vaccinated cattle
herds different G and P genotypes in RVA field strains being the genotype G6P[11] the
combination more frequent. In another study, the genotype G6P[5] was the unique genotype
combination described in RVA field strains in a neonatal diarrhea outbreak in beef cattle herd
vaccinated with the commercial vaccine containing G6P[1] and G10P[11] genotypes (Medeiros
et al., 2015). More recently, also in Brazil, genotype G6P[11] was identified in six dairy herds
regularly vaccinated with RVA NCDV (G6P[1]) and B223 strains (G10P[11]) (Rocha et al.,
2017).
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Figure 1. Phylogenetic tree of the VP7 gene of RVA, reconstructed using 830bp of genotype
G6 of the Y199 and Y263 strains, represented by a black circle, and reference strains available
in GenBank. The prototypes of Brazilian vaccines are indicated by a black square. The numbers
adjacent to the nodes represent the percentage of bootstrap support (1,000 replicates) for the
clusters. Bootstrap values less than 50% are not shown. The strain used as outgroup was the
prototype strain B223 (G10P[11]). The GenBank accession number were subsequent to the

name of the sequences.

Worldwide G6P[5], G6P[11], and G10P[11] are the most common G and P genotypes
identified in RVA strains causing neonatal diarrhea outbreaks in both beef and dairy calves
(Papp et al., 2013). In Brazil, epidemiological studies with both longitudinal or cross-sectional
design have shown that the G6P[5] genotype is the most common in RVA vaccinated and
unvaccinated dairy and beef cattle herds (Alfieri et al., 2004; Barreiros et al., 2004; Buzinaro et
al., 2009; Medeiros et al., 2015). However, this RVA genotype was not identified in any of the

six dairy cattle herds evaluated in this study.
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In RVA vaccinated herds the immune pressure developed by mass vaccination can be
responsible for the occurrence of RVA field strains with different genotypes from the vaccine
strain (Matthijnssens et al., 2009; Cashman et al., 2010). Another reason for the occurrence of
vaccine failures in RVA vaccination programs is the great diversity and variability G and P
genotypes in the RVA strains. Thus, vaccines may fail to provide good protection against
heterologous RVA strains ie strains with different genotypes of those found in vaccine strains
(Kaplon et al., 2013; Karayel et al., 2017).

This study described the occurrence of two (G6P[11] and G10P[11]) RVA genotypes in
six G6P[5] vaccinated dairy cattle herds. This result showed an excellent passive immunity
against the homologous RVA strain present in the vaccine but also characterized the occurrence
of heterologous infections. However, as reported in other studies, despite the possibility of the
occurrence of heterologous infections in the dairy cattle herds included in the study were
observed considerable reductions in the frequency and intensity of neonatal diarrhea in calves
of all herds.

The results of this study show the importance of constant monitoring of circulating RVA
strains in neonatal diarrhea outbreaks in dairy cattle herds, in a geographical region, or even in
a country. Only with this approach we can evaluate the effectiveness of NCD control and
prevention programs, as well as determine the cost-effectiveness of RVA vaccination. In
addition, epidemiological surveillance may identify the emergence of new RVA strains

highlighting of those with higher virulence and/or zoonotic potential.
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4 CONCLUSOES
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4.CONCLUSOES

e No estudo longitudinal, realizado em bezerras nascidas de vacas vacinadas com RVA
genotipos G6P[5], houve reducdo na intensidade de diarreia neonatal, sendo possivel
identificar que os genotipos G e P identificados nas cepas de campo (G10P[11]) foram

diferentes dos genotipos presentes na cepa vacinal.

¢ No estudo transversal, também foi possivel observar reducées nos episodios de diarreia e
no diagnostico de RVA em fezes diarreicas. Adicionalmente, em cinco rebanhos bovinos
leiteiros regularmente vacinados contra rotavirose foram identificadas bezerras infectadas
com RVA genotipo G6, também presente na vacina. Entretanto, as anélises filogenéticas
demonstraram que 0 genotipo G6 das cepas de campo pertenciam a linhagem Il que é

distinta da linhagem da cepa G6 vacinal que € classificada na linhagem IV.

e No estudo transversal também foi identificada a emergéncia de RVA genotipos G10 e
P[11], ndo presentes na cepa vacinal, caracterizando falha na prote¢do imune heteréloga
e que a pressdo imune promovida pela vacina pode ter sido responsavel pela emergéncia

de cepas de campo de RVA portadoras de genotipos distintos da cepa vacinal.
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5. ANEXOS
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5.1. Lista de Reagentes

2 A

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.

24,

25.
26.
217.
28.

Acetona, P.A. (CH3COCHSs) P.M. 58,08 (Dinamica®)

Acido acético glacial, P.A. (CHsCOOH) P.M. 60,05 (Nuclear®)

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

Acido citrico P.A. — Anidro (Reagen®)

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

Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sddico — EDTA, P.A. (C10H12N20sNaz2H20) P.M.
372,24 (Reagen®)

Agarose (Invitrogen™ Life Technologies)

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

Alcool etilico absoluto (C2H.OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

Alcool isoamilico ((CHs)2CHCH2CH20H) P.M. 88,15 (Synth®)

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

BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing kit (Applied Biosystems®)

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

Cloreto de célcio puro (CaClz) P.M. 110,94 (Invitrogen™ Life Technologies)

Cloreto de magnésio 50 mM (MgCly) (Invitrogen Life Technologies®)

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

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

Cloroférmio, P.A. (CHCI3) P.M. 119,38 (Dinamica®)

Dimetil sulfoxido (DMSQ) C2HsSO (Sigma®)

Didxido de silica (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma®)

Dithiothreitol (DTT-10 mM) (Invitrogen Life Technologies™)

DNA Ladder (100 pb) (Invitrogen Life Technologies™)

dNTP Set (100 mM), 4 x 250 pL; 25 pmol each (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP
Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen Life
Technologies™)

Dodecil sulfato de sédio — Lauril Sulfato de Sodio — SDS (C12H2sNaO4S) P.M. 288,38
(Invitrogen Life Technologies™)

Fenol (C¢HsOH) P.M. 94,11 (Invitrogen Life Technologies™)

Formaldeido P.A. (Vetec®)

Fosfato de sodio dibasico anidro (Na;HPO.) P.M. 141,96 (Synth®)

Fosfato de sodio dihidratado (Na,HPO4 . 2H,0) P.M 177,99 (Merck®)



29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.
47.
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Fosfato de s6dio monobasico (NaH2PO4 . 2H,0) P.M. 155,99 (Reagen®)

Glicose (CsH1206) P.M. 180,16 (Reagen®)

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

Hidroximetil amino metano — TRIS 99% P.M. 121,14 (Inlab®)

Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Gibco BRL®)

Metanol P.A. (CH3OH) P.M. 32,04 (Allkimia®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) - forward Beg9 (VP7) - (forward; 5'-
GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG -37; nucleotideo 1-28) Gouvea et al.
(1990) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) - reverse End9 (VP7) - (reverse; 5'-
GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG -37; nucleotideo 1062-1036) Gouvea et al.
(1990) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) - forward Con3M (VP4) - (forward; 5'-
GGCTATAAAATGGCTTCGCTCATTTATAGACA -37; nucleotideo 11-32) Martella et
al. (2006) - 200 pmol (Invitrogen Life Technologies®)

Oligonucleotideo iniciador (primer) - reverse Con 2 (VP4) - (reverse; 5'-
ATTTCGGACCATTTATAACC -3"; nucleotideo 868-887) Gentsch et al.(1992) - 200

pmol (Invitrogen Life Technologies®)

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

Platinum Tag DNA Polymerase recombinant 500 units (Invitrogen Life Technologies™)
Proteinase K (10mM Tris; 1mM ethylenediamine tetra-acetic acid [EDTA]; 0.5% Nonidet
P40; 1% sodium dodecyl sulfate [SDS]; 0.2mg/mL proteinase K) (Invitrogen Life
Technologies™)

PureLink™ Quick Gel Extraction and PCR Purification Combo Kit (Invitrogen Life
Technologies™)

RT-buffer (5x) (250 mM Tris-HCI pH 8.3, 15 mM MgCI2, 375 mM KCI) (Invitrogen Life
Technologies™)

QuantIT ™ dsDNA BR assay kit (Invitrogen Life Technologies™)

Sacarose, P.A. — sucrose (C12H22011) P.M. 342,31 (Reagen®)

Tris (Nuclear®)

Triton x-100 (Synth®)



69

5.2 Solugbes e Tampdes

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

- 1 mL de alcool isoamilico

SDS 10%
- 5 g de dodecil sulfato de sddio — Lauril sulfato de sédio — SDS (C12H25sNa04S)
- Agua bidestilada g.s.p. 50 mL

Hidratacdo da silica

- 6 g de silica (SIGMA®)

- Adicionar 500 mL de agua ultrapura 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

- Ajustar o pH (pH 2,0)

- Aliquotar

Solucgéo L6

- 120 g de isotiocianato 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 100x

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



e Gel de agarose 1%
- 0,5 g de agarose
- 50 mL de tampéo TBE 1x
- 20 pL de brometo de etidio

e Tampéao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- Azul de bromofenol 0,25%
- Sacarose — sucrose (C12H22011) 45%
- Agua bidestilada ¢.5.p.100 mL

e Tampao de corrida— TBE (Tris — Acido borico — EDTA) 10x
- Tris 0,89 M
- Acido bérico 0,89 M
-EDTA 0,02 M
- Agua bidestilada g.s.p. 1 litro
- Ajustar o pH (pH 8,4)

e Tampado Fosfato Salina — PBS
- 137 mM Cloreto de sodio (NaCl)
- 3 mM Cloreto de potasso (KCI)
- 8 mM Fosfato de sodio dibasico anidro (Na2HPO4)
- 15 mM Potéssio fosfato monobésico (KH2PO4)

- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 500 mL

e Diluigdo de primers
RT-PCR P (\VP4) consensual
- Primer Con 3M forward

Concentracéo: 46,2 nmol

Data de fabricagdo: Maio 2014

46,2 x 1000 = 46200 pmol

46200 / 200 = 231 pL agua ultra-pura
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- Primer Con 2 reverse

Concentracédo: 98,9 nmol

Data de fabricacdo: Maio 2014

98,9 x 1000 = 98900 pmol

98800 / 200 = 494 pL de agua ultrapura

RT-PCR G (VP7) consensual

- Primer Beg9 forward

Concentracéo: 40,3 nmol

Data de fabricagdo: Agosto 2017

40,3 x 100 = 40300 pmol

40300 / 200 = 201,5 pL de agua ultrapura

- Primer End 9 reverse

Concentracdo: 113 nmol

Data de fabricacdo: Maio 2014

113 x 1000 = 113000 pmol

113000 / 200 = 565 pL de &gua ultrapura

Solucéo estoque: ressuspender em agua ultrapura para obtencdo de solucéo 10x [ ]

Solucdo de uso de todos os primers: diluir 1:10 a solucdo estoque em &gua ultrapura.

Concentracéo final: 20 pmol / pL

Diluicdo de dNTP
- solucgéo estoque (100 mM) — 100 pL de cada dNTP

- solugéo uso (10 mM) — 10 pL da solucéo estoque + 90 L de agua ultrapura autoclavada
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5.3 Protocolo de Técnicas

» Extracdo do acido nucleico pela associagdo das técnicas fenol/cloroformio/alcool

isoamilico e silica/isotiocianato de guanidina
1. Suspenséo fecal — extracéo bruta

- 100 uL ou 100 mg de fezes

- 500 pL de PBS

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 5000 x g/3 min

- Utilizar 500 pL do sobrenadante para extragao
3. Extracdo do acido nucleico

Fase | — Fenol/Cloroférmio/Alcool Isoamilico

- 500 pL da suspensao fecal

- Adicionar 500 pL de SDS 10% ou 20 pL de SDS 10 %

- Homogeneizar em vértex

- Banho-maria 56 °C/20 min

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Adicionar 500 pL de fenol/cloroformio/alcool isoamilico (25:24:1)
- Homogeneizar em vartex

- 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 quanidina

- Adicionar 500 pL da solugao L6

- Adicionar 25 pL de silica hidratada

- Homogeneizar em vartex

- Agitar em temperatura ambiente /30 min
- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
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- Adicionar 500 puL de solugdo L2

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 500 puL de solugdo L2

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10 M
- Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1 mL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1 mL de acetona P.A. gelada

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar 10.000 x g/30 s

- Desprezar sobrenadante

- Secar o pellet em termo bloco a 60 °C (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a 56 °C (15
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 puL

- Estocar a -20 °C até a utilizacéo



» Transcrigo reversa (RT)

- Mix desnaturacao
Mix Desnaturacdo P (VP4) e G (VP7)

Primer foward (20 pmol) - 1 puL
Primer reverse (20 pmol) - 1 uL

Agua ultrapura - 3 pL

Volume final - 5 uL

- Mix transcricdo reversa (RT-MIX)

Mix RT-PCR

Tampéo 10 x pH 8,4 - 2,5 uL
MgCl250 mM - 2,5 uL

dNTP 2,5 mM -4 uL

SuperScript 1® 200 U / puL - 0,15 puL
Agua ultrapura - 5,85 pL

Volume final - 15 pL

» Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

- Mix da reacdo em cadeia da polimerase (PCR-MIX)

Mix PCR G (VP7) e P (VP4)

Tampdo 10 x pH 8,4-2,5 uL

dNTP 2,5mM - 4 uL

Platinum®Taq DNA Polymerase 5 U / uL - 0,25 uL
Primer foward (20 pmol) - 1 puL

Primer reverse (20 pmol) -1 pL

Agua ultrapura - 16,25 pL

Volume final - 25 uL




Esquema da RT-PCR

5 uL do Mix desnaturacdo
5 uL do RNA extraido

¢

97°C /7 min
v

banho gelo / 5 min

adicionar 15 uL de RT-MIX

42°C / 30 min

adicionar 25 uL de PCR-MIX

v

Ciclos da PCR

v

50 pL de amplicon

Etapas da PCR
Ciclos VP4 e VP7
Desnaturacdo inicial 94°C / 3 min
Desnaturacéo 94°C/30s
Anelamento 42°C/30s
Extenséo 72°C/45s
N° de ciclos térmicos 40

Extensao final 72°C / 7 min
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e Eletroforese em gel de agarose a 2%

- 1,0 g de agarose

- 50 mL TEB buffer (Tris 89 mM; éacido bérico 89 mM; EDTA 2mM) pH 8,4

- 20 puL de brometo de etideo (0,5 pg/mL)

Sédo utilizados 5 puL do amplicon e 1 uL do tampdo de amostra. Corrida eletroforética sob

voltagem (100 V) e amperagem (80 A) constantes por aproximadamente 50 min.

* Purificacdo de produto de PCR excisado do gel

Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL.

Adicionar 3 volumes do tampdo de solubilizacdo em gel (L3) para cada 1 volume de gel.
Incubar o tubo a 50 °C/15 min, homogeneizando a cada 3 min.

Transferir o gel dissolvido com o amplificado de interesse para um tubo coletor com coluna.
Centrifugar a 13.000 x g/1 min.

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

Adicionar 500 uLL do Wash buffer 1 (W1) na coluna com tubo coletor.

Centrifugar a 13.000 x g/1 min.

© 0 N o g b~ w0 DR

Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo tubo.

10. Centrifugar o tubo novamente a velocidade maxima por 3 min.

11. Descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL.
12. Adicionar 30 pL do Elution buffer 1 (E1) no centro da coluna.

13. Incubar a temperatura ambiente por 1 min.

14. Centrifugar a 13.000 x g/1 min.

15. Estocar o fragmento de DNA purificado a -20°C.

¢ Quantificacao de produto de PCR

(Certificar-se de que todos 0s reagentes estdo em temperatura ambiente)

1. Preparar a solugdo Quant-iT™ Working Solution diluindo o reagente Quant-iT™ em Buffer
Quant-iT™ 1:200. Sao necessarios 200 pL desta solugdo por amostra e para os padrdes 0 e 100.
2. Homogeneizar em vortex.

3. No microtubo das amostras adicionar 198 pL da solu¢do Quant-iT™ Working Solution em 2

pL do fragmento de DNA purificado.
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4. No microtubo do padrdo 0 adicionar 190 pL da solugao Quant-iT™ Working Solution em 10
pL do padrao 0.

5. No microtubo do padrao 100 adicionar 190 puL da solugdo Quant-iT™ Working Solution em
10 uL do padrao 100.

6. Homogeneizar os microtubos em vortex por 2-3 s.

7. Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min.

8. Realizar a leitura usando Qubit™ fluorometer (Invitrogen™ Life Technologies, EUA).

9. Multiplicar pelo fator de diluicdo para determinar a concentracdo correta da amostra.
« Sequenciamento pelo método Sanger

Preparo de amostras para 0 sequenciamento

As amostras e 0s primers devem estar na concentracdo demonstrada na tabela abaixo:

Tamanho do fragmento Concentracdo da amostra  Concentracdo do primer
(pares de base) (ng/uL ou pg/mL) (pmol/uL ou pM)
<300 2 5
300 - 700 4 5
>700 10 10

Mix do sequenciamento

Reagente” Volume
BigDye Terminator v3.1 2,0 uL
Tampéo 5x 1,5uL
Agua ultrapura autoclavada 0,5 puL
Volume final 4,0 uL

“BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

O volume final de mix do sequenciamento € adicionado a 5 pL de amostra purificada + 1 pL

de primer.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4337455
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Ciclos de tempo e temperatura da reacdo de sequenciamento™

Reacéo Temperatura (°C) Tempo N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 96 1 min 1
Desnaturacéo 96 15 seg 35
Anelamento 50 15 seg 35
Extensdo 60 4 min 35

“Programa recomendado pela Applied Biosystems.

Precipitacdo com EDTA e etanol

- Adicionar 10 pL da reagéo de sequenciamento em uma cavidade da placa MicroAmp® Optical
96-Well Reaction (0,2 mL) (Applied Biosystems).

- Adicionar 2,5 pL de EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 125 mM pH 8,0.
- Adicionar 30 pL de etanol 100%.

- Homogeneizar lentamente a placa.

- Incubar a placa por 10 min em temperatura ambiente.

- Centrifugar a 3000 x g durante 30 min a 20 °C.

- Desprezar o contetdo da placa.

- Centrifugar a 3000 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre papel.
- Adicionar 100 pL de etanol 70%.

- Centrifugar a 3000 x g durante 1 min a 20 °C.

- Desprezar o contetdo da placa.

- Centrifugar a 3000 x g durante 1 min a 20 °C com a placa invertida sobre papel.
- Cobrir a placa com papel e deixar em temperatura ambiente por 10 min.

- Adicionar 10 pL de formamida (HIDI).

- Adicionar a septa.

- Homogeneizar a placa em vortex.

- Submeter a placa a um spin no miniplate spinner.

- Colocar a placa em termociclador (tampa aberta) por 95 °C por 5 min.

- Colocar a placa em cooler ou banho de gelo por 1 min.

- Ap0s a precipitagdo com EDTA e etanol, a placa € inserida no sequenciador (ABI 3500 Genetic

Analyzer - Applied Biosystems) para realizar a eletroforese capilar.
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5.4 Lista de Softwares

e Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/)

e BLAST - The Basic Local Alignment Search Tool
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)



http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

