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IDENTIFICACAO DE PARTICULAS DE ROTAVIRUS EM FEZES DE LEITOES, DURANTE
SURTO DE DIARREIA, UTILIZANDO A TECNICA DE CONTRASTACAO NEGATIVA (PREPARO
RAPIDO) PARA MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO.
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RESUMO - Os rotavirus sdo os principais agentes etiolégicos de grave diarreia neonatal e do pés-
desmame dos suinos, ocasionando altos indices de morbidade e mortalidade. Sdo virus RNA
pertencentes a familia Reoviridae e ao género Rotavirus. A rotavirose suina tem um importante
impacto econdmico na Industria Suinicola, causando consideraveis prejuizos econdmicos as
granjas. Os suinos representam um reservatorio potencial de transmissao zoondtica para os seres
humanos. Este trabalho objetivou detectar a presenca do rotavirus suino em amostras de fezes de
leitbes provenientes de granjas do estado de Sdo Paulo. Durante o més de novembro de 2020 e
marco de 2021, foram colhidas 22 amostras de fezes de suinos, provenientes de granjas
localizadas em Braganca Paulista, Vargem Grande Paulista e Pedra Bela, SP. As amostras foram
enviadas ao Laborat6rio de Microscopia Eletrénica para identificacdo do agente viral. Todas as 22
amostras foram processadas pela técnica de contrastacdo negativa (preparo rapido). Na técnica de
contrastacao negativa, as amostras foram suspensas em tampéao fosfato 0,1M e pH 7,0, colocadas
em contato com grades metélicas, previamente cobertas com filme de col6dio e carbono, drenadas
com papel filtro e contrastadas negativamente com molibdato de aménio a 2%. Ao microscépio
eletrbnico de transmissao, foram observadas em 9 amostras, particulas tipicas de rotavirus, nao
envelopadas, icosaédricas, caracterizadas como particulas “completas” e “vazias”, medindo em
média 70 nm de didmetro. A aplicacdo da técnica permitiu o rdpido diagnostico do agente viral

propiciando a tomada imediata de medidas profilaticas e de controle da doenca na granja.
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ABSTRACT - Rotaviruses are the main etiological agents of severe neonatal and post-weaning
diarrhea in pigs, causing high rates of morbidity and mortality. They are RNA viruses belonging to
the Reoviridae family and the Rotavirus genus. Swine rotavirus has an important economic impact
on the swine industry, causing considerable economic damage to farms. Pigs represent a potential
reservoir of zoonotic transmission to humans. This work aimed to detect the presence of swine
rotavirus in fecal samples from piglets from farms in the state of S&o Paulo. During November 2020
and March 2021, 22 swine feces samples were collected from farms located in Braganca Paulista,
Vargem Grande Paulista and Pedra Bela, SP, Brazil. The samples were sent to the Electron
Microscopy Laboratory for identification of the viral agent. All 22 samples were processed by the
negative staining technigue (rapid preparation). In the negative staining technigue, the samples
were suspended in 0.1M phosphate buffer and pH 7.0, placed in contact with metallic grids,
previously covered with collodion and carbon film, drained with filter paper and negatively
contrasted with ammonium molybdate 2%. Under the transmission electron microscope, typical
non-enveloped, icosahedral particles of rotavirus were observed in 9 (40,9%), characterized as
“‘complete” and “empty” particles, measuring an average of 70 nm in diameter. The application of
the techniques allowed the rapid diagnosis of the viral agent, enabling immediate prophylactic and

disease control measures to be taken on the farm.

Keywords: Rotaviruses, Swines, Transmission electron microscopy
1. INTRODUCAO

Os rotavirus sédo importantes agentes etioldgicos de grave diarreia neonatal em humanos e
animais, incluindo, bovinos, suinos, equinos, caninos, felinos, galinhas e perus. A Organizagéo
Mundial de Saude estima que 453.000 criangas com menos de 5 anos de idade, a maioria
proveniente de paises em desenvolvimento, foram a 6bito por infecgdo com rotavirus, no ano de

2008, o que representa 5% da mortalidade infantil mundial (Tate et al., 2012).

Rotavirus € um género da familia Reoviridae, cujo genoma possui 11 segmentos de RNA,
codificando 6 proteinas estruturais (VP1-VP4, VP6 e VP7) e 5 nao estruturais (NSp1-NSP5 /6). Sao
classificados em 8 grupos (A-H) baseado na relagao antigénica de sua proteina VP6 (Matthijnssens

et al., 2012). Os grupos mais comuns que infectam humanos e animais sdao os A, B e C. O grupo A
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€ 0 mais frequentemente detectado em leitdes com diarréia de 1 a 8 semanas de idade (Saif et al.,
1994).

Foi primeiramente descrito como causa de diarréia em bezerros em 1969 (Mebus et al.,
1969) e posteriormente em outras espécies animais, incluindo suinos, em 1976 (Woode et al.,
1976).

O rotavirus suino tem distribuicdo mundial tendo ja sido relatado em varios paises do
mundo, como, Africa (Amino et al., 2015), Vietnam (Anh et al., 2014), Inglaterra (Bostock et al.,
2014), México e Canada (Marthaler et al., 2014), Italia (Monini et al., 2014) e Brasil (Pereira et al.,
1994; Barbosa et al., 2013; Molinari et al., 2014).

Pesquisa realizada no Brasil em varios municipios do Estado de Sao Paulo, mostrou que
29,86% de 43 amostras examinadas de suinos com diarreia, eram positivas para particulas de

rotavirus (Gregori et al., 2009).

O virus causa uma infeccdo altamente contagiosa, caracterizada por vémitos, anorexia,
prostracao, diarréia de consisténcia pastosa a liquida de cor variavel que perdura por 2 a 5 dias e
desidratacao. Sao extremamente resistentes as condicdes do meio ambiente, podendo permanecer
infectante nas instalagdes, sendo disseminados rapidamente entre a populagao suina, conferindo

dessa forma, um carater endémico a infec¢ao (Pensaert, 1984; Alfieri et al., 2012).

A doenca pode acometer leitdes desde a primeira até a sexta semana de vida, mas ocorre

com maior prevaléncia entre os animais de 2 a 4 semanas.

A infecgdo nos neonatos esta associada a falha na imunidade passiva, devido a ingestao
insuficiente de colostro ou pela ocorréncia de um gendtipo diferente daquele que ocorre

endemicamente no rebanho (Alfieri et al., 2012).

O virus se replica principalmente no intestino delgado, sendo transmitido pela rota oral-fecal
(Debouck & Pensaert, 1983).

Os rotavirus infectam os enterdcitos das porgdes apical e intermediaria das vilosidades
intestinais, provocando a lise dos enterdcitos com diminuicdo da capacidade de absorgdo e das
funcdes digestivas (Theil et al., 1978; Graham et al., 1984; Estes, 1990).

A rotavirose suina tem um importante impacto na industria suinicola, causando prejuizos
econdmicos as granjas, devido as perdas no ganho de peso dos animais recuperados, custos com
tratamentos e medicamentos, alta taxa de morbidade e de mortalidade, além da desuniformizagao

dos lotes ao desmame (Paul & Stevenson, 1999; Chang et al., 2012).
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Numerosos relatos tem descrito a transmissido inter-espécies de rotavirus humanos

oriundos de diferentes espécies animais (Fredj et al., 2013; Doane et al., 1987; Luchs et al., 2012;
Mukherjee et al., 2013; Papp et al., 2013).

A técnica de microscopia eletrbnica é preconizada pela OIE para a realizacdo do
diagnéstico rapido de rotavirus suino (Pensaert, 1984).

1.1. Tabelas, Figuras e Equac0des

1.1.1. Tabelas

Tabela 1. Descricdo de amostras enviadas para diagnéstico de Rotavirus, de acordo com namero de
amostras, idade dos animais, localidade, data de envio, tipo de amostra e técnica utilizada.

N° de Idade Local Data Material Resultado
Amostras Leitbes
Contrastacéao

Negativa

7 20 dias Braganca Paulista, 26/11/2020 Fezes Positivo

SP
2 20 dias Vargem Grande 26/11/2020 Fezes Positivo
Paulista, SP
10 7-9 dias Braganca Paulista, 23/04/2021 Fezes Negativo
SP
3 15 dias Pedra Bela, SP 23/04/2021 Fezes Negativo
1.1.2. Figuras
a4
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Figura 1. Amostras de fezes de coloracdo amarelada a esbranquicada.

Figura 2. Rotavirus em fezes de suinos contrastado com molibdato de amdnio 2% pela técnica de
coloragdo negativa, mostrando particulas completas (seta laranja) e vazias (seta vermelha) e capsémeros

individualizados (seta azul). Barra: 110 nm.

2. MATERIAL E METODOS

5.1 Materiais

Durante os meses de novembro de 2020 e abril de 2021, foram encaminhadas ao
laborat6rio de microscopia eletrénica do Instituto Bioldgico, para diagnéstico de agentes virais,
cerca de 22 amostras de fezes de leitdes, com idade variando entre 7 e 20 dias. Os animais
apresentavam diarreia aquosa a pastosa, de coloragdo esbranquicada a amarelada, além de
vOmitos, anorexia, prostracdo e desidratacdo e eram provenientes de granjas, localizadas em
Braganca Paulista, Vargem Grande Paulista e Pedra Bela, S&o Paulo, SP. N&o houve 6bitos e os
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animais reuperaram-se apos 7 a 10 dias. Todas as 22 amostras foram processadas pela técnica de
contrastacao negativa (preparo rapido).

5.2 Métodos

5.2.1 Técnica de Contrastacdo Negativa:

Nesta técnica as amostras sao suspensas em tampao fosfato 0,1M e pH 7,0, colocadas em
contato com grades metalicas, previamente cobertas com filme de col6dio e carbono, drenadas
com papel filtro, contrastadas negativamente com molibdato de aménio a 2% e pH 5,0 sendo
observadas ao microscépio eletrdnico de transmissdo Philips EM 208 ((Brenner & Horne, 1959;
Hayat & Miller, 1990; Madeley, 1997).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os meses de novembro de 2020 e marco de 2021, foram enviadas ao Laboratério
de Microscopia Eletrénica do Instituto Bioldgico, 22 amostras fecais de leitdes, provenientes de
granjas localizadas respectivamente em Braganca Paulista, Vargem Grande Paulista e Pedra Bela,
SP. Todas as 22 amostras foram processadas pela técnica de contrastacdo negativa (preparo
rapido) e examinadas ao microscoépio eletrébnico de transmissdo. Destas 22 amostras, 9 (40,9%)

foram positivas para particulas de rotavirus.

Os animais de nossa pesquisa, acometidos por diarreia, apresentavam idade variando entre 7 a
15 dias. Estes resultados foram também descritos em outros estudos sobre a presenca de rotavirus
em suinos (Qiao et al., 2009; Alfieri et al., 2012; Catroxo et al., 2012; Ruiz et al., 2016; Catroxo &
Martins, 2018).

Os sintomas que os leites apresentaram, caracterizados por vémitos, anorexia, prostracao,
diarreia e desidratacdo sdo condizentes com o0s achados na literatura sobre rotavirose suina
(Pensaert, 1984; Alfieri et al., 2012; Ruiz et al., 2016).

As amostras fecais dos leitbes de nosso estudo apresentavam coloragdo que variava de
esbranquicada a amarelada (figura 1), de consisténcia aquosa a pastosa, que persistia entre 2 a 5
dias, sendo que estes dados ja foram comentados por outros autores (Qiao et al., 2009; Alfieri et
al., 2012; Catroxo et al., 2012; Ruiz et al., 2016; Catroxo & Martins, 2018).
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Ap6s exame ao microscopio eletrbnico de transmissédo, verificamos que 9 (40,9%) das
amostras de fezes processadas pela técnica de contrastacdo negativa eram positivas para

particulas de rotavirus.

As particulas virais apresentavam o padrdo tipico de rotavirus (figura 2), sendo
arredondadas, ndo envelopadas, icosaédricas, caracterizadas como particulas “completas” (figura
2, seta laranja) e “vazias”, (figura 2, seta vermelha), medindo em média 70 nm de didmetro,

mostrando capsdmeros bem individualizados (figura 2, seta azul).

Particulas tipicas de rotavirus, com estas mesmas caracteristicas morfolégicas foram
identificadas por microscopia eletrdnica de transmissao em amostras de fezes de leitdes, durante
surtos de diarreia, em outros estudos de rotavirus suinos, conduzidos por outros autores (Bohl et
al., 1982; Chueh et al., 1982; Smitalova et al., 2006; 2009; Qiao et al., 2009; Alfieri et al., 2012;
Catroxo et al., 2012; Ruiz et al., 2016; Catroxo & Martins, 2018).

Considerando-se que a diarreia em leitdes nas fases de creche e de maternidade constituem
um dos principais problemas sanitarios na criacdo de suinos e apontada como um dos gargalos da
suinocultura a medida que apresenta altas taxas de morbidade, letalidade varidvel com prejuizos
produtivos e econémicos (Alfieri et al., 2012), destaca-se a importancia do desenvolvimento de
técnicas rapidas e seguras para a identificagdo dos virus, que permitam implementar medidas
efetivas de controle e de profilaxia da doencga, colocando em pauta 0 uso de vacinas para erradicar
esta doenca.

A utilizacdo da técnica de contrastacdo negativa (preparo rapido), permitiu capturar imagens
fotograficas com maior foco, possibilitando visualizar com precisdo e suavidade os capsdémeros
individualizados que caracterizam a morfologia dos rotavirus, podendo ser amplamente utilizada na
pesquisa de particulas de rotavirus em diferentes tipos de amostras e em varias espécies animais.

De acordo com Zhang et al. (2013), as técnicas de microscopia eletrbnica de transmissao,
apresentam diversas vantagens tecnoldgicas, sendo uma ferramenta fundamental no diagnéstico
clinico, permitindo a detecgdo precisa de todas as particulas virais, possibilitando um diagnéstico

rapido em amostras de diferentes espécimes.
4. CONCLUSAO

A técnica utilizada mostrou-se eficiente para o diagnéstico rapido do rotavirus, favorecendo
a implementacdo de medidas profilaticas e de controle da doenca nas granjas acometidas pelos

surtos.
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