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Resumo

Adriele Rodrigues Moreira Miranda

Detecção de rotavírus da espécies A, B e C em bovinos no Rio de Janeiro

Orientador: Gabriella Mendes

Resumo da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso.

Os rotavírus (RV) são agentes de doenças diarreicas em bezerros em todo o mundo,
resultando em perda de produtividade e economia dos produtores. No entanto, várias facetas
das doenças diarreicas causadas por RV de bovinos (BoRV) não são adequadamente
compreendidas. A pecuária, tem grande relevância no cenário produtivo brasileiro, que possui
o segundo maior rebanho mundial de bovinos, sendo o maior exportador e o segundo maior
produtor de carne bovina. Portanto, o monitoramento desses animais para a detecção de
agentes patogênicos é crucial, para garantir a sanidade animal e a produtividade do rebanho.
Os BoRV são classificados no gênero Rotavirus da família Reoviridae divididos em 3
espécies (A, B e C). Os BoRVA são detectados com maior frequência em animais doentes. O
objetivo deste estudo é contribuir para o monitoramento da circulação de BoRV em rebanhos
bovinos no estado do Rio de Janeiro. Foram coletadas amostras fecais de 94 bovinos leiteiros,
em 9 propriedades rurais de base familiar, nas cidades de Aperibé, Campos dos Goytacazes,
Itaboraí, Itaocara e Sampaio Correia, localizadas em diferentes regiões do estado do Rio de
Janeiro, no período de setembro de 2013 a agosto de 2014. As amostras foram obtidas de
animais com idade variada (entre 3 dias e 10 meses) e classificadas como diarreicas ou não
diarreicas de acordo com a consistência e aspecto das fezes. A detecção viral foi realizada por
RT-PCR utilizando iniciadores específicos que amplificam uma porção do gene que codifica a
proteína VP6 de cada uma das espécies pesquisadas. Vinte e seis (27,7 %) foram positivas
para pelo menos uma das espécies pesquisadas: 22 (23,4%) amostras foram positivas somente
para BoRVA; 3 (3,2%) positivas para BoRVC e uma amostra (1,1%) apresentou coinfecção de
BoRVA e BoRVC. Não foi detectada a presença de RVB. Sete (21,9%; n = 32) animais com
quadros de diarreia e 19 (30,1% n = 62) dos animais assintomáticos foram positivos, não
sendo observada diferença significativa na positividade (p = 0,3677) (Tabela 2). O BoRV foi
detectado em todas as propriedades estudadas, em uma frequência entre 14,3% e 80%,
demonstrando a ampla circulação do vírus em quatro das sete regiões do estado do Rio de
Janeiro. A infecção foi mais frequente entre animais ≤6 meses de idade. A análise das
sequências de uma porção da VP6 identificou o genótipo I2. Os resultados obtidos neste
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estudo, demonstraram a circulação de BoRV em todos os municípios pesquisados, abrangendo
4 das 7 regiões do estado fluminense. Considerando a elevada frequência da infecção por
BoRV encontrada, é possível especular que este patógeno possa estar amplamente
disseminado no rebanho bovino do estado. Foi ainda demonstrada a presença de BoRVC no
rebanho bovino do estado, sendo esta a primeira descrição desse agente em bovinos no país.
Desta forma, os dados aqui apresentados são relevantes e devem contribuir para aprimorar o
conhecimento sobre a importância e disseminação do BoRV no território nacional e auxiliar
no planejamento e implantação de medidas de controle e prevenção da rotavirose bovina no
Brasil.

Palavras-chave: Rotavírus; Bovinos; Diarreia viral; Epidemiologia
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Abstract

Adriele Rodrigues Moreira Miranda

Detecção de rotavírus da espécies A, B e C em bovinos no Rio de Janeiro

Orientador: Gabriella Mendes

Abstract da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia Paulo de Góes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessários para
obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e Imunologia e
aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso.

Rotaviruses (RV) are agents of diarrheal diseases in calves worldwide, resulting in loss of
productivity and economy for producers. However, several facets of diarrheal diseases caused
by bovine RV (BoRV) are not adequately understood. Livestock has great relevance in the
Brazilian productive scenario, which has the second largest cattle herd in the world, being the
largest exporter and second largest producer of beef. Therefore, monitoring these animals to
detect pathogens is crucial to ensure animal health and herd productivity. BoRVs are classified
in the genus Rotavirus of the Reoviridae family, divided into 3 species (A, B and C). BoRVAs
are most frequently detected in sick animals. The aim of this study is to contribute to the
monitoring of BoRV circulation in cattle herds in the state of Rio de Janeiro. Fecal samples
were collected from 94 dairy cattle in 9 family-based rural properties in the cities of Aperibé,
Campos dos Goytacazes, Itaboraí, Itaocara and Sampaio Correia, located in different regions
of the state of Rio de Janeiro, in the period of September 2013 to August 2014. Samples were
obtained from animals of varying age (between 3 days and 10 months) and classified as
diarrheal or non-diarrheal according to the consistency and appearance of the stool. Viral
detection was performed by RT-PCR using specific primers that amplify a portion of the gene
that encodes the VP6 protein of each of the species studied. Twenty-six (27.7%) were positive
for at least one of the species studied: 22 (23.4%) samples were positive only for BoRVA; 3
(3.2%) were positive for BoRVC and one sample (1.1%) had co-infection of BoRVA and
BoRVC. The presence of RVB was not detected. Seven (21.9%; n = 32) animals with diarrhea
and 19 (30.1% n = 62) of the asymptomatic animals were positive, with no significant
difference in positivity (p = 0.3677) (Table 2). BoRV was detected in all properties studied, at
a frequency between 14.3% and 80%, demonstrating the widespread circulation of the virus in
four of the seven regions of the state of Rio de Janeiro. Infection was more frequent among
animals ≤6 months of age. Sequence analysis of a portion of VP6 identified the I2 genotype.
The results obtained in this study demonstrated the circulation of BoRV in all the cities
surveyed, covering 4 of the 7 regions of the state of Rio de Janeiro. Considering the high
frequency of BoRV infection found, it is possible to speculate that this pathogen may be
widely disseminated in the state's cattle herd. The presence of BoRVC was also demonstrated



ix

in the state's cattle herd, which is the first description of this agent in cattle in the country.
Thus, the data presented here are relevant and should contribute to improve knowledge about
the importance and dissemination of BoRV in the national territory and assist in the planning
and implementation of control and prevention measures for bovine rotavirus in Brazil.

Keywords: Rotavirus; Cattle; Viral diarrhea; Epidemiology
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Resumo para pessoas leigas

Adriele Rodrigues Moreira Miranda

Detecção de rotavírus da espécies A, B e C em bovinos no Rio de Janeiro

Orientador: Gabriella Mendes

Resumo para pessoas leigas da Monografia apresentada no Instituto de Microbiologia
Paulo de Góes da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos
necessários para obtenção do título de Bacharel em Ciências Biológicas: Microbiologia e
Imunologia e aprovação no RCS Trabalho de Conclusão de Curso.

Em um país com atividade predominantemente agropecuária a manutenção de rebanhos tem
grande importância nacional, já que a mesma tem impacto direto sobre a economia, pois
representa um valor significativo no PIB, 10% do PIB em 2020, diante disso é necessário que
haja cuidados no manejo do rebanho para se evitar perdas econômicas provenientes de
doenças dos animais, que uma vez instaladas causam danos à saúde dos animais, tem difícil
controle em rebanhos muito grandes, causam baixo desenvolvimento metabólico levando a
baixa produção em gado leiteiro e óbito precoce destes animais infectados. Os agentes
causadores de doenças nos rebanhos podem ser diversos, bactérias, vírus e protozoários
podem causar uma diversidade de males nesses animais, dentre esses se destaca a doença
diarreica que ocorre frequentemente, e entre os causadores dessa doença se destaca o
rotavírus, um gênero de vírus, que já foi detectado em humanos e em diversas espécies de
mamíferos e aves, esse vírus se espalha para outros hospedeiros através da ingestão de água
ou alimentos contaminadas com fezes de animais infectados. Para que haja ações de
prevenção e controle dessas infecções, como produção de vacinas, é necessário monitorar a
circulação e as características desses vírus entre a população. Dessa forma, para monitorar a
circulação desses vírus, o projeto age realizando testes para detectar a presença de Rotavírus
em amostras de fezes de animais doentes e não doentes, e o que se observa é a presença dele
nos animais dos dois grupos (doentes e não doentes), levando a conclusão de que esses
animais não doentes são transmissores do vírus, pois o animal permanece junto do rebanho e
consequentemente o vírus também.
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1. Introdução

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegócio brasileiro no cenário

econômico mundial. As atividades deste setor possuem forte representatividade na geração de

divisas para o país e impactam diretamente no saldo da balança comercial (ABIEC, 2021).

Estima-se que em 2020, a produção mundial de carne foi de 337,3 milhões de toneladas.

Nesta atividade, dentre os subsetores de carne, destaca-se a carne vermelha (bovinos e

bubalinos), que produziu 71,4 milhões de toneladas. Esse volume é devido principalmente aos

maiores produtores de carne bovina: Estados Unidos, Brasil, União Europeia, China e

Argentina. Entre esses, o Brasil se posiciona como o segundo maior produtor, e maior

exportador produzindo cerca de 10 milhões toneladas e exportando cerca de duas mil

toneladas anualmente (FAO, 2021).

O rebanho brasileiro possui 187,55 milhões de cabeças de gado, distribuídos em uma

área de 165,2 milhões de hectares. Cerca de 20% (44 milhões de cabeças) desses animais

estão destinados ao abate, gerando aproximadamente 10 mil toneladas de carne, das quais

26,7% foram exportadas e 73,9% foram destinadas ao mercado interno, este que tem um

consumo per capita de 36,39 kg/ano (ABIEC, 2021) (Figura 1). Já em relação à produção de

leite em 2020 foi produzido um total de 25,23 bilhões de litros de leite, um aumento de 2,8%

em relação a 2019, esse volume é também um recorde de produção de leite no Brasil. Essa

produção tem como destino o mercado interno, sendo somente 0,4% (100,65 milhões de

litros) destinados à exportação (EMBRAPA, 2020).

Desta forma, a atividade pecuária tem grande relevância no cenário econômico

brasileiro, apenas em 2020 o produto interno bruto (PIB) da pecuária movimentou R$ 747,05

bilhões, representando 10% do PIB total (ABIEC, 2021).

À vista disso, é importante que haja um controle sanitário dos rebanhos visando a

eficiência reprodutiva e produtiva, pois condições sanitárias inadequadas facilitam o

surgimento e disseminação de doenças, que são causadas por diferentes agentes, como

bactérias, vírus, protozoários e helmintos. Nesse cenário, os bezerros são os mais afetados,

pois são mais suscetíveis às doenças, sendo a categoria que mais sofre sequelas e tem maior

número de mortes (Geletu, Usmael e Bari, 2021).
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Figura 1. Balanço da pecuária brasileira em 2020. TEC = Toneladas Equivalente Carcaça. O Brasil hoje
pode atender qualquer mercado no mundo, sejam nichos específicos com carnes mais nobres (carne gourmet ou
culinária) até cortes de menor valor (carne ingrediente), sejam mais magras ou com maior teor de gordura, sob
qualquer demanda de volume.
Fonte: ABIEC, 2021.

Dentre as doenças que acometem o gado, a gastroenterite é uma das mais importantes,

afetando principalmente animais jovens, podendo causar grandes perdas econômicas para os
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produtores. Tais perdas econômicas são decorrentes do gasto com o tratamento e manejo dos

animais doentes, baixo desenvolvimento metabólico, levando a um maior tempo para

crescimento do animal, atraso da idade ao primeiro parto além da mortalidade (Gomez e

Weese, 2017; Geletu, Usmael e Bari, 2021).

As gastroenterites são caracterizadas por perda de água e eletrólitos, levando a

desidratação, que dependendo do grau pode ocasionar desde perda de peso até mesmo a morte

do animal (Abe et al., 2009). Outros sintomas como febre, fraqueza, depressão, perda de

apetite e consequentemente emagrecimento progressivo também são frequentemente

observados. Entre os principais agentes causadores de gastroenterites estão bactérias

(Escherichia coli, Salmonella sp., Clostridium perfringens), vírus (rotavírus e coronavírus) e

protozoários (Eimeria sp) (Dhama et al., 2009; Foster e Smith, 2009; Cho e Yoon, 2014;

Gomez e Weese, 2017).

Entre esses agentes, os rotavírus contribuem significativamente para a enterite e diarreia

em bezerros neonatos criados intensivamente. A doença é geralmente vista em bezerros

jovens de 2 a 8 semanas de idade e a suscetibilidade diminui com o avanço da idade, muito

provavelmente devido a mudanças na fisiologia animal e/ou imunidade adquirida devido a

exposições anteriores (Dhama et al., 2009; Papp et al., 2013; Geletu, Usmael e Bari, 2021).

1.2. Rotavírus

1.2.1. Histórico

A primeira descrição da infecção por rotavírus (RV) em bovinos ocorreu em 1969,

quando Mebus e colaboradores induziram diarreia em bezerros privados de colostro,

inoculando fezes ou filtrados livres de bactérias. A microscopia eletrônica das fezes de um

bezerro com diarreia revelou a presença de partículas virais com um diâmetro de

aproximadamente 65 nm (Mebus et al., 1969). Este vírus, inicialmente denominado

reovírus-like, foi subsequentemente identificado como RV, e quatro anos depois foi

identificado como sendo responsável por diarreia grave em crianças (Bishop et al., 1973).

Anteriormente, o vírus já havia sido descrito em murinos (Adams e Kraft, 1963) e símios
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(Malherbe e Strickland-Chomley, 1967) com quadro de diarreia grave. Desde então, os RV

têm sido associados à diarreia em quase todas as espécies de mamíferos jovens, incluindo

quirópteros (Estes e Greenberg, 2013; Sadiq et al., 2018) além de aves (Dhama et al., 2005).

1.2.2. Propriedades gerais dos rotavírus

Os RV são pertencentes à família Reoviridae, subfamília Sedoreovirinae, gênero

Rotavirus. A partícula viral não apresenta envelope lipídico, entretanto o genoma encontra-se

envolvido por uma tripla camada proteica de simetria icosaédrica, que forma o capsídeo

(Estes e Greenberg, 2013) (Figuras 2 e 3). O seu genoma é composto por 11 segmentos de

ácido ribonucleico (RNA, do inglês ribonucleic acid) de fita dupla (RNA fd)

monocistrônicos, com exceção do segmento 11 que codifica duas proteínas. São codificadas

seis proteínas estruturais (VP, do inglês viral protein), VP1-VP4, VP6 e VP7 e cinco ou seis

proteínas não estruturais (NSP, do inglês non structural protein), NSP1-NSP5/6, dependendo

da espécie viral (Ruiz et al., 2009).

Os RV são classificados em 12 espécies denominadas de A-L (Matthijnssens et al.,

2012; Mihalov-Kovács et al., 2015; Bányai et al., 2017; Johne et al., 2019) determinadas a

partir de características genômicas da proteína VP6. Os RV das espécies A, B, C e H (RVA,

RVB, RVC e RVH) infectam tanto seres humanos quanto animais, enquanto os RV das

espécies D, E, F e G (RVD, RVE, RVF e RVG, respectivamente) até o momento, somente

foram detectados em animais, particularmente em aves (Matthijnssens, Martella e van Ranst,

2010). Os RV da espécie I (RVI) foram descritos em caninos (Mihalov-Kovács et al, 2015) e a

espécie J (RVJ) foi descrita em morcegos (Bányai et al., 2017). Recentemente, dois

candidatos a novas espécies foram descritos em musaranhos (Espécies K e L) (Johne et al.,

2019). Em bovinos, até o momento, já foram descritas infecções por RVA, RVB e RVC

(Dhama et al., 2009; Papp et al., 2013; Geletu, Usmael e Bari, 2021).



5

Figura 2. Representação esquemática da estrutura da partícula de rotavírus. A partícula é
formada de três camadas concêntricas de proteína: a camada mais externa ou capsídeo externo, formada pelas
VP4 (espícula viral, em vermelho) e VP7 (amarelo), a camada intermediária ou capsídeo interno, formada pela
proteína VP6 (azul) e a camada interna ou core, formada pela VP2 (verde). Os segmentos de RNA de fita dupla
(RNAfd) (cinza) são empacotados dentro do core em associação com o complexo das enzimas virais: VP1(RNA
polimerase-RNA dependente) (azul) e VP3 (metiltransferase/guanililtransferase) (vermelho).
Fonte: Adaptado de Usonis et al., 2012

Figura 3. Microscopia eletrônica da partícula de rotavírus. (A) Partícula infecciosa completa, com a
tripla camada proteica. (B) Partícula com dupla camada proteica. (C) Partícula com apenas o core.
Fonte: Estes e Kapikian, 2007.

1.2.3.  Rotavírus de Bovinos
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Os RV que infectam bovinos (BoRV) causam diarreia, muitas vezes grave e fatal. Os

BoRV induzem diarreia em bezerros neonatos que foram expostos a leite, água e alimentos

contaminados com vírus. Bezerros jovens, especialmente com idade de 1-3 semanas, são mais

vulneráveis à infecção e a taxa de infecção diminui com o aumento da idade; bezerros com

mais de 3 meses de idade geralmente não são afetados. A dose infecciosa é baixa (~ 10

partículas); e o vírus é eliminado em grandes quantidades (~ 1011 partículas por grama de

fezes) antes do início dos sintomas e por várias semanas depois (Mcnulty, 1983; Geletu,

Usmael e Bari, 2021). Portanto, a contaminação ambiental, ainda que mínima, pode causar

infecção generalizada no rebanho. Além disso, a agregação de bezerros pode acelerar a

transmissão por contato direto e as vacas podem excretar vírus nas fezes durante os estágios

finais da gestação, fornecendo assim uma fonte de infecção para seus descendentes (Dhama et

al., 2009). Contudo, foi sugerido que o principal modo de espalhamento do vírus no rebanho é

de bezerros infectados para outros suscetíveis sendo os animais adultos a principal fonte de

infecção em animais recém-nascidos. Pesquisas sorológicas revelaram que 50–100% dos

animais adultos podem apresentar resposta imunológica contra RVA (Geletu, Usmael e Bari,

2021).

1.2.3.1. Patogênese da infecção e manifestações clínicas

Os mecanismos envolvidos na fisiopatologia da infecção por BoRV são melhor

compreendidos para os BoRV da espécie A (BoRVA). Dessa forma, as informações que serão

apresentadas a seguir, são concernentes às infecções causadas por essa espécie.

Os BoRVA são agentes enteropatogênicos mais comumente associados à diarreia

neonatal em bezerros com até 30 dias de idade. O mecanismo da diarreia induzida por RV não

é completamente conhecido. Contudo, o principal mecanismo parece ser a absorção diminuída

de sal e água relacionada à infecção seletiva das células vilosas intestinais absortivas,

resultando em secreção de fluidos. O principal local de infecção são as células epiteliais das

vilosidades no intestino delgado. As células infectadas são rapidamente substituídas por

células indiferenciadas da cripta, resultando na redução da atividade da lactase nas vilosidades

(Geletu, Usmael e Bari, 2021).
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Após a ingestão, as partículas virais infectam exclusivamente os enterócitos

diferenciados maduros na parte média e superior das vilosidades do intestino delgado,

levando a alterações estruturais no epitélio intestinal (Lundgren e Svensson, 2001). O vírus é

sintetizado no citoplasma dos enterócitos maduros absortivos e produtores de enzimas, das

vilosidades do intestino delgado. A destruição de enterócitos nas vilosidades leva à ruptura e

descamação dessas células com liberação de novas partículas virais que irão infectar as

células adjacentes. O RV não infecta nem as células imaturas da cripta vilosa nem os

enterócitos do cólon (Geletu, Usmael e Bari, 2021).

O RV pode causar diarreia por três mecanismos diferentes. Primeiro, dentro de 12–24

horas após a infecção, os enterócitos estão intactos, mas os níveis de dissacaridases (sacarase,

maltase e lactase) estão bastante reduzidos. Como resultado, os dissacarídeos da dieta não

podem ser hidrolisados em monossacarídeos e, portanto, não podem ser absorvidos, levando à

diarreia osmótica (Anderson e Weber, 2004). Em segundo lugar, a NSP4 tem um efeito na

abertura dos canais de cálcio nos enterócitos. Isso causa um efluxo de sódio e água,

produzindo diarreia secretora (Jayaram, Estes e Prasad, 2004). Finalmente, a maior

concentração de cálcio intraenterócito faz com que os enterócitos morram por oncose. A taxa

de morte dos enterócitos vilosos maduros excede a taxa de crescimento dos enterócitos

imaturos que são regenerados a partir das células-tronco na cripta, causando embotamento das

vilosidades e, portanto, má absorção (Anderson e Weber, 2004). A infecção se resolve quando

não estão mais disponíveis enterócitos maduros suscetíveis e uma resposta imune é gerada

(Lundgren e Svensson, 2001). O vômito, que é um sinal frequente na rotavirose, é causado

pela serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT). A 5-HT é secretada por células enterocromafins

(EC) que podem ser infectadas diretamente por RV. A 5-HT ativa os nervos aferentes vagais

conectados ao núcleo do trato solitário e área posterior nas estruturas do tronco encefálico

associadas a náuseas e vômitos (Hagbom et al., 2011).

A diarreia por BoRV se apresenta como uma doença aguda com período de incubação

muito curto de 12–24 horas ou às vezes variando de 18–96 horas. Geralmente é uma doença

não febril, a menos que complicada por patógenos secundários (Geletu, Usmael e Bari, 2021).

Em geral, a diarreia tem duração de 4 a 8 dias. A maioria das infecções são leves e

autolimitadas, embora geralmente haja alta morbidade. Variações na doença clínica observada

em bezerros dependem de uma série de fatores, incluindo diferença na virulência entre
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estirpes virais, idade e estado imunológico do hospedeiro, dose do inóculo, ocorrência de

coinfecções, estresse ambiental (condições climáticas, alojamento, superlotação) e nutrição,

além de consequências sistêmicas de desequilíbrios eletrolíticos, perda de fluidos e acidose

metabólica, anorexia, diarreia aquosa profusa e vários graus de desidratação sistêmica. Em

casos graves, a morte ocorre como resultado de desequilíbrios eletrolíticos, desidratação e

parada cardíaca (Dhama et al., 2009; Geletu, Usmael e Bari, 2021). Em bezerros neonatos, a

taxa de mortalidade por rotavírus pode chegar a 80%, mas a maioria dos relatos sugere que

seja em torno de 5 a 20%. No entanto, a mortalidade pode ser maior em bezerros, que

receberam quantidade insuficiente de colostro e estão sob condições de estresse (Dhama et al.,

2009).

1.2.3.2. Epidemiologia dos BoRV

As infecções por BoRV são amplamente disseminadas na natureza e causam diarreia

em bovinos jovens sendo o RVA responsável pela maioria das infecções (Dhama et al., 2009;

Gomes e Weese, 2017; Geletu, Usmael e Bari, 2021). O BoRV constitui um sério problema de

sanidade bovina, podendo causar perdas econômicas devido à mortalidade, custos de

tratamento e baixo crescimento. O BoRV é altamente infeccioso porque (1) as partículas

virais estão presentes em grande número nas fezes infectadas e (2) o vírus é resistente à

inativação e pode permanecer infeccioso por, pelo menos, 9 meses em temperatura ambiente

ou por 1 h a 60 °C (Geletu, Usmael e Bari, 2021). O vírus permanece infeccioso nas fezes por

vários meses em currais e celeiros; e a resistência a muitos desinfetantes, contribui para a

persistência da infecção (Chauhan e Singh 1996).

Além disso, as infecções por RV têm uma epidemiologia complexa devido à

co-circulação de diferentes genótipos do vírus em uma área geográfica, principalmente devido

ao shift genético ou reagrupamentos genômicos. Foi sugerido que, no ambiente, o

reagrupamento de duas estirpes distintas de RV pode gerar 211 progênie diferentes, o que é

mais do que é observado para aos vírus da influenza aviária com apenas 8 segmentos

genômicos (Desselberger, Gray e Estes, 2005; Dhama et al. 2005). Além disso, muitos

pesquisadores descreveram a incidência e prevalência da infecção em bezerros variando de 7

a 98%, embora a taxa média deva ser considerada como 30 a 40% (Dhama et al., 2009).



9

A diversidade das estirpes de RVA é potencializada principalmente pelo acúmulo de

mutações pontuais que levam à deriva genética/antigênica e reagrupamento de genes cognatos

que levam a alterações genéticas e/ou antigênicas (Matthijnssens e Desselberger, 2012). Um

importante mecanismo evolutivo adicional é a transmissão interespécies, que ocorre quando

uma estirpe de RVA é capaz de infectar uma espécie hospedeira heteróloga. Isso geralmente é

associado ao reagrupamento gênico (Martella et al., 2010). RVA pode ser classificado em

tipos P ou G com base nas sequências nucleotídicas dos genes que codificam VP4 e VP7. A

VP4 (proteína P para “sensível à protease” devido à sua clivagem mediada por tripsina

necessária para a adsorção do vírus nas células) determina o genótipo P; a VP7 (proteína G

para "glicoproteína" formando a matriz do capsídeo) define os genótipos G (Matthijnssens et

al., 2011).

Em bovinos, estirpes de RVA pertencentes a pelo menos 12 tipos G (G1 – G3, G5, G6,

G8, G10, G11, G15, G17, G21 e G24) e 11 tipos P (P[1], P[3], P[5-7], P[11], P[14], P[17],

P[21], P[29] e P[33]) foram identificados. Estirpes de RVA pertencentes a G6, G8 e G10, em

associação com P[1], P[5] e P[11], são comumente encontradas em bovinos, embora as

estirpes G1-G3, G5 e G11 e P[3], P[6], P[7] e P[14] tenham sido detectadas esporadicamente.

Uma estirpe de BoRVA incomum, G17P[17] (Bo/993/83), semelhante à RV aviário, foi

isolada de um bezerro, sendo este, presumivelmente, o resultado de um evento de transmissão

interespécies de uma estirpe de RVA aviária para um bovino. Além disso, estirpes de BoRVA

com novos genótipos VP7 (G15, G21 e G24) e genótipos VP4 (P[21], P[29] e P[33]) foram

identificadas (Matthijnssens et al., 2011; Papp et al., 2013).

No Brasil já foram descritas infecções por BoRVA pertencentes aos genótipos G6P[1],

G6P[5], G6P[11], G8P[1], G8P[11] e G10P[11] (Caruzo et al., 2010; Freitas et al., 2011;

Fritzen et al., 2019a, 2019b e 2020; Medeiros et al., 2019).

Os RVB já foram descritos como causadores de diarreia em seres humanos, aves,

bovinos e suínos (McNulty et al., 1981; Dimitrov et al., 1983; Askaa e Block, 1984;

Vonderfecht et al., 1986). Em bovinos, RVB foi detectado em casos esporádicos e/ou surtos

de diarreia em bezerros e animais adultos da Índia, Japão e EUA (Chinsangaram et al., 1995;

Chang et al., 1997; Tsunemitsu et al., 1999; Barman et al., 2004; Ghosh et al., 2007). Além

disso, anticorpos para BoRVB foram relatados em gado do Japão e do Reino Unido (Brown et
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al., 1987; Tsunemitsu et al., 2005). Apesar de já ter sido descrito em bovinos criados em

diversos países, informações sobre sua prevalência são muito escassas, variando entre 5,6 %

(Chang et al. 1997) e 81% (Chinsangaram et al., 1995) em animais sintomáticos, sendo

observada, na maioria das vezes, uma prevalência maior em bovinos adultos (Chang et al.,

1997; Tsunemitsu et al., 1999). No Brasil, até o momento, RVB somente foi detectado em

suínos (Médici et al., 2010; Miyabe, et al., 2020)

Os RVC foram isolados pela primeira vez em 1980, em suínos diarreicos, posteriormente

foi detectado em outros hospedeiros como humanos e cães (Saif et al., 1980; Rodger, Bishop

e Holmes, 1982; Otto, Schulze e Herbst, 1999). A primeira detecção de RVC em bovinos foi

em 1991, no Japão, em vacas adultas que apresentavam quadro de diarreia (Tsunemitsu et al.,

1991).

Essa espécie está amplamente distribuída no mundo, sendo detectada em diversos países

na Ásia, África, América, Europa e Oceania (Peñaranda et al., 1989; Sebata e Steele, 1999;

Castello et al., 2002; Schnagl et al., 2004). Em bovinos o que se observa são quadros de

diarreia principalmente em animais adultos associada à diminuição na produção de leite

(Mawatari et al., 2004).

No Brasil, até o momento, RVC somente foi detectado em humanos e suínos (Luchs, et al.,

2011; Flores et al., 2021)

1.2.4. Prevenção e controle

Os vírions são estáveis em uma ampla faixa de pH e resistentes a solventes de lipídios,

como o éter e o clorofórmio, podendo se manter infeccioso por um longo período nas fezes

(Dhama et al., 2009; Ramos et al., 2000; Alfieri et al., 2012). Sua eliminação em rebanhos

comerciais é muito difícil (Chang e Kim, 2012). Por esse motivo é importante usar medidas

gerais na profilaxia como: isolamento dos animais infectados com o objetivo de reduzir a

transmissão do vírus aos animais suscetíveis, separação dos animais por faixa etária,

desinfecção de instalações e rodízio de piquetes (espaços pré-definidos e limitados na área de

pastagem) de parição (Alfieri et al., 2012).
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No caso da bovinocultura, não há um vazio sanitário (período que o pasto fica vazio -

sem animais alojados, contado desde a desinfecção até a entrada do próximo lote de animais)

das instalações devido o sistema de criação ser intensivo. Porém, as instalações onde circulam

os animais, as camas e a sala de ordenha devem ser mantidas limpas evitando-se o acúmulo de

terra e esterco, devem estar secas e sempre conservadas em condições adequadas de uso.

Esses ambientes devem ser desinfetados quinzenalmente com soluções de cresóis ou fenóis a

1%, iodofórmio a 0,05% ou com cal queimada. A ordenhadeira deve ser lavada diariamente

com água quente (60°C) e detergente alcalino, e semanalmente com detergente ácido, deve-se

realizar a limpeza mensal da válvula reguladora e anualmente uma limpeza geral da bomba de

vácuo e mangueiras que tem contato direto com o leite (Oliveira et al., 2010).

Devido à resistência das partículas virais, desinfetantes comuns, como a formalina, lisol,

derivados fenólicos e peróxido de hidrogênio, devem ser utilizados com cautela, pois,

dependendo da concentração e do tempo de exposição, os vírions podem manter a sua

viabilidade. O hipoclorito de sódio e o etanol a 95% são os desinfetantes de eleição (Alfieri et

al., 2012). No entanto, a infecciosidade dos RV é perdida por ciclos repetidos de

congelamento-descongelamento e tratamento com ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)

na concentração de 5 mM, o que remove a camada externa (Chang e Kim, 2012).

Não há tratamento específico para infecções por RV. O tratamento é baseado em

cuidados de suporte e gerenciamento de sinais clínicos e potenciais complicações. A

administração de fluidos é essencial para repor as perdas por diarreia ou vômito, para corrigir

a acidose e restaurar o desequilíbrio eletrolítico. A concentração adequada de sódio e as

proporções adequadas de glicose/sódio são os componentes mais importantes de uma solução

de reidratação eficiente. Em animais jovens, a administração de fluidos pode ser realizada por

meio de cateter esofágico; em animais mais velhos, a administração intravenosa é preferível

(Geletu, Usmael e Bari, 2021).

A fim de diminuir a incidência da doença no rebanho, um bom produtor deve

maximizar a transferência de colostro, aumentar o saneamento ambiental, reduzir fatores

estressantes como superlotação ou má nutrição e vacinar vacas prenhes contra BoRV, 60 e 30

dias antes do parto (Godden, Lombard e Woolums, 2019). O colostro da primeira ordenha é

uma fonte de nutrientes e de anticorpos maternos absorvidos passivamente, essenciais para
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proteger o bezerro recém-nascido contra doenças infecciosas nas primeiras semanas e meses

de vida. Por causa disso, qualquer esforço para prevenir a diarreia vacinando as vacas é

perdido, a menos que o bezerro realmente receba o colostro, de preferência antes de completar

2 a 4 horas de vida. À medida que o bezerro envelhece, ele perde rapidamente sua capacidade

de absorver anticorpos colostrais. O colostro administrado a bezerros com mais de 24 a 36

horas de vida é praticamente inútil; os anticorpos raramente são absorvidos tão tardiamente na

vida. O bezerro neonato deve receber idealmente 2 a 3L (para bezerros de corte) ou 3 a 4L

(para bezerros leiteiros) de colostro nas primeiras 6 horas após o nascimento (Larson et al.,

2004).

As vacinas comerciais anti-BoRVA são administradas por via parenteral a vacas

durante o estágio final da gestação, a fim de eliciar uma forte imunidade materna que é

prontamente conferida aos animais recém-nascidos. Alguns estudos demonstraram falha da

vacina que foram relacionadas a uma série de fatores, incluindo condições de manejo de

animais inadequadas ou diferenças antigênicas entre estirpes vacinais e estirpes circulantes de

BoRVA, mesmo quando estas estirpes compartilham parcialmente suas especificidades de

antígeno de superfície (Geletu, Usmael e Bari, 2021).

As vacinas anti-BoRVA têm como alvo as proteínas VP7 (G) e VP4 (P) presentes no

capsídeo externo do vírus; as vacinas disponíveis atualmente utilizam vírus inativados, de

estirpes que tem combinações de genótipos GxP[x], mais predominantes entre bovinos. Estão

disponíveis no mercado vacinas como: Rotavec→ Corona (MSD-Animal Health, Kenilworth,

NJ, EUA), Bovigen→ Scour (Virbac, Carros, França) e ScourGuard→ 4KC (Zoetis,

Parsippany-Troy Hills, NJ, EUA). São vacinas trivalentes, que combinam BoRVA,

coronavírus bovino e Escherichia coli F5 (K99). A vacina Rotavec→ Corona utiliza estirpe

dos genótipos G6P[5], a Bovigen→ utiliza estirpes G6P[1] e a ScourGuard→ 4KC utiliza

estirpes dos genótipos G10P[11] e G6P[1]. Essas vacinas são indicadas principalmente para

vacas prenhes, com o objetivo de fornecer imunidade passiva para neonatos, através de

anticorpos anti-RVA presentes no colostro, que é fundamental para a saúde e sobrevivência

dos bezerros (Godden, Lombard e Woolums, 2019). As vacinas induzem títulos de anticorpos

elevados por até 28 dias após o nascimento dos bezerros em vacas vacinadas até três semanas

antes do parto (Crouch, Oliver e Francis, 2001; Durel et al., 2017). Apesar de serem

eficientes, a vacina não é de uso obrigatório (EMBRAPA, 2015). Duas formulações de
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vacinas diferentes são utilizadas no Brasil: a vacina ScourGuard→ 4KC, bivalente G10P[11] e

G6P[1] e a Rotavec® Corona, monovalente G6P[5], que é o genótipo mais prevalente no

mundo e também no Brasil (Fritzen et al., 2019). 
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2. Justificativa

Devido à grande importância da atividade pecuária na economia brasileira é crucial que

haja um monitoramento do gado para a detecção de vírus patogênicos, para o entendimento da

ecologia dos agentes e para o estabelecimento de políticas de prevenção. Levando desta forma

a uma maior produtividade nas fazendas e, além disso, evitando prejuízos decorrentes de uma

doença no animal. Dentre os vírus de importância na saúde animal os RV se destacam como

um dos principais causadores de gastroenterites em seres humanos e em animais (Sadiq, et al.,

2018), apesar disso ainda não há monitoramento da circulação do vírus por parte dos órgãos

governamentais, também não faz parte da lista de doenças de notificação obrigatória ao

serviço veterinário oficial (MAPA, 2013) e a vacinação, embora esteja disponível, não é

obrigatória (EMBRAPA, 2015).

Os RV possuem um grande potencial zoonótico, demonstrado pela detecção de estirpes

que tem genótipos de origem animal em seres humanos, o que sugere a transmissão

interespécie (Mukherjee et al., 2009; Komoto et al., 2016; Marton et al., 2017; Castells et al.,

2020). A transmissão pode ocorrer por contato direto com animais infectados e também por

água, alimentos e superfícies contaminadas, isso aliado a eventos de reagrupamento gênico

podem fazer com que haja falhas vacinais (Cook et al., 2004; Martella et al., 2010; Dóró et

al., 2015), além disso a própria vacinação pode fazer pressão seletiva para o aparecimento de

estirpes incomuns que fogem a cobertura vacinal (Fritzen et al., 2020), desta forma a

vigilância contínua das estirpes de RV circulantes nos rebanhos é fundamental.

Embora existam estudos que demonstram a circulação de RV no país os mesmos se

limitam a espécie A, que apesar de ser a mais frequentemente encontrada (Dhama et al., 2009;

Papp et al., 2013; Geletu, Usmael e Bari, 2021), não descarta a possibilidade das outras

espécies de RV estarem circulando. Ainda não existem dados disponíveis na literatura

científica sobre essas infecções no rebanho bovino do estado do Rio de Janeiro. Desta forma

este trabalho irá contribuir para o monitoramento da circulação de RV, das espécies A, B e C

em bovinos no Rio de Janeiro, ampliando o conhecimento sobre a epidemiologia dessa virose

na bovinocultura nacional.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais

Este estudo tem como objetivo contribuir para o monitoramento da circulação de RV,

mais especificamente das espécies A, B e C em bovinos pertencentes ao rebanho do estado do

Rio de Janeiro.

3.2. Objetivos Específicos

● Pesquisar a presença de RVA, RVB e RVC em bezerros com e sem diarreia e

determinar a frequência destas infecções.

● Gerar dados epidemiológicos que avaliem a importância das diferentes espécies de RV

como agentes de infecções em bovinos, no estado do Rio de Janeiro e forneçam

embasamento para futuras ações de prevenção dessas viroses.
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4. Material e Métodos

4.1. Questões éticas

As amostras utilizadas nesse estudo fazem parte da coleção do Laboratório de Viroses

Entéricas, Respiratórias e Oculares (LAVIREO) do Departamento de Virologia da

Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Foram obtidas em um estudo conjunto

realizado com a Empresa de Pesquisa Agropecuária do Estado do Rio de Janeiro

(PESAGRO), cuja coleta havia sido aprovada pelo comitê de ética em pesquisas com animais

(CEUA) da PESAGRO, processo no. 1/2014.

4.2. Desenho do estudo

O presente estudo foi do tipo observacional, transversal e descritivo, com a finalidade de

determinar a frequência de infecções por RV das espécies A, B e C em bezerros de

propriedades rurais de base familiar situadas no estado do Rio de Janeiro.

4.3. Amostras fecais

Foram coletadas amostras de fezes de 94 bovinos leiteiros (machos e fêmeas), em nove

propriedades rurais de base familiar, localizadas em diferentes regiões do estado do Rio de

Janeiro (Tabela 1, Figura 4), no período de junho de 2013 a setembro de 2014. As amostras

foram obtidas de animais com idade variada (entre 3 dias e 10 meses) e classificadas como

diarreicas (32 amostras) ou não diarreicas (62 amostras) de acordo com a consistência e

aspecto das fezes. Foram obtidas entre 4 e 15 amostras por propriedade, dependendo do

tamanho do rebanho. As amostras foram colhidas diretamente da ampola retal dos animais

reunidos no curral de manejo, ou, com o auxílio de swabs, quando necessário (Figura 5).

Todas as fezes foram acondicionadas em sacos plásticos e transportadas para o LAVIREO

onde foram mantidas a -20o até seu processamento. Este procedimento foi realizado por

veterinários treinados da PESAGRO/RJ, colaboradores deste projeto. As amostras foram

coletadas ao longo de todo o ano, de acordo com o calendário de coleta agendado entre os

veterinários e os produtores.

As propriedades rurais localizadas nos municípios de Aperibé e de Itaocara estão na

mesma bacia leiteira, e fornecem leite para a CAPIL – Cooperativa Agropecuária de Itaocara
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Ltda. Assim sendo, algumas propriedades pesquisadas ficam distribuídas em uma mesma

“Linha de Leite”, podendo ter o leite de seus latões misturado num mesmo tanque de

expansão, antes de ser enviado para a cooperativa.

Por se tratar de pequenas propriedades rurais, com um número reduzido de animais em

cada rebanho, é comum a venda e/ou troca de bezerros e/ou bezerras, bem como de animais

adultos, entre os proprietários, dependendo da época do ano (estação de seca ou estação de

chuva), da escassez de pasto disponível na propriedade para alimentar os animais, e da

necessidade financeira do proprietário. Muitas das propriedades não possuíam controle

sanitário e dados zootécnicos e por essa razão não foi possível verificar a situação vacinal do

rebanho.

Ocorre também a introdução de animais nos rebanhos adquiridos em leilões, bem

como o trânsito de animais entre as propriedades em época de exposições agropecuárias,

muitas vezes sem o cumprimento da apresentação do GTA (Guia de Trânsito Animal), e,

geralmente, sem que o período de “quarentena” seja cumprido, antes de sua introdução no

rebanho, junto aos outros animais.
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Tabela 1. Relação dos municípios, propriedades rurais, período de coleta e números de amostras fecais de bovinos coletadas.

Município Região Propriedade* No. de amostras Data da coleta Total

Aperibé Noroeste

PF 4 09/2013

23PG 9 09/2014

PH 10 10/2013

Itaocara Noroeste

PC 13 05/2014

32
PD 7 05/2014

PD 5 08/2014

PE 7 08/2014

Campos de Goytacazes Norte PI 14 06/2013 14

Itaboraí Metropolitana PB 15 12/2013 15

Sampaio Corrêa/Saquarema Lagos PA 10 10/2013 10

Total 94
* = código de identificação das propriedades.
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Figura 4. Localização dos municípios onde foram realizadas as coletas de amostras fecais de bovinos.

Destaque para os municípios onde foram realizadas as coletas para o presente projeto: Região Norte - Campos de Goytacazes; Região Noroeste – Aperibé e Itaocara; Região

Metropolitana – Itaboraí; Região dos Lagos – Sampaio Corrêa/Saquarema.

Fonte: Adaptado de http://manchetesdoriodejaneiro.blogspot.com/2013/11/mapa-municipios-do-estado-do-rio-de.html. Acesso em 05/10/2019.
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Figura 5: Procedimento de coleta das amostras fecais de bovinos. (A) Coleta de fezes diretamente

da ampola retal do animal; (B e C) Curral de manejo; (D) Aspecto das fezes diarreicas; Propriedades onde foram

obtidas amostras para este estudo em Campos de Goytacazes (E) e Aperibé (F). É possível observar as

instalações, bem como o estado de desnutrição que se encontram os animais. Imagens gentilmente cedidas pela

veterinária responsável pelas coletas, Clarissa Varajão Cardoso.
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4.4. Processamento das amostras fecais

Inicialmente, as amostras sofreram um processo de clarificação. Para tal, foram

preparadas suspensões fecais a 10 – 20%, em tubos tipo eppendorf de 1,5 mL, em

isotiocianato de guanidina (GITC, do inglês guanidine isothiocyanate) a 4 M (LGC

Biotecnologia, Cotia, SP), para depois serem agitadas em vórtex e, em seguida submetidas à

centrifugação a 10.000x g por 5 minutos. O sobrenadante foi então transferido para um tubo

contendo 600 μL de álcool isopropílico (Isofar, Duque de Caxias, RJ).

Ao sedimento restante, foram novamente adicionados GITC 4 M, e o processo foi

repetido. O sobrenadante foi recolhido e misturado ao sobrenadante obtido na etapa anterior e

então foi centrifugado a 10.000x g por 20 min em temperatura ambiente. Após essa etapa, o

álcool isopropílico foi descartado e a amostra foi suspensa em 400 μL de salina que foi

utilizada para a extração do RNA viral.

4.5. Extração do RNA viral

A extração do RNA viral foi realizada por meio de um protocolo utilizando

fenol-clorofórmio-álcool isoamílico. Em tubos contendo o clarificado fecal, preparado

conforme descrito anteriormente, foram adicionados 400 μL de fenol equilibrado (Phoneutria,

Belo Horizonte, MG) /clorofórmio/álcool isoamílico (Isofar) (25:24:1), a mistura foi agitada

em vórtex e submetida a centrifugação a 10.000x g por 5 min em temperatura ambiente. O

material ficou dividido em três fases: a orgânica (onde está o fenol e as proteínas), a fase

intermediária (que também contêm proteínas, mas de baixa densidade), e a fase aquosa, onde

se encontra o RNA. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e foram adicionados 400 µL

de fenol ácido (pH 4.5) equilibrado (Phoneutria), e agitados em vórtex. Em seguida, foram

centrifugados a 10.000x g por 5 min. A fase aquosa foi transferida para outro tubo e

posteriormente, adicionados 600 μL de álcool isopropílico, seguido de centrifugação a

10.000x g por 20 min em temperatura ambiente. O álcool isopropílico foi descartado e então

foram adicionados 1000 μL de etanol (Isofar) a 70% gelado, a mistura foi homogeneizada por

inversão e, em seguida, centrifugada a 10.000x g por 10 min em temperatura ambiente. O

etanol foi descartado e o resíduo restante foi evaporado a vácuo (Speed Vacuum
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Concentrator, Thermo Fisher Scientific). Finalmente, o RNA foi suspenso em 20 μL de água

destilada estéril e estocado a -70° C até o momento do uso.

4.6. Controles

Como controle positivo para RVA, foi utilizado o rotavírus de símio (SA11), isolado em

cultura de células MA-104 (rim de macaco) e para RVC, uma amostra fecal suína

comprovadamente positiva para este vírus gentilmente cedida pelo Dr. Amauri Alfieri da

Universidade Estadual de Londrina (UEL). Para o RVB, não foi utilizado controle positivo.

Como controle negativo foi utilizado água.

4.7. Pesquisa viral por RT-PCR

Para a pesquisa das diferentes espécies de RV estudadas foi utilizada a metodologia de

reação em cadeia da polimerase com transcrição reversa (RT-PCR, do inglês reverse

transcription - polymerase chain reaction) convencional.

4.7.1. Produção do cDNA viral

Primeiramente foi realizada uma reação de transcrição reversa (RT) para a produção do

cDNA (DNA complementar) viral utilizando oligonucleotídeos randômicos. Para tal, foi

adicionado em um tubo de PCR 20 µL do RNA extraído e aquecido a 97 °C por 5 min. Após

este período, a suspensão foi refrigerada por 5 min a 4 °C e adicionado 20 µL da seguinte

mistura: 0,8 µL de água estéril; 2 µL da mistura de desoxinucleotídeos trifosfato (dNTP,

Thermo Fisher Scientific) (contendo 10 mM de desoxiadenosina trifosfato [dATP],

desoxitimina trifosfato [dTTP], desoxicitidina trifosfato [dCTP] e desoxiguanosina trifosfato

[dGTP]; concentração final 500 nM;); 8 µL de tampão da enzima concentrado 5 X; 2,4 µL de

solução de cloreto de magnésio (Promega, Madison, EUA) (50 mM; concentração final 3

mM), 6 µL da solução de iniciadores (3,33 µM; concentração final 500 nM) e 0,8 µL da

enzima transcriptase reversa (ImProm-II Reverse Transcriptase, Promega) (concentração final

10 U).

As reações foram realizadas em termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo

Fisher Scientific), em uma temperatura inicial de 25 oC por 5 min, seguida de uma



23

temperatura de 42 oC por 45 min. Os cDNAs obtidos foram submetidos à reação de PCR

como descrito a seguir.

4.7.2. Amplificação por PCR

As amostras foram submetidas à PCR e seminested PCR utilizando oligonucleotídeos

previamente descritos, específicos para o gene que codifica a proteína VP6 dos RVA, RVB e

RVC (Quadro 1), separadamente para cada vírus pesquisado.

Para as PCR foram adicionados os 5 µL do cDNA produzido como descrito

anteriormente, 20 µL da seguinte mistura: 12,8 µL de água destilada estéril; 5 µL de tampão

da enzima concentrado 5 X (Gotaq Green Buffer, Promega); 1 µL de solução de cloreto de

magnésio (Ludwig Biotec, Porto Alegre, RS) (50 mM; concentração final 2 mM); 0,5 µL da

mistura de dNTPs (10 mM; concentração final 0,2 mM); 0,5 µL da solução contendo os

iniciadores senso e antisenso específicos (20 µM; concentração final 400 nM) e 0,2 µL (2 U)

da enzima Taq polimerase (Ludwig Biotec).

Na seminested PCR foram utilizados 5 µL do produto da primeira PCR os quais foram

adicionados de 20 µL da mesma mistura de PCR. As amplificações foram realizadas em

termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler. As condições da PCR e seminested PCR para

cada uma das espécies pesquisadas estão apresentadas no Quadro 2.

4.7.3. Eletroforese em gel de agarose

A análise dos resultados das reações de PCR foi realizada por eletroforese em gel de

agarose. Ao gel de agarose a 1,2% em TBE 0,5 X (Tris 0, 089 M; ácido bórico 0,0089 M;

EDTA 0,025 M, pH 8,3) acrescido de 5 µL de brometo de etídio (0,5 µg/µL), foram aplicados

5 µL do produto da PCR ou da seminested PCR e em seguida foi realizada a eletroforese a

120V por 1 hora com tampão TBE 0,5 X.

Por fim, os géis foram visualizados em um transiluminador com luz ultravioleta e

fotografados com câmera digital. O tamanho do fragmento amplificado foi estimado por

comparação com um padrão de tamanho molecular 100 pares de base (pb) (Ludwig Biotec).
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Quadro 1. Iniciadores que foram utilizados nas reações de RT-PCR e seminested PCR para detecção de RVA, RVB e RVC.

Iniciador Sentido Sequência 5’→3’ Gene Posição (nt)1 Tamanho do
fragmento (pb)2 Referência

RVA

VP6-Fdeg Senso CTA CDT GGT ATT TYA AYC CAG T
VP6

757-778
370

Rojas et al., 2016

VP6R Antissenso GTC CAA TTC ATN CCT GGT GG 1106 - 1126 Iturriza-Gómarra et al., 2002

VP6-F1deg Senso TKA GAC CAC CAA AYA TGA CRC CMG
VP6

907-930
220

Rojas et al., 2016

VP6R Antissenso GTC CAA TTC ATN CCT GGT GG 1106 - 1126 Iturriza-Gómarra et al., 2002

RVB

B1 Senso CTA TTC AGT GTG TCG TGA GAG G
VP6

18-39
489

Gouvea et al., 1991
B4 Antissenso CGT GGC TTT GGA AAA TTC TTG 485-506

B1 Senso CTA TTC AGT GTG TCG TGA GAG G
VP6

18-39
434

B3 Antissenso CGA AGC GGG CTA GCT TGT CTG C 429-451

RVC

C1 Senso CTC GAT GCT ACT ACA GAA TCA G
VP6

994-1015

C4 Antissenso AGC CAC ATA GTT CAC ATT TCA TCC 1326-1349 356

Gouvea et al., 1991
C1 Senso CTC GAT GCT ACT ACA GAA TCA G VP6 994-1015 327
C3 Antissenso GGG ATC ATC CAC GTC ATG CG 1301-1320

1 nt = nucleotídeo; 2 pb = pares de base
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Quadro 2. Ciclos da PCR e seminested PCR.

Etapa RT 1°PCR Seminested PCR

Desnaturação 97 °C/5 min 94 °C/5 min 94 °C/ 3 min

Ciclo 42°C/45 min 94 °C/ 40 seg

40 °C/ 40 seg                   x40

72 °C/1 min 20 seg

94 °C/ 40 seg

45 °C/ 40 seg        x40

72 °C/1 min

Extensão ---x--- 72 °C/5 min 72 °C/5 min

4.8. Sequenciamento dos produtos amplificados

Amostras positivas de BoRVA foram submetidas ao sequenciamento do produto

amplificado para identificação do genótipo I (VP6). Os produtos foram enviados para a

Macrogen Inc. (Seoul, Coreia do Sul) onde foram sequenciados de acordo com o protocolo da

empresa.

4.8.1. Análise das sequências

As sequências nucleotídica obtidas foram editadas e analisadas, utilizando os programas

BLAST (www.ncbi.nlm.gov/BLAST), Chromas versão 2.4.1 (Technelysium Pty Ltd,

Helensvalle, QLD – Austrália) e SeqMan, EditSeq e MegaAlign do pacote do software

Lasergene versão 7.0 (DNASTAR Inc.) e alinhadas com sequências correspondentes obtidas

do GenBank.

As análises filogenéticas foram realizadas utilizando o programa MEGA software

v.7.0.14 (Kumar, Stecher e Tamura, 2016). As distâncias foram corrigidas usando o modelo

Kimura 2-parameter. Os dendrogramas foram construídos pelo método de máxima

verossimilhança. A significância estatística foi estimada pela análise de bootstrap com 1000

pseudoreplicatas.
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4.9. Análise estatística

As análises estatísticas foram efetuadas utilizando teste de associação por X2. A

significância estatística foi definida por p-valor <0,05.
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5. Resultados

5.1. Detecção de infecções por RV

Foram coletadas amostras de fezes de 94 bovinos, pertencentes a nove propriedades

rurais de base familiar, em cinco municípios do estado do Rio de Janeiro, no período de junho

de 2013 a agosto de 2014, as quais foram testadas para detecção de RV. As amostras foram

classificadas como diarreicas (32 amostras) ou não diarreicas (62 amostras) de acordo com a

consistência das fezes. No total, 27,7% (26/94) das amostras testadas foram positivas para RV.

Vinte e duas (23,4%) amostras foram positivas somente para BoRVA; 3 (3,2%) positivas para

BoRVC e uma amostra (1,1%) apresentou coinfecção de BoRVA e BoRVC. Não foi detectada

a presença de RVB (Figura 6).

Figura 6. Positividade quanto às amostras de rotavírus detectadas.

Das 94 amostras testadas 26 (27,7 %) foram positivas para pelo menos uma das espécies pesquisadas. BoRVA foi
detectado na maioria das amostras positivas (n=22; 23,4%); BoRVC foi detectado em 3,2% (n=3) amostras e
coinfecção entre BoRVA e BoRVC foi detectada em uma (1,1%) amostras. Não foi detectada a presença de
BoRVB. BoRVA = rotavírus de bovino da espécie A; RVB = rotavírus de bovino da espécie B; RVC = rotavírus
de bovino da espécie C.
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Sete (21,9%; n = 32) animais com quadros de diarreia e 19 (30,1% n = 62) dos

animais assintomáticos foram positivos, não sendo observada diferença significativa na

positividade (p = 0,3677) (Tabela 2). O BoRV foi detectado em todas as propriedades

estudadas, em uma frequência entre 14,3% e 80%, demonstrando a ampla circulação do vírus

em quatro das sete regiões do estado do Rio de Janeiro (região Norte, região Noroeste, região

Metropolitana e região dos Lagos) (Tabela 3).

Ao analisarmos a circulação viral separadamente em cada município, observamos que:

(i) nos municípios da região Noroeste, Aperibé e Itaocara, a frequência das infecções foi de

21,7% e 25%, respectivamente; (ii) em Sampaio Corrêa/Saquarema, região dos Lagos, foi

observada a maior taxa de detecção viral, 80%; (iii) no município de Itaboraí na região

Metropolitana, 20% dos animais testados estavam infectados pelo RV e (iv) o município de

Campos de Goytacazes no Norte do estado, apresentou uma frequência de infecção viral de

14,3% (Tabela 3); (v) BoRVA foi detectado em todos os municípios enquanto BoRVC foi

detectado somente em Itaboraí e Itaocara. Uma coinfecção (BoRVA+BoRVC) foi detectada

em Itaocara (Tabela 4).

Entre 56 animais para os quais foi informada a idade, 48 tinham ≤6 meses e 33,3%

(16/48) destes apresentavam a infecção por BoRV, três dos quais estavam apresentando

diarreia no momento da obtenção da amostra; dos oito animais mais velhos (7 a 10 meses de

idade) quatro (50%) estavam infectados e não apresentavam sintomas clínicos. Entre animais

cuja idade não foi informada, 15,8% (6/38) testaram positivo para RV e quatro deles

apresentaram diarreia. O BoRVA foi detectado em todas as idades, enquanto BoRVC foi

detectado somente em animais mais jovens (3 meses de idade). A coinfecção de BoRVA e

BoRVC foi detectada em um animal de 3 meses de idade (Figura 7, Tabela 4).
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Tabela 2. Resultado da análise das amostras fecais de bovinos para a detecção de rotavírus.

Município Propriedade*
No de amostras diarreicas No de amostras não diarreicas

Testadas Positivas Testadas Positivas

Aperibé

PF 1 0 3 0

PG 0 0 9 0

PH 0 0 10 5

Campos dos Goytacazes PI 14 2 0 0

Itaocara

PC 3 1 10 3

PD 7 2 5 0

PE 2 0 5 2

Itaboraí PB 5 2 10 1

Sampaio Corrêa/Saquarema PA 0 0 10 8

Total 32 7 (21,9%) 62 19 (30,1%)

* = código de identificação das propriedades.
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Tabela 3. Frequência das infecções por rotavírus nos municípios estudados.

Região* Município
No. amostras

testadas

No. amostras

positivas

Frequência de

detecção de BoRV

NO Aperibé 23 5 21,7%

Itaocara 32 8 25%

N Campos de Goytacazes 14 2 14,3%

M Itaboraí 15 3 20%

L Sampaio Corrêa/Saquarema 10 8 80%

*: NO = Noroeste; N = Norte; M = Metropolitana; L = Lagos; BoRV = rotavírus de bovino.
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Tabela 4. Distribuição de amostras positivas quanto a espécie de rotavírus detectada.

Município Propriedade*
No de amostras diarreicas No de amostras não diarreicas

BoRVA BoRVB BoRVC BoRVA BoRVB BoRVC

Aperibé

PF 0 0 0 0 0 0

PG 0 0 0 0 0 0

PH 0 0 0 5 0 0

Campos dos Goytacazes PI 2 0 0 0 0 0

Itaocara

PC 1 0 0 3 0 0

PD 2 0 0 0 0 0

PE1 0 0 0 1 0 2

Itaboraí PB 1 0 1 0 0 1

Sampaio Corrêa/Saquarema PA 0 0 0 8 0 0

Total 6 0 1 17 0 3

¹Propriedade PE apresentou uma amostra com coinfecção. BoRVA = rotavírus de bovino da espécie A; RVB = rotavírus de bovino da espécie B; RVC =
rotavírus de bovino da espécie C.
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Figura 7. Distribuição etária das amostras positivas para BoRV.

*Uma amostra apresentou coinfecção de BoRVA e BoRVC.
A maioria dos animais que testou positivo para RV estava abaixo de 6 meses de idade (61,5%; 16/26). Para os
demais animais positivos para BoRV, 4 (15,4%) estavam acima de 6 meses de idade e, para 6 animais positivos a
idade não foi informada. NI = idade não informada; BoRVA = rotavírus de bovino da espécie A; BoRVC =
rotavírus de bovino da espécie C.

5.2. Sequenciamento das amostras positivas

Produtos amplificados de 12 amostras positivas para BoRVA foram submetidos ao

sequenciamento. As sequências nucleotídicas foram editadas e alinhadas com sequências de

referências disponíveis no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). A análise

das sequências confirmou os resultados obtidos nas reações de RT-PCR e identificou o

genótipo I2, formando um clado com estirpes bovinas detectadas na Índia e no Japão (Figura

8). Curiosamente, as estirpes agrupadas neste clado apresentam maior identidade nucleotídica

com a estirpes de RV símio SA-11-H6 do que com outras estirpes de BoRVA (89,4 – 97,6%).
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Figura 8. Dendrograma construído a partir das sequências parciais de 209 bp da VP6 de
estirpes de BoRVA. As distâncias foram corrigidas utilizando o modelo Kimura 2-parameter e o
dendrograma foi construído utilizando o método de máxima verossimilhança. O apoio estatístico foi fornecido
por bootstrapping de 1000 pseudoreplicatas. Valores de bootstrap acima de 75% são dados como nós do ramo.
Os números de acesso das estirpes de referência no Genbank estão mostrados ao lado da identificação das
estirpes. As estirpes detectadas neste estudo estão indicadas por triângulos vermelhos. Estirpes previamente
identificadas no Brasil estão indicadas por círculos pretos.



34

6. Discussão

Os RV representam um risco para a bovinocultura uma vez que são responsáveis por

quadros de diarreia no rebanho, que geram prejuízos e podem causar a morte dos animais,

além disso pode haver a transmissão de estirpes de rotavírus animais para humanos (Cook et

al., 2004; Steyer et al., 2008; Martella et al., 2010; Dóró et al., 2015), agravado pela intensa

produção pecuária e aumento do contato humano-animal. Desta forma é necessário efetivar

políticas de combate a essas infecções e para isso é imprescindível entender a ecologia desses

vírus e sua circulação no ambiente, logo é necessário acompanhar essa população,

independentemente de serem sintomáticas ou assintomáticas.

Muitos estudos têm contribuído para o entendimento da epidemiologia dos RV entre

bovinos, entretanto poucos são os relatos acerca da distribuição do vírus entre o gado

brasileiro (Alfieri et al., 2006; Caruzo et al., 2010; Freitas et al., 2011; Rocha et al., 2017;

Barros et al., 2018; Fritzen et al., 2019a e b, Curvinel et al., 2020). Nesse contexto, o presente

estudo se destaca como o primeiro relato de detecção de RV em fezes de bovinos no estado do

Rio de Janeiro. A taxa de infecção por RV observada foi de 27,7% (26/94). Entretanto, não

observamos diferença significativa com relação à excreção do vírus entre os animais

diarreicos e os não diarreicos. É possível que este dado reflita a ocorrência de elevados

índices de infecções assintomáticas, assim como a excreção prolongada do vírus.

Este estudo foi realizado no estado do Rio de Janeiro por vários fatores: (i) não existe

nenhum relato sobre os índices de infecção por RV no gado bovino no estado; (ii) o estado

ocupa a 13ª posição no ranking da produção leiteira do país, contribuindo para o

abastecimento de leite no mercado interno (Zoccal, Alves & Gasques, 2011; Florião, 2013) e;

(iii) os produtores foram acessíveis às visitas dos veterinários da PESAGRO/RJ.

A taxa de infecção por BoRV encontrada neste estudo pode ser considerada elevada se

comparada com os índices de infecção descritos no país, que variam entre 2,5% e 19,4%

(Alfieri et al., 2006; Caruzo et al., 2010; Freitas et al., 2011; Rocha et al., 2017; Barros et al.,

2018; Fritzen et al., 2019a e b; Curvinel et al., 2020). A diferença de positividade

possivelmente reflete a sensibilidade das metodologias empregadas. Alguns estudos

utilizaram a combinação de ensaio imunoenzimático e eletroforese em gel de poliacrilamida

(Alfieri et al., 2006; Caruzo et al., 2010; Freitas et al., 2011; Rocha et al., 2017) outros
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utilizaram RT-PCR (Barros et al., 2018; Fritzen et al., 2019a e b; Curvinel et al., 2020), assim

como no presente estudo, que apresenta maior sensibilidade. Outro fator que pode ter

interferido com a taxa de positividade é a procedência das amostras. A maioria dos estudos

supracitados foram realizados nos estados de São Paulo, Goiás, Paraná, Mato Grosso, Mato

Grosso do Sul e Minas Gerais, sendo as amostras provenientes de rebanhos leiteiros

pertencentes a produtores associados a uma cooperativa de laticínios em que os animais

foram manejados com práticas nutricionais e de saúde adequadas (Alfieri et al., 2006; Caruzo

et al., 2010; Freitas et al., 2011; Rocha et al., 2017; Barros et al., 2018; Fritzen et al., 2019a e

b; Curvinel et al., 2020). Neste estudo, as amostras foram provenientes de rebanhos

pertencentes a pequenos produtores, que carecem de controle sanitário e zootécnico.

Um dado importante foi a detecção da circulação assintomática do vírus em 30,1%

(19/62) dos animais pesquisados. A excreção assintomática de RV por bovinos já era

conhecida de estudos anteriores (Abe et al., 2009; Steyer et al., 2008; Caruzo et al., 2010;

Freitas et al., 2011; Fritzen et al., 2019a). A ocorrência de infecções assintomáticas é um fator

importante do ponto de vista epidemiológico, visto que animais portadores podem servir

como fonte de infecção. Outra observação importante foi o fato de 50% dos animais mais

velhos (>6 meses de idade) apresentarem infecção assintomática. Este é um dado relevante,

visto que, a literatura reporta que os animais mais velhos são a principal fonte de infecção em

animais recém-nascidos (Dhama et al., 2009; Geletu, Usmael e Bari, 2021).

Embora, neste estudo tenha sido demonstrado que a maioria dos animais positivos

possuía menos de seis meses de idade, esse foi apenas um dado observacional, já que as

fazendas não possuíam dados zootécnicos ou registros confiáveis sobre a sanidade do

rebanho. É sabido que, a doença clínica ocorre mais frequentemente em bezerros de até 30

dias, com uma frequência maior em animais entre 1 e 2 semanas de idade (Alfieri et al., 2006;

Freitas et al., 2011; Coura et al, 2015; Geletu, Usmael e Bari, 2021). Contudo a falta da idade

exata de muitos dos animais nesse estudo, dificultou a obtenção de dados estatisticamente

significantes entre a relação da sintomatologia clínica e a idade.

Entre as espécies de RV que infectam bovinos, os RVA são detectados com maior

frequência, enquanto RVC é observado esporadicamente (Chang et al., 1999; Dhama et al.,

2009; Mawatari et al., 2014; Soma et al., 2013; Tsunemitsu, Jiang e Saif, 1996). Neste estudo

BoRVA foi detectado em 84,6% (22/26) das amostras positivas; BoRVC foi detectado em
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11,5% (3/26) e a coinfecção entre essas espécies foi detectada em uma amostra (3,9%). A

coinfecção entre BoRVA e BoRVC em bovinos já foi reportada anteriormente (Chang et al.,

1999). Talvez a baixa taxa de detecção de BoRVC em nosso estudo deva-se a idade dos

animais pesquisados, os quais eram, em sua maioria jovens e a infecção por esse patógeno é

observada principalmente em animais adultos associada à diminuição na produção de leite

(Mawatari et al., 2004). Contudo, embora em menor frequência esse dado é relevante pois

trata-se do primeiro relato de detecção de RVC em bovinos no Brasil.

A ausência de RVB pode ser explicada pelo fato de essa espécie ser normalmente

encontrada em países como Alemanha, Estados Unidos, Japão, Índia e Reino Unido (Barman

et al., 2004; Chang et al.,e 1997; Chasey & Davies, 1984; Chinsangaram et al., 1995; Ghosh

et al., 2007; Hayashi et al., 2001, 2016; Otto et al., 2015; Tsunemitsu et al., 1999) não tendo

sido descrita em bovinos no Brasil, até o momento. Mais uma vez, a idade dos animais

estudados pode ter sido um fator importante uma vez que, as infecções por esse agente são

geralmente descritas em animais adultos (Chang et al., 1997; Tsunemitsu et al., 1999) e a

maioria das amostras analisadas em nosso estudo foi proveniente de animais jovens.

Com o sequenciamento foi possível confirmar a identificação do BoRVA e demonstrar o

espalhamento desses vírus dentro do rebanho fluminense uma vez que estirpes detectadas em

três regiões distintas – região dos Lagos, Metropolitana e Noroeste – do estado, apresentaram

identidade nucleotídica acima de 98% entre si. Esse dado sugere que a transmissão do vírus

entre os diferentes rebanhos seja por contato direto entre animais em prováveis centros

comerciais, existe também a possibilidade da contaminação pela água, uma vez que os

municípios de Aperibé e Itaocara fazem parte de uma mesma bacia hidrográfica .

A caracterização molecular do gene que codifica a VP6 demonstrou a circulação dos

genótipos I1, I2, e I5 entre estirpes de BoRVA (Matthijnssens et al., 2008). A análise

filogenética das estirpes detectadas nesse estudo, permitiu a identificação do genótipo I2, o

qual é o mais comum entre estirpes de BoRVA. Outros estudos também descreveram a

circulação do genótipo I2 bovinos no Brasil (Medeiros et al., 2015; Fritzen et al., 2020).

Estamos cientes de que o tamanho dos fragmentos obtidos neste estudo é menor que o

recomendado pelo grupo de classificação de rotavírus, porém os dados obtidos na literatura

validam os resultados deste estudo.
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Estudos anteriores relataram a similaridade entre estirpes de BoRVA e RVA símio

(Ghosh et al., 2007; Abe et al., 2011), inclusive no Brasil (Fritzen et al., 2020). No

dendrograma as estirpes analisadas formaram um clado com outras estirpes de BoRVA I2 do

Brasil (Y136) da Índia (RUBV51 e RUBV117) e do Japão (Azuk-1 e Dai-10) e com o RVA

símio SA-11-H96. Recentemente, a análise de diversas estirpes de RVA de diferentes espécies

de hospedeiros, revelou a existências de três clados distintos dentro do genótipo I2 (Sawant,

Digraskar e Gopalkrishna, 2020). As estirpes bovinas agrupam nos três clados, contudo, as

estirpes pertencentes ao clado 3 incluem vírus de bovinos, humanos, cervídeos e a estirpe

símia SA-11-H96. Também já foi descrita uma estirpe de bovinos contendo a VP7 de origem

símia (Malik et al., 2016). Esses achados sugerem a possibilidade de estas estirpes terem

surgido a partir de eventos de reagrupamentos gênicos entre essas espécies hospedeiras.

Eventuais falhas na proteção vacinal têm sido atribuídas a diversos fatores, incluindo as

diferenças antigênicas entre estirpes vacinais e circulantes de BoRVA (Geletu, Usmael e Bari,

2021). Diversos estudos realizados no Brasil confirmam esse fato e reforçam a necessidade de

monitoramento contínuo das estirpes circulantes e análise de sua composição genética e

antigênica em comparação com as estirpes vacinais (Barreiros et al., 2004; Medeiros et al.,

2015; Rocha et al., 2017; Fritzen et al., 2019b).

Uma característica marcante do genoma dos RV é sua capacidade de fazer

reagrupamento genético (Desselberger, Gray e Estes, 2005; Dhama et al. 2005; Gentsch et al.,

2005; Martella et al., 2010; Matthijnssens e Desselberger, 2012). Este tem sido considerado o

principal mecanismo evolutivo dos RV, facilitando o cruzamento da barreira interespécies e

permitindo a transmissão de estirpes heterólogas e sua adaptação a novas espécies hospedeiras

(Cook et al., 2004; Mukherjee et al., 2009; Martella et al., 2010; Dóró et al., 2015; Komoto et

al., 2016; Marton et al., 2017; Castells et al., 2020). Diversos estudos têm demonstrado a

ocorrência de reagrupamento gênico entre estirpes de BoRV e estirpes originárias de outros

hospedeiros, inclusive seres humanos resultando em infecções sintomáticas (Matthijnssens et

al., 2009; Jeong et al., 2014; Dóró et al., 2015; Komoto et al., 2016; Tacharoenmuang et al.,

2016; Bwogi et al., 2017; Marton et al., 2017; Moutelíková et al., 2019; Castells et al., 2020;

Mishra et al., 2020). De fato, a infecção de seres humanos por estirpes contendo segmentos

genômicos de origem bovina também foram descritas em crianças brasileiras apresentando

diarreia (Santos et al., 1998; Volotão et al., 2006; Luchs e Timenetsky, 2014a e b). Esse fato,
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torna ainda mais contundente a necessidade de criação e manutenção de um programa de

vigilância das estirpes circulantes entre animais, à semelhança do que existe para seres

humanos. O cruzamento das informações obtidas entre esses dois sistemas de vigilância,

provavelmente iria auxiliar na compreensão do complexo processo evolutivo desses vírus,

além de nortear os programas de prevenção e controle da rotavirose humana e animal.

Os resultados obtidos neste estudo, demonstraram a circulação de BoRV em todos os

municípios pesquisados, abrangendo 4 das 7 regiões do estado fluminense; contudo, não

foram obtidas amostras das regiões Serrana, Centro Sul e Médio Paraíso. Considerando a

elevada frequência da infecção por BoRV encontrada, é possível especular que este patógeno

possa estar amplamente disseminado no rebanho bovino do estado. Foi ainda demonstrada a

presença de BoRVC no rebanho bovino do estado, sendo esta a primeira descrição desse

agente em bovinos no país. Desta forma, os dados aqui apresentados são relevantes e devem

contribuir para aprimorar o conhecimento sobre a importância e disseminação do BoRV no

território nacional e auxiliar no planejamento e implantação de medidas de controle e

prevenção da rotavirose bovina no Brasil.
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7. Conclusões

✔A alta taxa de infecção por BoRV (27,7%; 26/94) observada neste estudo mostra a

disseminação deste agente viral nos rebanhos estudados.

✔O BoRV é endêmico no rebanho bovino do estado do Rio de Janeiro, estando presente em

todos os municípios onde foram coletadas as amostras.

✔Dentre as amostras positivas (n=26), o BoRVA foi detectado em 22 (84,6%), BoRVC em

três (11,5%), 1 amostra (3,9%) apresentou coinfecção por BoRVA e BoRVC e BoRVB não

foi detectado.

✔A análise das sequências de uma porção do gene que codifica a VP6 de 12 estirpes de

BoRVA mostrou que todas as estirpes possuem especificidade genotípica I2, que é o

genótipo mais comum entre bovinos.

✔As estirpes bovinas fluminenses agruparam em um clado do genótipo I2 que contém

estirpes de diferentes espécies hospedeiras, incluindo seres humanos, bovinos, cervídeos e

símios.

✔A circulação de uma mesma estirpe viral em municípios distantes sugere que a transmissão

do vírus entre os diferentes rebanhos seja por contato direto entre animais em prováveis

centros comerciais.
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