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RESUMO 

 
 

As diarréias, em animais neonatos, constituem numa enfermidade mórbida de distribuição 

mundial e os rotavirus têm sido apontados como uma das principias causas de gastroenterites de 

origem viral, especialmente nos países onde a suinocultura é explorada de forma intensiva. Este 

estudo teve por objetivo ampliar os conhecimentos da incidência e de rotavírus em suínos através 

das técnicas de aglutinação em látex (LATEX) e eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). 

Foram anlisadas 329 amostras de fezes diarréicas de leitões entre os meses de março de 2007 a 

março de 2008, provenientes de uma granja localizada no município da serra gaúcha. O resultado da 

identificação  de rotavírus por LATEX usando o kit Rotavírus Latex® ,  foi de 11.6% (38/329) e de 

7.9% para EGPA (26/329). A metodologia para determinação de rotavírus por LATEX, mostrou ser 

mais eficiente que a de eletroforese em gel de poliacrilamida na detecção rotavirus, com uma 

sensibilidade de 88.4%, especificidade de 95%, valor preditivo positivo de 60.5% e um valor 

preditivo negativo de 99% e uma correlação de 94.5%. A caracterização molecular das amostras 

positivas identificou apenas o genótipo G5 e o padrão eletroforético longo em EGPA como vírus 

circulante no rebanho suíno. Não foram identificadas amostras com misturas de genótipos ou 

infecções múltiplas e a distribuição sazonal do rotavírus, nesta fazenda, teve picos de incidência 

entre os meses mais frios do ano. 
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ABSTRACT 

 

Diarrhea, in newborn animals, is a morbid disease that exists worldwide; rotaviruses have been 

considered one of the main causes of gastroenteritis of viral origin, especially in countries where pig 

farming is intensively explored. The objective of this study was to extend the knowledge about the 

incidence of rotavirus in pigs, using the latex agglutination test (LAT) and polyacrylamide gel 

electrophoresis (PAGE). This work analyzed 329 samples of diarrheic piglets between March 2007 

and March 2008, from a farm in a municipality in Serra Gaúcha. Using LAT, for identification  the 

Rotavirus Latex® kit, 11.6% (38/329) of the samples were considered positive, and, using PAGE, 

7.9% (26/329) were positive. LAT was considered more sensitive than PAGE in the detection of 

rotaviruses, showing a sensitivity of 88.4% and a specificity of 95%, positive predictive value of 

60.5%, negative predictive value of 99% and a correlation of 94.5%. The molecular characterization 

of the positive samples identified only the G5 genotype and a long electrophoretic profile in EGPA 

as the only type of rotavirus circulating in the pig herd. Neither samples with mixed genotype nor 

multiple infections were identified, and the seasonal distribution of the virus on this farm had higher 

incidence during the coldest mont



 

1. INTRODUÇÃO 

 
 
 

A suínocultura brasileira vem apresentando crescimento e resultados que se superam a cada ano. 

A produção nacional de carne suína cresceu aproximadamente 6.0% em 2006, atingindo 2.86 

milhões de toneladas. Posterior há este ano, a estimativa foi superada em mais de 3 milhões de 

toneladas. O principal destino das exportações de carne suína em 2007 foi à Rússia, Hong Kong 

e Ucrânia. 

 O Brasil vem enfrentando nos últimos anos barreiras que tem dificultado suas exportações 

de carne suína. Atualmente, a sanidade animal contribui para parâmetros de qualidade, interagida 

com requisitos ligados a qualidade e competitividade em mercados globalizados. Entretanto, o 

crescimento da suinocultura faz com que os problemas sanitários aumentem, promovendo uma 

elevada densidade de animais em um mesmo local, possibilitando a ocorrência de surtos e 

enfermidades que acarretam elevados prejuízos ao setor.  

          As diarréias em suínos representam uma das principais causas de morbi-mortalidade do 

período neonatal, caracterizada como uma síndrome de grande complexidade etiológica, que conta 

com a influência de alterações ambientais, manejo, fatores nutricionais e fisiológicos, os quais 

cooperam para a mortalidade, redução na conversão animal e custos com tratamento. Como no 

Brasil onde a suinocultura é explorada de forma intensiva, diversos pesquisadores reconhecem os 

rotavírus como uma das principais causas de diarréia infecciosa de etiologia viral. 

Para o controle das rotaviroses é primordial a identificação precisa do agente no surto de 

diarréia de modo a se estabelecerem medidas profiláticas direcionadas, para tanto, vários testes têm 

sido empregados no diagnóstico e caracterização dos rotavírus, incluindo, eletroforese em gel de 

poliacrilamida (EGPA), ensaios imunoenzimáticos como EIE e teste rápido com aglutinação de 

partículas de látex (LATEX) e também a técnica de reação em cadeia de polimerase (RT-PCR). 

 A caracterização molecular do rotavírus é de grande importância para a suinocultura para 
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determinar a incidência, prevalência e os genótipos virais para a aplicação de medidas de prevenção 

como vacinas e estratégias de manejo. Sendo assim, diante da importância que as diarréias assumem 

em relação à produtividade das granjas produtoras de suínos o objetivo desse estudo foi determinar 

e comparar metodologias de identificação desse vírus e fazer a caracterização molecular dos 

rotavírus  em uma granja produtora de suínos localizada na serra gaúcha, no estado do Rio Grande 

do Sul. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

2.1 Aspectos gerais sobre produção e comercialização da carne suína no Brasil  

 

O Brasil tem uma posição de destaque no mercado externo de produção de carne suína ao 

tornar-se em 2007 o quarto produtor mundial, com 3 milhões de toneladas, ficando  atrás dos 

Estados Unidos com 9,5 milhões de toneladas, União Européia com 21.6 milhões e China com 50 

milhões de toneladas. A posição dos seus concorrentes não deverá ser alterada pelo menos a curto e 

médio prazo, uma vez que a diferença entre eles é significativa (Abipecs, 2008). No Brasil, a 

concentração da produção suína esta localizada na região Sul com 34.21%, seguido do Nordeste 

com 23.03%, Sudeste com 18.95%, Centro-oeste com 16.18% e Norte com 7.36% (Corrêa, 2007). 

As exportações, que apresentaram uma queda em 2006 por conta do ressurgimento da febre 

aftosa em bovinos, voltaram a superar a marca de 600 mil toneladas em 2007. Em 2008,  até o mês 

de abril o total de carne suína exportada foi de 159.845 toneladas e a estimativa da associação de 

criadores do Rio Grande do Sul é chegar a 630 mil toneladas (Acurs, 2008; Abipecs, 2008). Os 

principais países importadores há mais de cinco anos são os mesmos, pois a dificuldade das 

autoridades brasileira em certificar a produção, continua a impedir carne suína brasileira como 

presença em grande parte do mercado mundial. Com relação às exportações, a Rússia permaneceu 

como o principal destino exportador, respondendo por 53% seguido de Hong Kong , Ucrânia , 

Cingapura, Moldávia,  Argentina e outros (Abipecs, 2008). 

O consumo de carne de suína no Brasil é de aproximadamente de 13 a 14 kg/habitante/ano, 

ao contrário de países como a Dinamarca com 76 kg/habitante/ano (Abipecs, 2008). O Brasil 

apresenta amplas possibilidades de se firmar como grande fornecedor de proteína animal quando 

comparado a outros países apresentando um dos menores custos de produção mundial, saúde do 

rebanho nacional e sanidade animal (Matsubara, 2005; Corrêa, 2007)  
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 Apesar desta situação favorável em que o Brasil se encontra, o crescimento  da suínocultura 

faz com que a densidade de animais em uma mesma área geográfica seja maior, possibilitando a 

ocorrência de surtos de diarréia onde o os rotavírus tem sido reconhecidos como um dos principais 

agentes causadores de gastrenterites em suínos (Rácz et al., 1988 ; Bittencourt & Rácz,  1992; 

Pereira et al., 1993) 

 

 
2.2 Propriedades gerais dos rotavírus        

 

Os rotavírus foram descritos pela primeira vez em 1973 na Austrália por Bishop et al. 

(1973), pela identificação de partículas virais em cortes histológicos de mucosa duodenal de 

crianças com diarréia aguda, identificadas por microscopia eletrônica. As partículas virais 

observadas foram denominadas de reovírus-like, em função da similaridade com os membros da 

família Reoviridae. Inicialmente, Flewett et al. (1974) sugeriu o nome rotavírus, em decorrência 

da semelhança apresentada desses vírus a uma roda com pequenas espículas na sua superfície 

quando visualizado no microscópio eletrônico, como mostrado na figura 1. 

 

Figura 1: Imagem do rotavírus observada ao microscópio eletrônico.( Figura adaptada de Kim et 

al., 1999). 
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  No ano de 1976, o Comitê Internacional de Taxonomia Viral  I.C.T.V.) classificou os 

reovírus-like  em um novo gênero, Rotavirus, na família Reoviridae. Esta classificação é 

utilizada até o momento. O I.C.T.V. propôs que os rotavírus fossem divididos em sete espécies 

designadas de Rotavírus A a G (Fauquet et al, 2007). 

Na espécie suína, o primeiro caso a ser relatado ocorreu no ano de 1975, quando, Rodger et 

al. (1975), realizaram a primeira identificação de rotavírus em fezes de suíno. No Brasil, a 

primeira detecção de rotavírus foi descrita em humanos na literatura em 1977 em Belém do Pará 

por  Linhares et al. (1977), pelo exame de amostras de fezes de crianças  admitidas em um 

hospital público. Desde então, uma série de estudos têm demonstrado a importância deste vírus 

com um agente causador de diarréia em humanos e animais (Rácz et al., 1988; Bittencourt & 

Rácz, 1992 Pereira et al., 1993; Cardoso et al., 2003 )  

 

 
2.3 Estrutura e constituição genômica dos rotavírus 

 

Os rotavírus são partículas de simetria icosaédrica não envelopadas, medindo cerca 100 nm 

de diâmetro apresentando três camadas protéicas, denominadas como capsídeo externo, capsídeo 

interno e core, que circundam o genoma do vírus (Estes, 2001). Apresentam seu material 

genético segmentado constituído por onze segmentos de RNA fita dupla (dsRNA), sendo que o 

tamanho dos segmentos genômicos  varia entre 3302 pares de base (pb) para o maior e o menor 

com 667 pb (Falconer, et al., 1995), como mostrado na figura 2. 
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Figura 2: Proteínas da partícula de rotavírus codificadas pelos 11 segmentos de dsRNA         
                 (esquerda), diagrama esquemático do vírus (centro) e reprodução do vírus   por crio-               
                  eletromicroscopia (direita). (Figura adaptada de Gentsch et al., 2005) 
 

 

Cada fragmento do RNA viral codifica para uma das seis proteínas estruturais as chamadas VP 

(Viral Protein) que são denominadas (VP1,VP2,VP3,VP6,VP4,VP7), além das proteínas VP5* e 

VP8* oriundas da clivagem da proteína VP4, e seis proteínas não estruturais NSP (non structural 

proteins) (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6) não encontradas nas partículas virais e 

sintetizadas  nas células infectadas, ,tendo como exceção as proteínas NSP5 e NSP6 que são 

codificadas pela região de sobreposição do segmento onze. (Estes, 2001)  

 

 

2.3.1 Proteínas estruturais virais  

 

As proteínas VP1,VP2 e VP3 formam o core do vírus e são sintetizadas pelos segmentos 

genômicos um, dois e três, sendo a VP1 constituída por 1.088 aminoácidos, apresentando massa 

molecular de 123.847 Daltons e representando aproximadamente 2% da massa viral.  VP1 é 

considerada  a RNA polimerase do vírus (Estes & Cohen, 1989). A VP2 é constituída por 880 

aminoácidos, apresenta massa molecular de 102.431 Daltons e caracteriza-se como a mais 
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abundante proteína do core viral, estando envolvida no processo de organização e replicação do 

genoma viral (Estes & Cohen, 1989). A proteína VP3 possui 835 aminoácidos, com massa 

molécular de 98.120 Daltons e possui atividade de guaniltransferase, estando envolvida no 

processo de adição da estrutura 5,-cap aos transcritos de m-RNAs virais (Patton & Chen,1999)  

A proteína VP4 é codificada pelo quarto segmento do genoma viral, apresenta massa 

molecular de 86.782 Daltons é composta por 766 aminoácidos (Estes & Cohen, 1989). Ela é 

clivada por proteases em VP5*(529aa)  e VP8* (247aa) e compõem, juntamente com a VP7,  o 

capsídeo externo do vírus, sendo responsável pela ligação dos rotavírus aos enterócitos. Nas 

células animais a ligação é acido-siálico dependente e mediada por VP8*, e nas células humanas 

a ligação é mediada por proteínas VP5* independentemente do acido siálico (Zárate et al., 2000). 

O capsídeo interno é formado pela proteína VP6, com massa molecular de 44.816 Daltons e 

possui 397 aminoácidos sendo codificada pelo segmento genômico seis e representa cerca de 

50% a 60% da massa do vírus (Estes & Cohen, 1989). A glicoproteína VP7 é formada por 326 

aminoácidos, com massa molecular de 37.368 Daltons, sendo codificada pelos segmentos 7, 8 ou 

9 do ácido ribonucléico do vírus, dependendo da amostra viral. Ela é considerada uma proteína 

altamente imunogênica que induz a formação de anticorpos neutralizantes e apresenta antígeno 

específico para sorotipo e genótipos do rotavírus do grupo A (Estes & Cohen, 1989). 

 

2.3.2 Proteínas não estruturais viráis  

 

A proteína não estrutural NSP1 se acumula internamente no citoplasma das células 

infectadas pelo rotavírus. Ela é codificada pelo segmento cinco do RNA viral, com massa 

molecular de 58.654 Daltons e composta por 491 aminoácidos (Barro & Patton, 2005; Estes & 

Cohen, 1989). Acredita-se que também possua atividade de ligação com o RNA e esteja 

associada ao encapsidamento do RNA viral (Okada et al., 1999). As proteínas NSP2 e NSP3 

podem ser codificadas pelos segmentos 7, 8 ou 9, dependendo da amostra viral, tendo a NSP2 
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massa molecular de 36.633 Daltons, composta por 317 aminoácidos e NSP3 possui massa 

molecular de 34.600 Daltons e 315aa (Estes & Cohen, 1989). A NSP2 liga-se aos 11 segmentos 

de dsRNA possuindo atividade de replicase viral (Aponte et al., 1996). Já a NSP3 admite-se 

ainda que essa proteína atua na tradução do mRNA, formando uma ligação entre  este e a 

maquinaria de tradução da célula que está sendo utilizada como hospedeira para o vírus (Vende 

et al., 2000). 

Em relação à NSP4, ela é a única proteína não estrutural que não se liga ao RNA, sendo 

codificada pelo segmento dez do genoma viral, apresentando  175 aa e massa molecular com cerda 

de 20.000 Daltons (Estes & Cohen, 1989). É considerada uma enterotoxina viral, capaz de 

mobilizar íons cálcio do reticulo endoplasmático para o citoplasma, alterando a homeostase 

intracelular e aumentando a secreção de cloretos, levando a diarreia secretora e induzindo a 

apoptose celular (Ball et al.,1996; Halaihel et al., 2000). Ambas as proteínas NSP5 e NSP6 são 

codificadas pelo segmento onze, possuindo massa molecular de 21.725 e 12.000 Daltons 

respectivamente. (Estes & Cohen, 1989). A NSP5 encontra-se localizada no viroplasma, juntamente 

com NSP2 e, apesar de sua função biológica não estar elucidada, admite-se que possua capacidade 

de ativar fosfoquinases celulares (Eichwald et al., 2002; Blackhall et al., 1998). NSP6 é encontrada 

na célula infectada pelo vírus sob a forma de inclusões citoplasmáticas, formando complexos com a 

NSP5, com possível envolvimento no processo de replicação viral (Gonzáles et al., 1998; Van 

Regenmortel  et al., 2000). 

 

2.4 Classificação 

 

  Com base na variação antigênica da proteína VP6, os rotavírus são classificados em 7 

grupos de (A a G ), que apresentam subdivisões em subgrupos e sorotipos/genótipos. O grupo A 

pode ainda ser classificado em quatro subgrupos; I, II, I +II e não-I não-II (Ho et al.,1988; Krishnan 

et al., 1994; Estes, 2001 ). As variações para sorotipos/genótipos são determinadas pelas proteínas 
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estruturais VP4 e VP7 do capsídeo externo ou seus respectivos genes (Estes, 2001). A proteína VP7 

define os chamados sorotipo/genótipo G denominada assim por ser uma glicoproteina. Para 

glicoproteina VP7, a nomenclatura de classificação é sempre G, independentemente de sorotipo e 

genótipo. A análise através de PCR( polymerase chain reaction-reação em cadeia pela polimerase), 

sequenciamento, ensaios de neutralização e hibridização permitiu identificar até o momento 16 

sorotipos/genótipos G, dez destes isolados em humanos com predominância de G1-G4, e para 

suínos os mais comuns isolados foram G3, G4, G5 e G11 (Estes, 2001, Gulati et al., 2007). 

Já a VP4 classifica os rotavírus do grupo A em sorotipos/genótipos P, assim denominada por 

ser sensível a proteases ( Estes, 2001). Utilizando métodos sorológicos têm sido identificados os 

sorotipos P e por métodos moleculares identificam-se os genótipos P, os quais nem sempre são 

coincidente (Estes, 2001).  A nomenclatura dos sorotipos e genótipos P utiliza letra P seguida de 

número quando se referir a sorotipo e com número dentro do colchete quando se referir a genótipo. 

Em relação a VP4 12 sorotipos e 27 genótipos P foram isolados de humanos e animais, embora pelo 

menos os quatro tipos (P1[8], P1[4], P2[6] e P8[11]) ocorram mais em humanos e P[6] e P[7] são 

genótipos mais comuns em suínos (Gentsch et al., 1996; Estes, 2001,  Maneekarn et al., 2006). 

Os rotavírus também tem sido classificados de acordo com o peso molecular e velocidade de 

migração de cada segmento genômico através da técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida 

(EGPA), apresentando um perfil eletroforético típico para este vírus (Gombold et al., 1994). O 

padrão eletroforético do rotavírus apresenta uma migração distinta sendo 4 segmentos de (dsRNA) 

de alto peso molecular (1 a 4), dois segmentos de médio peso molecular( 5 e 6), um com segmento 

diferencial (7 a 9) e por fim um grupo com 2 mais leves e menores (10 e 11) (Estes, 2001) conforme 

mostrado na figura 3. 
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Figura 3: Perfis eletroforéticos do genoma viral (dsRNA)  do rotavírus dos  grupos  A, B, C,   
                 D, E, F, G. (Figura  adaptada de  Kapikian et al., 2001). 
 

Os padrões de migração das bandas dez e onze no gel de poliacrilamida foram definidos 

para os rotavírus do grupo A para determinar a classificação de três perfis de migração: longo, onde 

o segmento dez e onze tem uma migração mais rápida, curto, ao qual o segmento onze apresenta 

migração mais lenta; ficando posicionado antes do dez e o supercurto, onde os segmentos 10 e 11 

ficam muito próximos um dos outros o que dificulta a sua visualização (Nuttall et al., 1989; El-

Assouli, 1996). Quando não é observado o perfil de migração típico dos rotavírus do grupo A, a 

cepa que esta sendo estudada pode pertencer a outro grupo de rotavírus, a uma cepa de rotavírus 

aviário ou então, a uma cepa de rotavírus que sofreu um rearranjo entre os segmentos genômicos 

(Estes, 2001). Os fenômenos de recombinações são descritos como um processo no qual moléculas 

de DNA são clivadas e os fragmentos religados em novas combinações (Tian et al., 1993; Silva et 

al., 2003). A ocorrência deste fenômeno poderia explicar os perfis curto, super-curto e longo no 

segmento 11. Os rotavírus do grupo A podem ainda sofrer uma reestruturação onde, a troca de 

segmentos gênicos entre cepas diferentes que infectam uma mesma célula ocorre durante uma 

infecção mista  (Estes, 2001). 
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2.5 Transmissão  

 

A transmissão dos rotavírus se dá pela via fecal-oral e pela ingestão de alimentos ou água 

contaminados pelo vírus, apesar de ter sido descrita na literatura também a contaminação eventual 

por via respiratória (Linhares et al., 1981; Gurwith et al., 1981: Estes & Cohen 1989). A veiculação 

através da água tem sido evidenciada durante todas as estações, porém com uma maior freqüência 

durante o inverno, resultado da ingestão de água contaminada por descargas de esgoto (Kapikian & 

Chanock 1996; Mehnert & Stewien, 1993; Mehnert et al., 1999; Gofti-Laroche et al., 2001; Frost et 

al., 2002;  Borchardt et al., 2003; Lopman et al., 2003). 

O contado dos leitões com a matéria fecal é o fator mais importante para o surgimento da 

infecção e para a sua difusão na granja. Tanto animais domésticos, roedores e também o homem 

podem ser portadores e atuar como fontes de transmissão do vírus (Sobestiasky et al., 1999) 

Durante o período de infecção ocorre uma elevada excreção de partículas virais nas fezes 

chegando a um trilhão de partículas/ml de fezes, e a carga infectante para que ocorra a transmissão 

do rotavírus é de uma a 100 partículas virais, o que demonstra a elevada infectividade deste vírus 

(Vesikari et al., 1981; Ward et al., 1986). Além disso, os vírions são resistentes a inativação física e 

promovem altas taxas de infecções nosocomiais o que reforçam a contaminação ambiental como 

uma importante fonte de infecção (Aitken & Jeffries, 2001; Swierkoz, 2001)  

 

2.6  Replicação  

 

Os rotavírus possuem tropismo celular por enterócitos maduros das vilosidades do intestino 

delgado, particularmente da mucosa do jejuno (Bass et al., 1990). A entrada na célula hospedeira 

envolve as etapas do reconhecimento de receptores e co-receptores celulares e também a clivagem 

proteolítica da proteína viral (Mendez et al., 1999). A ligação do rotavírus à célula é determinada 
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pela proteína VP4, após a clivagem pela tripsina pancreática em VP5*  e VP8*( Ludert  et al., 

1996). 

A penetração na célula é mediada por VP4 e VP7, por meio de interações com receptores 

celulares contendo ácido siálico e  através das integrinas  α2β1 e α4β1 no início do processo de 

absorção, com o domínio VP8* interagindo com ácido siálico e VP5* com integrinas (Hewish et 

al., 2000; Guerrero et al., 2000; Ciarlet et al., 2002; Lopez & Arias, 2004). A replicação do vírus 

ocorre no citoplasma onde os mRNA são sintetizados seguindo uma ordem, inicialmente pelos 

segmentos menores e posteriormente pelos segmentos maiores (Patton & Gallegos, 1990). Os 

mRNAs são utilizados como moldes para a síntese dos onze segmentos de fita negativa que vão 

compor os RNAds genômicos (Chen et al.,1994). As proteínas que foram codificadas pelo genoma 

do vírus são sintetizadas em ribossomos livres, tendo como exceção VP7 e NSP4, que são 

sintetizadas em ribossomos ligados ao retículo endoplasmático rugoso (Estes, 2001).  

A montagem das partículas do core viral e a VP6, parecem ocorrer em estruturas 

eletrodensas  perinucleares, denominadas de viroplasma (Estes, 2001). A maturação final do vírus 

ocorre no interior do retículo endoplasmático rugoso, sendo dependente de íons Ca2+ e 

transitoriamente sendo envelopada. No processo final, as partículas vão receber o capsídeo externo 

composto pelas proteínas estruturais VP4 e VP7, antes ou após o brotamento a partir do retículo 

endoplasmático, sendo então liberadas após a lise celular e infectando outros enterócitos (Estes, 

2001).  

 

2.7 Patogenia 

   

Ao infectar enterócitos maduros nas porções média e alta das vilosidades do intestino 

delgado de animais e humanos, os rotavírus causam diarréia aquosa e abundante, ocorrendo morte e 

descamação destas células, que são substituídas por células imaturas que possuem capacidade de 

absorção reduzida (Venkataram & Estes 1997). Durante a ocorrência da diarréia acaba ocorrendo 
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uma diminuição na digestão de açúcares e na absorção de sais minerais e água, aumentando a 

gravidade da doença (Kapikian & Chanock, 1996). 

    
 A                                          B  

 
Figura 4: Imagem A apresenta um epitélio normal não acometido pelo rotavírus. 

     Imagem B  apresenta um epitélio infectado  pelo rotavírus.(Figura adaptada de Lece &       
     King, 1978 )  
 

 

Outro fator importante que está relacionado à gravidade da infecção pelo rotavírus é a 

presença da proteína não estrutural NSP4 que possui uma atividade semelhante à enterotoxinas 

bacterianas. Ela interage provavelmente na mediação da diarréia, afetando locais do intestino ainda 

não infectados pelo vírus que resulta na alteração da permeabilidade celular (Ramig, 2004). Outro 

mecanismo que também é usado para explicar a secreção de fluídos e eletrólitos que ocorrem 

durante a infeção esta baseada na capacidade de ativar o sistema nervoso entérico no qual a 

presença do vírus ou a ação de NSP4 levam as células infectadas a liberar citocinas, prostaglandinas 

e óxido nítrico que ativam este sistema que atua aumentando a secreção (Lundgren & Svesson, 

2001). 

A ligação de NSP4 perturba a via de transdução de sinais promovendo uma altearação do 

retículo endoplasmático rugoso, que desencadeia a liberação de íons Ca2+ do RER para o 

citoplasma, acarretando a ativação de enzimas intracelulares, que acarreta a ruptura do citoesqueleto 

das vilosidades (Jourdan et al., 1998). Ela causa ainda a diminuição da síntese de enzimas 

digestivas pelas células apicais que acarretam a uma baixa na síntese de dissacarídeos que também 
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promovem a inibição do transporte de íons Na+  e de outros solutos, que contribuem para a redução 

da capacidade de absorção do epitélio ( Ramig, 2004;  Mir  et al., 2007) 

Em suínos, a ocorrência das lesões macroscópicas associadas à infecção pelo rotavírus tem 

sido relatada como o adelgamento de parece do intestino, e as lesões microscópicas incluem o 

encurtamento e atrofia das vilosidades intestinais ocorrendo à conversão do epitélio normal em 

epitélio cuboidal. Os rotavírus de suínos têm mostrado diferir dos rotavírus bovinos, até certo grau, 

na habilidade de causar leões histopatológicas (Collins et al., 1989). As alterações morfológicas 

resultantes da ação do rotavírus se traduzem por metaplasia epitelial das vilosidades, hiperplasia das 

criptas, rarefação das microvilosiades e moderada infiltração mononuclear da lamina própria e 

presença de microvilosidades esparsas e irregulares (Bishop et al., 1973 Blacklow & Greenberg, 

1991; Moon, 1994). 

 

 

2.8 Diagnóstico 

 

O quadro laboratorial que o rotavírus apresenta não gera sintomas característicos e 

específicos para que se possa concluir um diagnóstico apenas com base na sintomatologia, uma vez 

que outras infecções virais também possam gerar quadros clínicos de gastroenterites e sintomas aos 

causados durante a infecção pelo rotavírus (Estes & Kpapikian, 2007). 

Algumas características das infecções por rotavírus como a presença de uma grande 

quantidade de partículas virais nas fezes permitiu o desenvolvimento  vários métodos de detecção 

dentre eles a primeira técnica  a ser utilizada foi a microscopia eletrônica que tem sido usada para a 

identificação direta do vírus nas fezes, porém ela é requerida para resolver discrepâncias de 

resultados obtidos por outras técnicas, já que permite a detecção do vírus em 80% a 90%  das 

amostras positivas (Flewett et al., 1973; Bishop et al., 1973; Brandt et al., 1981; Landaeta et al., 

2003). Entretanto, sua utilização torna-se inviável quando se trata de um grande numero de 
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amostras e também os custos elevados do equipamento e a necessidade de pessoal treinado para a 

leitura são fatores que limitam o uso desta técnica (Ellen et al., 1978). A imunomicroscopia 

eletrônica que utiliza anticorpos para agregação das partículas virais, possui as mesmas 

características da microscopia eletrônica, mas tem uma maior especificidade por utilizar anticorpos 

específicos anti rotavírus porém, a sua utilização é questionada porque a morfologia dos rotavírus é 

característica , podendo ser feita sem a utilização de um soro imune (Nataka et al., 1987;Suzuki et 

al., 1987; Estes & Kapikian, 2007)   

A metodologia de escolha empregada para detecção do antígeno viral é o ensaio 

imunoenzimático, que detecta antígenos virais nas fezes, e é disponível comercialmente para o 

diagnóstico de rotavírus  com base na utilização de anticorpos policlonais a utilização de “kits” 

comerciais torna tal técnica acessível e a laboratórios de rotina e que permite testar várias amostras 

simultaneamente (Yolken et al., 1977; Ellen et al.,1978; Pereira et al., 1985). 

 Outra técnica importante no diagnóstico dos rotavírus é a aglutinação com partículas de 

látex, envolvendo microesferas sensibilizadas com anticorpos anti rotavírus. Esta metodologia tem 

por principio a detecção de antígenos virais nas fezes, possuído uma sensibilidade compatível a 

técnica de ensaio imunoenzimático (EIE) apresentando resultados rápidos e por este motivo  

recomendado para o uso de clínico(Brandt et al., 1987; Gabbay et al., 2005)  

A técnica de eletroforese em gel de polacrilamida (EGPA) configura-se como recurso para a 

detecção do genoma viral apresentando sensibilidade e especificidade elevadas, que possibilitam a 

detecção de perfis genômicos, mesmo daqueles rotavírus atípicos (B,C,D,E e F) 

( Taniguchi & Urasawa, 1995)  

 Com o emprego da biologia molecular a técnica de (RT-PCR) é baseada na reação em cadeia 

da polimerase precedida da transcrição reversa, fundamentando-se na amplificação enzimática dos 

genes 7, 8 ou 9 (tipo G) e 4 (tipo P), utilizando iniciadores consensuais específicos apresentando 

altas sensibilidade e especificidade (Gouvea et al., 1990; Gentsch et al., 1992; Das et al., 1994). O 

desenvolvimento da técnica de RT-PCR em tempo real permitiu uma variação desta técnica que 



  28 

apresenta-se mais sensível e permite quantificar a carga viral durante uma infecção( Kang et al., 

2004)  

A hibridização molecular é baseada na utilização de sondas de RNA marcadas com enzimas 

ou radioisótopos, que se ligam a fitas do DNA alvo do vírus o qual foi transferido para uma 

membrana de nylon, apresentando uma formação de híbridos (RNA-DNA), sendo capturados por 

anticorpos marcados e fosfatase alcalina e quimioluminescência (Leite et al., 1996) 

 Com a utilização do sequenciamento genômico, é possível o estudo evolutivo dos rotavírus 

circulantes em cada região, contribuindo e ampliando dados epidemiológicos sobre este vírus 

completando e certificando resultados obtidos por outras técnicas (Gault et al., 1999; Adah et al., 

2002; Martela et al., 2005) 

 Os rotavírus também podem ser identificados através do isolamento em cultura com a 

utilização de linhagem MA104 (originárias de rim de macaco) e CaCo-2 (originárias de células de 

carcinoma de cérvice uterina). Entretanto, a propagação do vírus é muito lenta limitando-se à 

investigação científica (Smith et al., 1979;Ward et al., 1984; Yolken &Wilde, 1994; Kapikian et al., 

2001) 

 

 

2.9 Vacina contra Rotavírus   

 

             A primeira vacina contra rotavírus foi desenvolvida em 1983 sendo derivada de uma cepa 

bovina RIT-4237 e por não apresentar resultados favoráveis em testes realizados em países em 

desenvolvimento as pesquisas com esta vacina foram encerradas(Vesikari et al.,1984; Glass et al., 

2006).   

Após este período, em 1998 foi licenciada  nos Estados Unidos a primeira vacina contra 

rotavírus ,denominada Rotashield® (Wyeth-Lederle, Pearl River, N Y, USA). Por ser uma vacina 

tetravalente e ser formada pela cepa de macaco Rhesus, tendo semelhança a G3 Humana e por três 
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cepas “rearranjadas” Rhesus-humano contendo os genes que irão codificar as proteínas do capsideo 

viral externo dos sorotipos humanos mais comuns G1, G2 e G4. Em 1999, esta vacina teve seu uso 

suspenso após ter sido relatado casos de intssussepção, ocorridos após a administração da primeira 

dose nas duas primeiras semanas, entre crianças vacinadas (Kapikian et al.,1996; Glass et al., 

2006). 

A vacina desenvolvida pela (Merck®) denominada de Rotateq® é uma vacina pentavalente 

constituída a partir  da cepa bovina WC3 “reestruturada” com os genótipos( G1,G2,G3,G4 e P[8]) 

que foi licenciada pela  US Food and Drug Administration em fevereiro de  2006  (Clark et al., 

1996; Bresee et al., 2005; Glass et al., 2006) e no Brasil em 2008. A vacina G1P[8] Rotarix® 

desenvolvida pela (GlaxoSmithKine) é monovalente  e formada pela cepa RIX  4414  sendo 

administrada  em duas doses por via oral. Como a infecção por rotavírus humano pode gerar 

proteção heterotípica, pela reação cruzada de antígenos esta vacina baseia-se neste conceito 

(Bernstein et al., 1999; Gentsch et al., 2005) 

A vacina tríplice PORCILIS® 2*4*3 produzida pela empresa (Intervet/Schering-Plough 

Animal Health) foi desenvolvida para proteger leitões contra os principais agentes causadores de 

diarréia. Ela é formada pelas fímbrias da E. coli K88, K99, 987P, F41, Toxóide do C. perfringens 

tipo C e  sorotipos do grupo A de Rotavírus (Vivos liofilizados) G5 e  G4 , sendo indicada  para 

auxiliar  no controle da Colibacilose Neonatal, causada pelas cepas ETEC da E. coli, da 

Enterotoxemia causada pelo C. perfringens tipo C e da Rotavirose causada pelos Rotavírus G5  e 

G4 (Intervet, 2008). 

 Devido à diversidade antigênica dos rotavírus e a possibilidade de ocorrer mutações em seu 

genoma, é muito importante se fazer um monitoramento das cepas circulantes para que se possa 

implantar e desenvolver novas vacinas e ainda estabelecer mudanças importantes no padrão 

epidemiológico deste vírus (Bresee et al., 2005; Gentsch et al., 2005; Santos & Hoshino, 2005). 
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3. OBJETIVOS 

 
 

3.1 Objetivo Geral: 

Identificação e caracterização de rotavírus em amostras fecais diarréicas suínas, em uma 

granja em Flores da Cunha, no Rio Grande do Sul. 

 

 
3.2 Objetivos específicos: 

  

• Determinar a porcentagem de positividade para rotavírus em amostras diarréicas de suínos. 

• Comparar a eficiências das metodologias de latex e EGPA na identificação de rotavírus em 

suíno.   

• Identificar os casos ocorridos por dupla infecção. 

• Caracterizar molecularmente as amostras positivas para rotavírus suíno. 

• Definir a sazonalidade da diarréia e do rotavírus no rebanho suíno da granja. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

  4.1 Amostras utilizadas no estudo  

 

A amostra desta pesquisa foi escolhida de acordo com Roehe et al., (1989), para uma 

expectativa de prevalência entre 15% a  20%, com precisão absoluta de 5 %, com um nível de 

confiança de 95%  totalizando 329 amostras diarréicas coletadas de leitões com idade entre 1 a 40 

dias  entre os meses de março de 2007 a março de 2008, provenientes de uma granja  produtora de 

leitões, com 200 matrizes, localizada na serra gaúcha, no estado do Rio Grande do Sul, 

apresentando em média de 25 amostras mensais. 

Estas amostras foram encaminhas ao Laboratório de Diagnóstico Molecular da Universidade 

de Caxias do Sul e armazenadas a -20°C até o momento da análise. Para a identificação do rotavírus 

as amostras foram submetidas às metodologias de EGPA, LATEX, EIE, como descrito a seguir. 

 
 

 

4.2 Amostra padrão  

 

Durante o estudo foram utilizadas as cepas SA11 de símio cedida pela Dra. Maria-Lúcia 

Rácz (Departamento de Microbiologia– Instituto de Ciências Biomédicas USP) e a cepa LDM 187 

de origem humana para rotavírus A.  

 

 

4.3 Aglutinação em látex (LATEX) 

 
      O “kit” utilizado neste estudo foi o Rotavírus Látex® BTI- Bio Tecnologia Industrial Ltda, 

Belo Horizonte-MG-Brasil; distribuição Richimond Imunosystems Diagnostics Ltda, São Paulo-SP-

Brazil. Este é um teste rápido em lâmina a base de látex recoberto com anticorpos policlonais 
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específicos para os rotavírus do grupo A, licenciado pela Agencia Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA), para uso em diagnósticos laboratoriais  em amostras fecais humanas. Este kit que foi 

utilizado para os testes de acordo com as instruções do fabricante. 

O “kit” Rotavírus Látex® consistem: (a) Suspensão de partículas de látex de poliestireno, 

sensibilizadas com imunoglobulinas de coelho anti-rotavírus em solução tamponada (R1), (b) 

Suspensão de partículas de látex de poliestireno sensibilizadas com imunoglobulinas de coelho não-

reativas para rotavírus, em solução tamponada (R2), (c) um controle positivo de suspensão de 

partículas virais de rotavírus (cepa SA-11) inativados (R3), (d) uma suspensão de solução salina 

tamponada (R4), (e) varetas plásticas para mistura, e (f) uma lâmina de fundo escuro.  

As partículas de látex reagem formando a reação antígeno-anticorpo devido à presença de 

antígeno de rotavírus na suspensão de látex, perdendo seu aspecto uniforme, formando-se uma 

nítida aglutinação. Esta aglutinação ocorre quando antígenos virais do grupo rotavírus presentes nas 

fezes reagem com as imunoglobulinas específicas unidas às partículas de látex, iniciando a 

formação de uma rede entre as mesmas. 

Uma quantidade de 0,1g ou 100 µL da amostra de fezes foi adicionada a 0,5 mL de tampão 

em diluente e após homogenizada, e  centrifugada por 10 minutos a 800xg. Em seguida foram 

transferidos para a lâmina de fundo escuro uma gota de 25 µL do reagente R1 e uma gota 25 µL  do 

reagente R2 . O teste foi realizado com uma gota 25 µL do sobrenadante de fezes que foi adicionada 

a cada círculo e misturada com os reagentes usando as varetas plásticas. A lâmina de vidro foi 

agitada de modo circular manualmente por 2 minutos, a temperatura de ambiente. Os padrões de 

aglutinação foram lidos então sob a luz fluorescente existente no laboratório. Os resultados foram 

considerados positivos quando ocorria aglutinação visível e negativa quando a suspensão 

permanecia leitosa após 2 minutos. Os testes foram considerados indeterminados se houvesse uma 

aglutinação somente com a suspensão R2 ou com as suspensões R1 e R2.  

 As amostras que exibiram reações indeterminadas foram retestadas pelo método EIE 

utilizando o kit RIDASCREEN® Rotavírus (R-Biopharm AG, Landwehrstr. 54,D-64293 Darmstadt, 
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Alemanha). Os reagentes: controle positivo (antígeno) e controle negativo (tampão) foram usados 

para o controle de qualidade do procedimento antes de cada bateria de testes.  

 

 

 4.4 Eletroforese de RNA de rotavírus em gel de poliacrilamida (EGPA). 

 
         A técnica de EGPA foi realizada de acordo com o protocolo seguido por Pereira et al., (1983), 

e os géis corados com nitrato de prata de acordo com Hering et al. (1982).  

 

 

4.4.1 Extração do ácido nucléico viral  

 

 Em tubos contendo 400 µl  da suspensão fecal a 20% foram acrescentados 40 µl  de acetato de 

sódio (C2H3O2Na) 1M e 400 µl  de solução fenol/clorofórmio. Após agitação de um minuto, os 

tubos foram centrifugados a 5900xg por 2 minutos em centrifuga Eppendorf  (modelo 5417-R). Os 

sobrenadantes foram transferidos para outros tubos aos quais foram adicionados 800 µl de etanol 

absoluto estocado a -20ºC. Após agitação os tubos foram incubados por uma noite (18 horas)  a -

20ºC. 

Após este período, foram centrifugados novamente a 800 g por 10 minutos em centrifuga 

para tubos Eppendorf (modelo 5417-R). Os sobrenadantes foram desprezados e os sedimentos 

foram secos com os tubos em posição invertida à temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, 

os sedimentos foram ressuspensos em 20 µl de dissociador de amostra ( 0,0625 M Tris/HCl, pH 6,8; 

5M uréia; 3%SDS; 5% 2-mercapto-etanol; 0,01% de azul de bromofenol) e incubados por 15 

minutos a 56 °C.    
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4.4.2 Preparo do gel de poliacrilamida 

 

  Foram montadas camaras preparadas com duas placas de vidro separadas entre si por um 

espaçador de 1mm, as quais foi adicionado o gel inferior (acrilamida 7.5%-/bisacrilamida 0.2% em  

tampão Tris/HCl 3mM pH8.8;  0.03mM de  persulfato de amônia; 0.2% de TEMED). Após sua 

polimerização, foi adicionado o gel superior (acrilamida 3.5%-/bisacrilamida 0.045% em tampão 

Tris/HCl 6mM pH8.8;  0.015mM de  persulfato de amônia; 0.2% de TEMED), e imediatamente 

introduzido o pente para a formação de caneletas para a colocação das amostras, preparadas como 

descrito no item anterior. Após sua polimerização, foi adicionado o tampão de corrida (Tris 0.01%, 

glicina 0.083M, pH 8.3) ao seu reservatório. Após a retirada do pente, cada amostra a ser analisada 

foi colocada na canaleta para a corrida eletroforética, que ocorreu uilizando 20mA/placa, durante 16 

horas.    

 A coloração do gel foi realizada de acordo com Hering et al. (1982). Depois da retirada 

das placas da cuba, os vidros são separados e o gel é transferido para uma solução fixadora de etanol 

10% e ácido acético 0.5%, por 30 minutos; a seguir, o gel é transferido para uma solução corante de 

nitrato de prata 0.011 M por mais 30 minutos, com agitações periódicas. Desprezou-se a solução 

corante e o gel foi lavado por 2 vezes em água destilada e em seguida foi acrescida a solução 

reveladora de hidróxido de sódio (NaOH) 0.75 M e formaldeído 0.95%. Após a visualização das 

bandas a revelação foi interrompida pela adição de uma solução de ácido acético 5% por 15 

minutos. Na seqüência o gel é mantido em uma solução de etanol a 10%, que funciona como 

conservante do gel até o momento de fotografar. 

             4.4.3 Amostra Padrão 

 

             Em todas as corridas eletroforéticas foi incluída, como amostra padrão, uma amostra de 

rotavírus do grupo A de origem humana (LDM 187), cujo dsRNA foi extraído conforme descrito 

acima. 
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4.5 Ensaio imunoenzimático (EIE) 

 

O kit de ensaio imunoenzimático utilizado neste estudo foi o RIDASCREEN® Rotavírus 

(R-Biopharm AG, Landwehrstr. 54, D-64293 Darmstadt, Alemanha). Este teste utiliza anticorpos 

monoclonais em um processo do tipo sanduíche. A superfície do fundo da microplaca foi 

sensibilizado com  um anticorpo monoclonal contra a proteína VP6 dos rotavírus, tratando-se de um 

antígeno específico que ocorre em todos os rotavírus patogênicos.  

Uma suspensão da amostra de fezes a ser analisada foi pipetada, em conjunto com um outro 

anticorpo monoclonal antirotavírus, conjugado com peroxidase de rábano silvestre, para a 

incubação na cavidade da microplaca do teste. Na presença de antígenos de rotavírus forma-se um 

complexo sanduíche com os anticorpos imobilizados, o antígeno rotavírus e o anticorpo conjugado 

com a peroxidade de rábano silvestre. Os anticorpos marcados com enzima não ligados são 

retirados com as lavagens da micro placa. Após a adição de substrato incolor, a enzima ligada 

converte as amostras positivas em uma solução azul. Através da adição do reagente bloqueador 

ocorre uma mudança de cor de azul para amarelo. A coloração é proporcional à concentração dos 

antígenos dos rotavírus disponíveis na amostra que foi analisada. 

 

 

 

4.5.1. Preparação das amostras de fezes  

 

Para a execução deste teste foram seguidas as normas do fabricante. Em um tubo foi 

colocado 1 ml de tampão de diluição de amostra  e  uma quantidade equivalente de fezes (50-100 

mg). Em seguida  foi feita homogeneização da suspensão de fezes em  um  vortex.  Após um curto 

período de repouso para a sedimentação de partículas maiores de fezes foi utilizado o sobrenadante 

diretamente no teste.   
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4.5.2 Primeira incubação  

 

Após colocar um número suficiente de cavidades nos quadros de suporte, 100µl da 

suspensão das amostras de fezes foram gotejados nas cavidades. Em seguida foi colocado em uma 

cavidade 2 gotas (100µl) controle positivo (Control +)  e em outra cavidade, 100µl  do tampão de 

diluição das amostras (Diluent 1 = controle negativo). Depois são adicionadas 2 gotas (100 µl) do 

anticorpo conjugado (Conjugate) com enzima. A mistura total foi incubada por 60 minutos a 

temperatura ambiente (20–25 °C). 

 

 

 4.5.3. Lavagem da microplaca   

 

As cavidades foram esvaziadas em um contentor de lixo com hipoclorito para a desinfecção. 

Depois a placa foi seca em papel absorvente para retirar restos de umidade provenientes do teste. 

Então, lavou-se 5 vezes, cada vez com 300 µl de tampão de lavagem. Com isso, foi feitor um 

esvaziamento completo após cada lavagem, batendo em uma parte seca e inutilizada do papel.  

 

 

4.5.4. Segunda incubação  

 

Após a lavagem da microplaca foi adicionado 100 µl de substrato em todas as cavidades. 

Depois a placa foi incubada por 15 minutos a temperatura ambiente (20 –25 °C) no escuro. Após a 

reação foi interrompida com a adição de 50 µl  de reagente bloqueador (Stop) em todas as 

cavidades. A absorbância foi medida a 450 nm. 

 

 



  37 

4.5.5. Leitura 

 

A leitura foi feita  por medida da densidade optica em leitor espectrofotométrico 

(Espectramax 190) com filtro de 450 nm. Para a determinação do valor marginal, 0.15 das unidades 

de absorbância são adicionados à absorbância medida do controle negativo.  

As amostras onde o valor da absorbância ficou mais de 10% acima do calor marginal 

calculado são consideradas positivas. As amostras que ficam mais de 10% abaixo do valor marginal 

calculado devem ser consideradas negativas. As amostras cujo valor de absorbância ficou na área de 

10% acima e abaixo do valor marginal são consideradas marginais e foram repetidas. Se um exame 

repetido com uma amostra fresca ficou novamente na área cinza, a amostra foi considerada 

negativa. 

 

4.6 Determinação de genótipos G e P das amostras selecionadas pelas técnicas de EGPA  

e LATEX. 

  

 Para a caracterização das amostras rotavírus positivas foi utilizada a RT-PCR com primers 

específicos para os genótipos mais comuns em animais. Na determinação dos genótipos G foram 

utilizadas as técnicas descritas por Das et al. (1990), Gouvea et al. (1994) e na determinação dos 

genótipos P as técnicas preconizadas por (Gouvea et al.,1994 e Gentsch et al., 1992 (Tabela 1). 

 

 
4.6.1 Transcrição reversa para cDNA e  primeira amplificação de amostras rotavírus 

positivas 

 

 Foi preparada uma mistura de reagentes (master mix) composta de 10µl de tampão de enzima 

10X,  8 µl de MgCl2 25 mM, 8 µl de dNTPs 10 mM, 1 µl da mistura de iniciadores G ou P, 64.48 µl 

de água MILLI-Q, 0.02 µl de transcriptase reversa e 0.5 µl da enzima Taq-DNA polimerase. Após a 
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homogenização e rápida centrifugação as misturas foram amplificadas no termociclador MJResearch 

mod. PTC 100 como descrito no experimento de Gouvea et al. (1994). 

4.6.2 Segunda amplificação das amostras positivas para rotavírus (semi-nested PCR) 

A mistura dos reagentes foram composta de 10µl de tampão de enzima 10X, 8 µl de MgCl2 

25 mM, 8 µl de dNTPs 10 mM, 1 µl da mistura de primers para G e P, 71.5 µl de água MILLI-Q e 

0.5 da enzima Taq-DNA polimerase. Após os reagentes foram divididos em  volumes 100 µl por 

tubo e acrescido de 1 µl da primeira amplificação.   

 
Tabela 1. Primers utilizados para caracterização molecular de segmentos de dsRNA 
correspondente a proteína VP4  e VP7 
 

Primer Posição Seqüência  (5,-3,) Genótipo  Referência 
bibliográfica 

Gene VP7  
 

   

(Beg 9) 1-28 GGCTTTAAAAGAGAGAATTTCCGTCTGG 
 

Comum 
 

Gouvea et al., 1990 
 

(End 9 ) 1062-1036 GGTCACATCATACAATTCTAATCTAAG 
 

Comum 
 

Gouvea et al., 1990 
 

(EndUK) 1-28 GGTCACATCATACAACTCTAATCT Comum 
 

Gouvea et al., 1994b 
 

(EndCRW8) 1062-1036 GGTCACATCTTACAGCTTTAACCT Comum 
 

Gouvea et al., 1994b 
 

(FT5) 779-760 CATGTACTCGTTGTTACGTC G5 Gouvea et al., 1994a 
 

(DT6) 499-481 
 

CTAGTTCCTTGTAGATC G6 Gouvea et al., 1994a 

(HT8) 273-256 
 

CGGTTCCGGATTAGACAC G8 Gouvea et al., 1994a 

(ET10) 714-697 
 

TTCAGCCGTTGCGATTC G10 Gouvea et al., 1994a 

(BT11) 336-316 
 

GTCATCAGCAATCTGAGTTGC G11 Gouvea et al., 1994a 

Gene VP4 
 

    

(4con3) 11-32 TGGCTTCGCTACTTTATAGACA Comum Gentsch et al., 1992 
 

(4con2) 868-887 ATTTCGGACCATlTATAACC 
 

Comum Gentsch et al., 1992 
 

(PNCDV) 269-289 CATGTACTCGTTGTTACGTC P1 Gouvea et al., 1994b 
 

(PUK) 336-354 CTAGTTCCTTGTAGATC P5 Gouvea et al., 1994b 
 

(POSU) 389-412 CGGTTCCGGATTAGACAC P7 Gouvea et al., 1994b 
 

(Pgott) 465-487 TTCAGCCGTTGCGATTC P6 Gouvea et al., 1994b 
 

(PB223) 574-594 GTCATCAGCAATCTGAGTTGC P11 Gouvea et al., 1994b 
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4.6.3 Análise Eletroforética 

 

  Os produtos da amplificação de RT-PCR foram analisados em gel de agarose 2% em 

tampão TBE 1X (Trisma, ácido bórico e EDTA) com brometo de etídeo 0.3% (solução 0,1mg/ml). 

A corrida foi efetuada em cuba eletoforética de 17x 17cm marca Hoefer mod. HE99x com voltagem 

constante de 80 volts. Para acompanhar a corrida foi usado o marcador de peso molecular 100 pb 

DNA Ladder. A visualização dos resultados nos géis foi feita no transluminador com luz utravioleta 

254nm. 

 

4.7 Análise dos dados 

 
 

Os dados levantados foram tabulados no programa Statistical Package for the Social Science 

(SPSS for Windows versão 15.0) onde avaliou-se a sensibilidade, especificidade, valor preditivo de 

um resultado positivo, valor preditivo de um resultado negativo  e exatidão com base nos dados 

descritos por  (Ferreira & Ávila, 2001). O teste de EGPA foi utilizado como diagnóstico verdadeiro 

para ser compadado ao teste de LATEX. Para os testes de correlação foram considerando 

significantes os resultados com p<0,005.  

       Doença-Diagnóstico Verdadeiro 

 

TESTE 

 

Presente 

 

Ausente 

Positivo Verdadeiro positivo 

(VP) 

Falso Positivo 

(FP) 

Negativo Falso negativo 

(FN) 

Verdadeiro negativo 

(VN) 

Total VP +FN FP +VN 

 
 
Sensibilidade: A sensibilidade de um teste sorológico refere-se à porcentagem de resultados 

positivos pelo teste na população doente. Proporção de resultados verdadeiros positvos. 
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SENSIBILIDADE  =  ____VP______ 
                                          VP+FN 

 
 

Especificidade: A especificidade de um teste sorológico é definida pela porcentagem de resultados 

negativos pelo teste nos indivíduos não doentes, ou seja, a proporção dos verdadeiros negativos. 

 

ESPECIFICIDADE =     ___VN______ 
                                             VN+FP 
 
 
Valor preditivo de um resultado positivo (VPP):  Pode ser calculado pela proporção de 

indivíduos doentes entre os resultados positivos obtidos no teste em estudo , portanto refere-se a 

probabilidade de doença quando o resultado do teste é positivo. 

 

VPP=  ____VP______ 
                 VP+FP 
 
Valor preditivo de um resultado negativo (VPN): Pode ser calculado pela proporção de 

indivíduos não-doentes entre os resultados negativos do teste em estudo, portanto se refere á 

probabilidade de não-ocorrência de doença quando o resultado do teste é negativo.  

 

VPN=  ____VN______ 
                  VN+FN 
 

Exatidão : Pode ser calculado pelo numero de  verdadeiros positivos mais verdadeiros negativos 

dividido pelo total  

 

EXATIDÃO=  ____VP +VN_____ 
                               VN+FN+FP+VN 
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5. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 
 

As diarréias, em animais neonatos, constituem uma enfermidade mórbida de distribuição 

mundial. A patologia acarreta graves prejuízos econômicos, envolvendo redução na conversão 

alimentar, altos custos com medicamento e mortalidade (Kaneene & Hurd, 1990). Com as 

modificações zootécnicas adotadas para incrementar a produção suinícola, as criações extensivas 

foram substituídas pelo sistema de confinamento, exigindo a utilização de novas técnicas de manejo 

que se executadas inadequadamente propiciam a proliferação e a permanência de diversos agentes 

patogênicos (Dewey et al., 1995; Wittum et al., 1995).    

Na relação de agentes virais causadores de gastroenterires, o gênero Rotavirus merece 

destaque mundialmente. No nosso país, já foi relatada a presença de rotavírus em diversas 

propriedades de criação de bovinos e suínos (Rácz et al., 1988; Bittencourt & Rácz, 1992; Pereira et 

al., 1993; Cardoso et al., 2003).  

Para a identificação do agente etiológico da rotavirose se faz necessário um diagnóstico 

diferencial, uma vez que os quadros clínicos que envolvem a diarréia podem ser causados por 

inúmeros outros patógenos. A identificação correta e precoce do agente etiológico, evitando gasto 

desnecessário com medicamentos e antecipa medidas profiláticas direcionadas. As metodologias 

atuais de detecção de rotavírus envolvem as partículas, os antígenos ou o RNA virais de material 

fecal. As principais são: a eletroforese em gel de poliacrilamida, imunofluorescência, microscopia 

eletrônica, hemaglutinação passiva reversa, ensaios imunoenzimáticos, teste de aglutinação do látex 

e transcriptase reversa e reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) (Herring et al., 1982; Pereira et 

al., 1983; Sanders et al., 1986; Lucchelli et al., 1992; Smith et al., 1993; Gouvea et al., 1994;  

Thomas et al., 1994; Estes, 2001). 

No presente trabalho objetivou-se detectar a presença de rotavírus em uma granja pelas 

metodologias de EGPA e LATEX. O método de EIE foi utilizado como teste confirmatório para as 

amostras com resultado inconclusivo para os dois primeiros.  
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.  

5.1 Identificação  de rotavírus por aglutinação de látex  

  

Neste estudo o kit Rotavírus Latex® foi utilizado para detectar a presença de rotavírus em 

amostras diarréicas de 329 leitões e a metodologia detectou 38 amostras rotavírus positivas e 291 

foram consideradas negativas conforme mostrado na tabela 2.  

Tabela 2: Identificação de rotaviurs por Aglutinação de Látex em amostras de fezes diarréicas        
                 de suínos coletadas em uma granja em Flores da Cunha entre março de 2007 a 2008 .  

 
 

 
Determinação de rotavírus por LATEX 

 

Ano  

de  

coleta 

 

 

Meses 

 

No 

Amostra 

mesal 

 

 

Positivas 

 

 

Negativas 

 

% 

Positividade 

mensal 

2007 Março  10 - 10 0,0 

2007 Abril 28 4 24 16,7 

2007 Maio  19 6 13 46,1 

2007 Junho  39 11 28 39,2 

2007 Julho 33 7 26 26,9 

2007 Agosto 31 6 25 19,3 

2007 Setembro 26 1 25 3,8 

2007 Outubro 29 - 29 0,0 

2007 Novembro 29 - 29 0,0 

2007 Dezembro 31 - 31 0,0 

2008 Janeiro 20 1 19 5,2 

2008 Fevereiro 20 1 19 5,2 

2008 Março 19 1 18 5,5 

 
Total 

  
329 

(100%) 

 
38 

(11,6%) 

 
291 

 (88,4%) 
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O levantamento realizado pela metodologia de aglutinação de látex e confirmado pelo EIE 

identificou uma positividade de rotavírus de 11.6% no estudo global.  Essa incidência viral pode ser 

considerada semelhante quando relacionadas a outros estudos como de Dewey e colaboradores 

(2003) ao fazerem um estudo epidemiológico utilizando teste de  LATEX no período de 1995 a 

1997. O acompanhamento dos rebanhos suínos mostrou que houve índices de positividade para  

rotavírus A de 4.5% a 13.8%. Contudo, números superiores aos encontrados neste estudo já foram 

divulgados. A análise de 162 amostras de fezes de leitões, realizadas em Trinidad, por Kaminjolo & 

Adesiyum, (1994) identificou o rotavírus A em 27.8% das enterites analisadas.   

Para outras espécies também é possível se fazer a determinação da presença do rotavírus por 

LATEX. Al-Yousif et al. (2001) estudaram amostras diarréicas bovinas e encontraram 63% de 

positividade para esse vírus. 

Essas pequenas diferenças de índices de positividade podem ser explicadas por se tratar de 

amostras de geograficamente distantes, vírus circulantes distintos, formas de manejos variadas e de 

kit de análises de distintas marcas. 

 

5.2 Identificação de rotavírus por eletroforese em gel de poliacrilamida  

 

As mesmas 329 amostras de enterites de leitão, coletas de março de 2007 a março de 2008 e 

analisadas por LATEX também foram comparativamente avaliadas por EGPA sendo identificadas 

26 amostras rotavírus positivas (7.9%) (Tabela 3).  
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Tabela 3: Determinação de Rotaviurs por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida EGPA em 
amostras de fezes diarréicas de suínos coletadas em uma granja em Flores da Cunha 
entre março de 2007 a 2008.  

 
 

 
Determinação de rotavírus por EGPA 

 

Ano 

de 

coleta 

 

 

Meses 

 

No 

Amostra 

mesal 

 

 

Positivas 

 

 

Negativas 

 

% 

Positividade 

mensal 

2007 Março 10 - 10 0,0 

2007 Abril 28 2 26 7,6 

2007 Maio 19 6 13 46,1 

2007 Junho 39 6 28 21,4 

2007 Julho 33 8 25 32 

2007 Agosto 31 2 29 6,8 

2007 Setembro 26 - 26 0,0 

2007 Outubro 29 - 29 0,0 

2007 Novembro 29 - 29 0,0 

2007 Dezembro 31 - 31 0,0 

2008 Janeiro 20 1 19 5,2 

2008 Fevereiro 20 - 20 0,0 

2008 Março 19 1 18 5,5 

 
Total 

  
329 

(100%) 
 

 
26  

(7,9%) 

 
303 

(92,1%) 

 
 

 

Os resultados descritos na literatura por Roehe et al. (1989) na região sul do Brasil, 

estudando 231 amostras fecais  de suínos de 1 a 60 dias,  mostraram  uma positividade de 18.6%, 

uma relação duas vezes maior que no presente  estudo, usando como metodologia a técnica de 

EGPA. Calderaro et al. (2001), pesquisaram a freqüência de agentes causadores de enterites em 

leitões lactantes provenientes de 21 sistemas de produção de suínos no estado de São Paulo, Brasil. 
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Este estudo, entre os meses março de 1996 a novembro de 1997, através da técnica de EGPA, 

encontrou uma freqüência para rotavírus 10.9%,  semelhante à encontrada em nosso estudo. 

Em relação ao padrão eletroforético, 100% (26/329) dos rotavírus identificados mostraram 

um único padrão de migração eletroforética semelhante à linhagem SA11 originária de símio 

característico do grupo A (4-2-3-2). (Figura 5). Contudo, não foi possível avaliar se houve distinção 

eletroforética entre os rotavírus de perfil longo. No universo analisado também não se identificou 

casos com múltipla infecção viral. 

A identificação de um único perfil eletroforético não é exclusividade de estudo. Em 

diferentes estados da Nigéria, a avaliação de 113 amostras de fezes em gel de poliacrilamida 

mostrou que os rotavírus A positivos pertencia ao subgrupo1 e 2 e todos possuíam o mesmo padrão 

eletroforético (Pereira et al., 1995). O perfil mais comum descrito na literatura é o longo como 

descrito por alguns autores (Linhares et a.,;2000; Arguelles et al., 2000; Coluchi et al., 2002; 

Ahmed et al., 2006). Em paralelo, para outras espécies, é comum se encontrar variados padrão 

eletroforéticos de rotavírus como foi descrito por Tamehiro et al. (2003) em material fecal de 

frangos de corte. Relatos de investigação epidemiológica conduzidas na região central do Brasil em 

crianças mostram a presença de eletroferótipos longos e curtos sendo os primeiros mais prevalentes 

(91.4%) dos rotavírus (Cardoso et al., 2000). 
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Figura 5: Eletroforese em Gel de poliacrilamida com amostras representativas dos rotavírus em  
                 amostras de fecais de suínos coletadas em uma granja em Flores da Cunha entre março de 

2007 a 2008 . Canaletas  1, 2, 3, 5, 6, 7: negativas para rotavirus; calenaletas 4, 8, 9 e 10: 
rotavírus de perfil longo; caneleta 11 controle positivo (SA11) de perfil longo.    

  

A predominância do perfil longo no plantel analisado, indica a alta incidência do rotavírus 

A. Janke et al. (1990) estudando a incidência de rotavírus usando EGPA, em 90 amostras de leitões,  

encontraram 67.8% de infecções  para rotavírus do grupo A, 10% para o grupo B e 11.1% para o 

grupo C. 

 Pongsuwanna et al. (1996), com 557 amostras de leitões com diarréia na Tailandia por 

EGPA, identificaram 23 amostras de rotavírus do grupo A, uma do grupo B e duas amostras do 

grupo C respectivamente. Outro estudo realizado por Will et al. (1994) descreve que diarréias em 

criações comerciais de suínos sejam atribuídas a 89% ao rotavírus do grupo A.  

 

5.3 Estudo comparativo entre LATEX e EGPA para detecção do rotavírus em suínos 

 

A técnica de EGPA é uma metodologia relativamente simples, com elevada especificidade 

quando comparada com microscopia eletrônica e RT-PCR apresentando duas principais vantagens 

                   1        2       3      4      5        6      7       8       9      10    11 
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que são: a detecção de rotavírus não pertencentes ao grupo A e as múltiplas infecções (Herring et 

al., 1982; Shinozaki et al., 1985; Pacini et al., 1988; Estes, 2001). Outra vantagem desta técnica é a 

possibilidade de classificar as cepas de rotavírus do grupo A em longo, curto e super-curto 

permitindo acompanhar os eletroferótipos circulantes no rebanho. Entretanto, as técnicas de LATEX 

e EIE apresentam uma elevada sensibilidade e especificidade, são amplamente utilizadas nos 

laboratórios de diagnóstico, porque que proporcionam uma rápida detecção dos antígenos rotavírus 

em um reduzido espaço de tempo (Brandt et al., 1987; Smith et al., 1993; Paul et al., 2006).    

Do total de 329 amostras analisadas pelas duas metodologias, 38 amostras foram positivas 

para LATEX e 26 para EGPA conforme mostra a tabela 4. Vinte amostras (6.1%) foram 

indeterminadas para LATEX sendo consideradas neste estudo como sendo negativas com base nos 

resultados confirmados pelo método de EIE. Analisando os dados obtidos pelas duas metodologias 

através do teste estatístico qui-quadrado, verificou-se que o método LATEX apresentou diferença 

significativa em relação ao método PAGE.  

Vinte e três amostras foram positivas para ambos os testes e 288 foram negativas pelas duas 

metodologias. Três amostras foram positivas para EGPA e negativas para LATEX, o que não foi 

detectado pelo kit com a aglutinação por látex. Mas por outro lado, 15 amostras detetadas pelo kit 

não foram diagnosticadas pelo EGPA. Muito possivelmente, trata-se aqui, da baixa sensibilidade do 

método eletroforético onde uma reduzida carga viral poderia passar na EGPA 

Entre as metodologias avaliadas, a técnica de LATEX mostrou ser a mais sensível quando 

comparada a EGPA, apresentado uma identificação  de rotavírus positiva de 11.6% e 7.9%, 

respectivamente.  

Os resultados obtidos corroboram aos dados descritos na literatura por Altindis et al., 

(2004), que ao comparar as técnicas de LATEX e EGPA em amostras fecais humanas obteve 

também uma maior freqüência com a técnica de LATEX obtendo 15.5 % e EGPA 11.8% 

respectivamente. Em outro comparativo realizado por Hammami et al. (1990), analisando 

espécimes diarréicas de bovinos para a pesquisa de rotavírus, obteve um resultado semelhante a este 
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estudo. A identificação de rotavírus foi de 23% em LATEX e 19% em EGPA.  

Os primeiros a descreverem um método de aglutinação em látex para a detecção de rotavírus 

nas fezes foram Sanekata et al. (1981). Desde então foram descritos na literatura diferentes 

procedimentos de detecção de rotavírus pelo método de aglutinação com partículas de látex 

propondo uma nova forma de diagnóstico rápido e sem o uso de equipamento (Morinet et al., 1984; 

Julkunen et al., 1985; Lukowicz et al., 1985; Pai et al., 1985; Miotti et al,. 1986;  Raj et al. 1989). 

 
Tabela 4. Comparação dos resultados obtidos na determinação de rotavírus por aglutinação do látex 

(LATEX) e eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) em amostras de fezes 
diarréicas de suínos 

 

                                             EGPA 

LATEX Positivo Negativo        Total 

Positivo                 23                           15                             38 

Negativo               3                              288                          291 

Total  26       303          329 

 

 

Quando o teste aglutinação com partículas de látex foi comaprado à eletroforese em gel de 

poliacrilamida, o primeiro apresentou uma sensibilidade de 88.4%, especificidade de 95%, valor 

preditivo positivo de 60.5% e um valor preditivo negativo de 99% e uma correlação de 94.5%. O 

teste de kappa foi de 0,69 apresentado uma correlação significativa  entre EGPA e LATEX.  

Situação semelhante foi observada com humanos utilizando a técnica de EGPA como 

referência e o kit de aglutinação em látex Slidex Rotavírus 2® (BioMérieux). Neste caso os autores 

Ferreira et al. (2006) encontraram uma sensibilidade 82.9%, especificidade 98.1%, valor preditivo 

positivo 96.7%, valor preditivo negativo 89.7%, correlação 92%. Outro estudo realizado Paul et al. 

(2006) ao utilizar a técnica de EGPA como padrão e compará-la a um kit de LAT  obteve uma 

sensibilidade de 70.9% e especificidade de 100%.   

Altindis et al. (2004) ao estudar fezes de 135 crianças com diarréia obteve 21 casos rotavírus 

positivo (15.5%) para LATEX e 16 (11.8%) para EGPA, e comparando a eficácia dos testes, obteve 
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uma  sensibilidade 93.7%, especificidade 94.9%, valor preditivo positivo  71.4%, valor preditivo 

negativo  99.1%, correlação 94.8%.  

Chik et al. (1985), compararam o teste de Rotalex® (Orion Diagnostics, Finland), um teste 

comercial de látex para o rotavírus, com a microscopia eletrônica direta e o teste Rotazyme® 

(Abbott Laboratories, USA), um imunoensaio enzimático comercial e concluíram que, o teste de 

Rotalex® teve uma sensibilidade de 81.7%, especificidade de 99.5%, valor preditivo positivo 98% 

e o valor preditivo negativo foi de 84.9% respectivamente quando  comparados com os resultados 

da microscopia eletrônica direta.  

Thomas et al. (1994), usaram 434 amostras para avaliar o kit de aglutinação com partículas 

de látex para detectar o rotavírus denominado (Meritec-Rotavírus ® ). Os resultados do ensaio em 

látex foram comparados com microscopia eletrônica. E, os dados levantados mostraram 91 amostras 

(21%) eram positivas para o rotavírus. A sensibilidade 97%, a especificidade 99%, os valores 

preditivos positivos 97%, e o valor  preditivo negativo foi de 99% . 

Brandt et al. (1987) sugere que a simplicidade e a especificidade elevada e facilidade dos 

testes de LATEX, fazem-se uma ferramenta de grande valor quando se faz necessário uma rápida 

seleção de pacientes sintomáticos. Estes testes exigem poucos minutos em sua execução e 

apresentam resultados vantajosos sobre outras técnicas mais complexas em sua execução, para 

estudos de campo e quando a um pequeno número de amostras a serem testadas.  

Os testes de aglutinação em látex são muito populares em laboratórios clínicos. Estes já 

foram aplicados à detecção de mais de 100 doenças infecciosas diferentes, tendo como exemplos 

recentes: malária, tuberculose, hepatite C e dengue (Molina-Bolivar & Gastisreo-González, 2005).  

Testes diagnósticos com sensibilidade e especificidade abaixo de 50% são considerados 

inadequados, mas se ambas forem 99%, o teste seria considerado modelo (Jeaschlke et al., 1994). 

Sem dúvida, ambos as formas de diagnóstica avaliadas aqui podem atenda os padrões mínimos 

desejáveis para determinação, resguardada as limitações de cada uma delas.  

A metodologia de EGPA é uma técnica de alta especificidade, pois possibilita a além da 
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determinação do rotavírus também a caracterização do vírus circulante. Outra vantagem desta forma 

de diagnóstico é a disponibilidade de se avaliar um grande número de amostras simultaneamente, 

muito útil em casos de surto (Herring et al., 1982; Shinozaki et al., 1985; Pacini et al., 1988). 

Entretanto, essa técnica exige grande demanda de tempo, equipamentos específicos e profissionais 

treinados.  

A maioria dos kits disponíveis no mercado para detecção de rotavírus é projetado 

primeiramente para seres humanos e não uso veterinário (Al- Yousif et al., 2001). Portanto, os 

resultados apresentados neste trabalho indicam a aplicação de LATEX como ferramenta para 

diagnóstico de rotavírus em leitões. Além disso, pode ser utilizado nas próprias fazendas de criação 

de manejo intensivo ou proprietários cooperativados.  

 

 

5.4 Resultados obtidos com a técnica de EIE 

 

O kit RIDASCREEN® Rotavírus foi utilizado neste estudo para confirmação dos resultados 

obtidos com a técnica  de LATEX. Do total analisado por EIE a incidência obtida de espécimes 

rotavírus positiva foi de 41 (19.8.%).  Porém Rácz  et al. (2000) ao utilizar um kit EIE, de outro 

fabricante, encontrou uma positividade de 35.5% das amostras testadas para rotavírus em suíno. 

Altindis et al., (2004), detectaram a presença de rotavírus pela técnica de EIE  em amostras fecais 

humanas obteve também uma  freqüência de  12.5%.  

Em relação ao EGPA a técnica de EIE mostrou ser mais sensível. Este resultado corrobora 

aos dados descritos por Pacini et al. (1988) que  atribui a  um menor limiar de detecção do EIE, para 

o qual uma pequena quantidade de partículas virais já seria suficiente para a formação do sinal de  

reação. Além disso, outros fatores, tais como sucessivas alterações de temperatura durante a 

manipulação das amostras, podem contribuir para o desaparecimento de bandeamento característico 

do EGPA pela perda do dsRNA, mantendo contudo, preservada a proteína viral  VP6, o que 
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possibilita o diagnóstico imunoenzimático  

 

 

5.5 Resultados obtidos da genotipagem viral  

 

 A técnica de RT-PCR tem sido amplamente uilizada para a caracterização de genótipos G e P 

de rotavírus a partir de RNA extraído de fezes ou também de cultivo celular. Essa metodologia 

mostrou possuir alta sensibilidade na detecção de amostras de certos genótipos em relação às 

técnicas convencionais de sorotipagem (Nakagomi et al., 1991).   

  Subseqüente à triagem das 329 amostras feitas pelas técnicas de PAGE e LATEX, 26 foram 

seleciandas para a genotipagem, porém três destas foram insuficientes e não foram genotipagas 

restando 23 amostras. Os resultados obtidos das amostras genotipadas estão apresentados na tabela 

6. 

 
Tabela 5. Número de amostras identificadas com cada genótipo considerados isoladamente, 
  através da técnica de  semi-nested RT-PCR nas amostras de rotavírus identificadas na  
 granja de Flores da Cunha, entre 2007 e 2008. 
 

 

Número total de amostras caracterizadas Genótipo G 

 Único Mistura Total 

G5 2 - 2 

G6 - - - 

G8 - - - 

G10 - - - 

G11 - - - 

GNEG 21 - 23 

 

Dos genótipos encontrados para o gene da proteína VP7 do rotavírus, o único genótipo 

positivo para os primers testados foi o G5 com produto de 742 pb conforme mostrado na figura 6. 
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Figura 6. Análise por eletroforese em gel de agarose 2.5 % com brometo de etídeo, dos produtos 
amplificados por RT-PCR de rotavírus provenientes de amostras fecais suínas para 
determinação dos genotipos G. Canaleta 1: marcador de tamanho molecular  (Invitrogen®, 
EUA); canaleta 8 e 11: Produto consensual para genotipo G5 (742 pb);  canaletas 2, 3, 4, 
5, 6, 7, 9, 10 amostras negativas para os primes estudados. 

 

 

Os resultados obtidos com a genotipagem viral para o gene da proteína VP7 corroboram a os 

achados descritos na literatura. O genótipo G5 de rotavírus é predominantemente em suínos tem 

sido descrito em vários países, tais como, Colômbia (Solarte et al., 1999), Estados Unidos (Rosen et 

al., 1994), Venezuela e Argentina (Ciarlet et al., 1995 citados por Pongsuwaana et al.,1996). No 

Brasil, G5 aparece relacionado a infecções em humanos e suínos, reforçando a hipótese de que o 

reagrupamento genômico interespécies ocorra naturalmente (Gouvea & Brandtly, 1995).  O fato que 

os genótipos G6, G8 ,G10 e G11 descritos para genótipos suínos por Gouvea et al. (1994a)  não 

serem positivos para as amostras estudadas, se deve ao fato até o momento já foi isolado. Isso poderia 

ser explicado pelo isolamento do rebanho que por se tratar de uma granja que produz produtos para 

a exportação segue rígidas exigências de sanidade animal internacionais. 

Já foram isolados 16 genótipos G de humanos e animais, dez destes isolados em humanos 

com predominância de G1-G4, e para suínos os mais comuns isolados foram G3, G4, G5 e G11 

(Estes, 2001, Gulati et al., 2007). Há um número limitado de estudos em relação a prevalência e a 

distribuição dos sorotipos e genótipos de rotavírus suínos, mas já foram isolados os genótipos G1, 

G3, G4, G9, G10 e G11 de amostras fecias suínas.  

O sorotipo G1 que é caracteristicamente humano, apresentando-se amplamente distribuído 

em todo o mundo, mas também já foi descrito em suínos no Brasil (Santos et al., 1999). A mistura 
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G1-G5 foi observada por Santos et al. (1999) em um estudo desenvolvido no Brasil com amostras 

provenientes do Paraná, onde, de 10 amostras analisadas, uma demonstrou o caso de infecção mista 

em suínos, entretanto, não foi possível relacionar o surgimento de banda extra a um padrão 

eletroforético diferente de 4-2-3-2 observado no grupo A de rotavírus.  

O fato de diarréias serem relativamente comuns entre leitões faz com que muitos produtores 

não notifiquem seu aparecimento, a menos que muitos animais venham a óbito, os gastos com 

tratamento veterinário sejam altos ou que o retardo no crescimento do animal seja acentuado 

(Solarte et al., 1999), o que termina por comprometer os estudos relacionados à ecobiologia do 

vírus. 

 

 

5.6 Resultados obtidos do padrão sazonal nesta granja  

 

 

Em geral rotavírus mostram um padrão sazonal de infecção de picos epidêmicos ocorrendo 

nos meses mais frios do ano (Kapikian & Chanock, 1996). Ela ocorre, predominantemente, no 

inverno em regiões de clima temperado e durante todo o ano em áreas de clima tropical (Tiemessen 

et al., 1989; Bresee et al., 1999). No Brasil, as regiões Sudeste, Sul e Centro-Oeste apresentam pico 

predominante nos meses secos, de maio a setembro (Coiro et al., 1985; Gomes  et al., 1991; 

Cardoso et al., 1992; Cardoso et al., 2000; Costa et al.,2004), ao contrário das regiões Norte e 

Nordeste, onde a sazonalidade não é tão marcante e  se mantém em torno de 20% durante todo o 

ano (Linhares et al., 1989; Stewien et al 1991; Pereira et al., 1993).  
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Figura 7: Sazonalidade do rotavírus em amostras de fezes de suínos coletadas um uma granja   
     em Flores da Cunha diagnosticadas por LATEX e EGPA no período de 2007 e  2008. 

 

Os dados obtidos do padrão sazonal nesta granja estão de acordo com os dados descritos na 

literatura, pois o maior pico de incidência do rotavírus ocorreu nos meses mais frios mostrando um 

pico de maior incidência do rotavírus (Kapikian & Chanock, 1996) Figura 7. É importante destacar 

que as gastroenterites estiveram presentes durante todos os meses do ano, mas o agente etiológico 

em questão não foi identificado nos meses de março, setembro, outubro, novembro e dezembro 

testados por duas metodologia tabela 2 e 3. 
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6. CONCLUSÕES 

 

1. A frequencia  de rotavírus na granja estudada, no período de março de 2007 a março de 2008 

foi de 11.6% avaliada pela técnica de aglutinação em látex. 

2. A frequencia  de rotavírus na granja estudada no período de março de 2007 a março de 2008 

foi de 7.9% avaliadas pela metodologia de eletroforese em gel de poliacrilamida. 

3. A metodologia de aglutinação com partículas de látex mostrou ser mais sensível que a de 

eletroforese em gel de poliacrilamida detectando um maior número de amostras rotavírus 

positivas. 

4. A caraterização molecular por RT-PCR das amostras rotavírus positivas selecionadas para 

serem genotipadas  identificaram  apenas o G5 para os primers estudados.  

5. Não foram identificadas amostras com misturas de genótipos ou infecções múltiplas. 

6. Foi possível observar a sazonalidade do rotavírus nesta fazenda com pico de incidência entre 

os meses mais frios do ano.  

7. O kit de aglutinação de látex desenvolvido para fezes humanas mostrou ser de grande 

importância para aplicação de diagnostico de rotavirus em fezes de suínos. 
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