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Deteccao de coronavirus em amostras de fezes diarreicas de
bufalos (Bubalus bubalis) criados no Estado de Sao Paulo!
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ABSTRACT.- Rossi R.S., Gaeta N.C., Gregori F. & Gregory L. 2017. [Detection of coronavirus
in diarrhea samples from water buffaloes (Bubalus bubalis) raised in the State of Sao
Paulo, Brazil.] Deteccdo de coronavirus em amostras de fezes diarreicas de bufalos (Buba-
lus bubalis) criados no Estado de Sao Paulo. Pesquisa Veterindria Brasileira 37(8):802-804.
Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Univer-
sidade de Sao Paulo, Av. Professor Orlando Marques de Paiva 87, Cidade Universitaria, Sdo
Paulo, SP 05508-270, Brazil. E-mail: lgregory@usp.br

Neonatal diarrhea can be a consequence of bacterial, endoparasite and viral infections.
Although virus involved in diarrhea is frequently studied in cattle herds, there is lack of stu-
dies in Brazilian buffalo herds. The aim of this study was evaluate the presence of rotavirus
and coronavirus in diarrhea samples of buffaloes (Bubalus buballis) raised on eight farms
in Pariquera-acgu, Registro, Pirassununga, Dourado, Sdo Jodo da Boa Vista e Congonhas, Sta-
te of Sdo Paulo, Brazil. We collected 40 diarrhea samples from water buffalo calves. While
coronavirus was detected using nested polymerase chain reaction, rotavirus was detected
using Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE) with silver stain. Rotavirus was not de-
tected, while two samples (2/40, 5.0%) were positive for coronavirus. Although we did
not detect rotavirus, a low percentage of coronavirus was observed; possible interference
of these viruses in the development of diarrhea should not be discarded. Considering the
lack of literature about diarrhea in water buffalo calves, particularly the one related with
coronavirus, our results encourage new studies to enhance buffalo health in our country.

INDEX TERMS: Coronavirus, diarrhea, buffaloes, Bubalus bubalis, State of Sdo Paulo, Brazil, virology,

buiatrics.

RESUMO.- A diarreia neonatal pode ser consequéncia de
infec¢bes bacterianas, endoparasitardrias e virais. En-
quanto esses agentes virais sdo extensamente estudados
nos rebanhos bovinos, faltam informacdes sobre a impor-
tancia destes para os rebanhos bubalinos brasileiros. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a presenca de rotavirus
e coronavirus em amostras de fezes diarreicas de bufalos
(Bubalus buballis) criados em oito propriedades localiza-
das em Pariquera-agu, Registro, Pirassununga, Dourado,
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Sdo Joao da Boa Vista e Congonhas, Estado de Sdo Paulo.
Foram coletadas 40 amostras de fezes diarreicas de bezer-
ros bufalos (Bubalus bubalis). A deteccdo de coronavirus
foi realizada pela nested-PCR, enquanto que a deteccdo
de rotavirus foi realizada pela Eletroforese em Gel de Po-
liacrilamida (PAGE) com coloragdo com nitrato de prata.
Enquanto rotavirus ndo foi identificado, duas amostras
(2/40, 5,0%) foram positivas para coronavirus. Embora no
presente trabalho tenha havido baixa detec¢io de corona-
virus e a auséncia de rotavirus nos rebanhos estudados,
a possivel interferéncia desses virus no desenvolvimen-
to dos quadros diarreicos nao deve ser descartada. Con-
siderando o escasso material encontrado na literatura a
respeito da diarreia em bezerros bufalos, principalmente
aquele relativo ao coronavirus, nossos resultados sdo um
incentivo para que novos estudos sejam realizados para
impulsionar o desenvolvimento da bubalinocultura em
nosso pafs.

TERMOS DE INDEXACAO: Coronavirus, bufalos, Bubalus bubalis,
Sdo Paulo, virologia, diarreia, buiatria.
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INTRODUCAO

A produtividade de rebanhos bovinos e bubalinos esta in-
timamente relacionada ao sucesso na criacdo de bezerros.
Dentre as principais causas de insucesso na criacdo buba-
lina e bovina, destaca-se a diarreia neonatal, responsavel
pelas maiores taxas de morbidade e mortalidades nestas
criagdes (Cho & Yoon 2014).

A diarreia neonatal pode ser consequéncia de infec¢des
bacterianas (Escherichia coli enterotoxigénica e Salmonella
spp.); endoparasitararias (Cryptosporidium spp., Eimeria
spp. e Toxocara vitulorum) e virais (rotavirus e coronavi-
rus) (Brandao et al. 2007, Gregory et al. 2014).

Os Rotavirus pertencem a familia Reoviridae e ao géne-
ro Rotavirus (King et al. 2012) e dentre eles, o rotavirus bo-
vino do grupo A (BoRVA) é considerado um dos principais
agentes relacionados a diarreia neonatal bovina (Midgley
et al. 2012). A técnica de gel de poliacrilamida (PAGE) ¢ a
comumente utilizada para a detec¢do destes virus, ja que é
capaz de distinguir segmentos de RNA dupla-fita, compo-
nentes do genoma, pelo tamanho (Coura et al. 2015).

Os coronavirus bovinos (BCoV), por sua vez, perten-
cem a familia Coronaviridae e ao o género Betacoronavirus
(King et al. 2012). E frequentemente relatado como impor-
tante agente responsavel por diarreia em bezerros de até
um més de vida (Stipp et al. 2009), bem como agente de
disenteria de inverno em adultos (Saif 1990, Brandao et al.
2002, Bezerra Jr et al. 2009, Barrera Valle et al. 2014) e in-
feccoes respiratorias.

No Estado de Sao Paulo, Jerez et al. (2002) detectaram
rotavirus em 14% dos bezerros estudados, utilizando PAGE
como técnica diagnoéstica. Utilizando semi nested-PCR
e PAGE, Coura et al. (2015), detectaram coronavirus em
10,9% e rotavirus em 49,2% dos animais, respectivamente,
com o rotavirus sendo Unico agente viral associado a diar-
reia dos bezerros estudados.

Enquanto esses agentes virais sdao extensamente estu-
dados nos rebanhos bovinos, faltam informagdes sobre a
importancia destes para os rebanhos bubalinos brasilei-
ros. Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
presenca de rotavirus e coronavirus em amostras de fezes
diarreicas de bufalos (Bubalus buballis) criados no Estado
de S3do Paulo, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras. Foram coletadas 40 amostras de fezes diarreicas
de bezerros bufalos (Bubalus bubalis), criados em oito proprieda-
des localizadas nos municipios de Pariquera-acu, Registro, Piras-
sununga, Dourado, Sdo Jodo da Boa Vista e Congonhas, localizadas
no estado de Sao Paulo, Brasil, com idade maxima de seis meses,
através de massagem na ampola retal, acondicionadas em sacos
plasticos devidamente identificados e refrigerados. Todos os ani-
mais com diarreia eram identificados e as amostras coletadas. No
laboratério, cinco gramas de cada amostra foram acondicionadas
em tubos plasticos e armazenadas a -80°C, para detecc¢do de coro-
navirus e rotavirus.

Deteccdo de coronavirus. As amostras foram preparadas
como suspensdes a 50% (v/v) em agua ultra-pura previamente
tratada com dietilpirocarbonato a 0,1% e centrifugadas a 12.000g
por 15 minutos a 4°C. Extraiu-se o RNA total do sobrenadante com
o reagente TRIzol (Invitrogen®) e o cDNA foi sintetizado usando-

-se primers randémicos (Invitrogen®) e transcriptase reversa M-
-MLV (Invitrogen®), todos de acordo com o protocolo fornecido
pelo fabricante. Para a primeira amplificagdo por PCR, os primers
4bm e 2Bp foram utilizados para a detec¢do de um segmento do
gene pol, com 251pb (Stephensen et al. 1999). A segunda ampli-
ficacdo (nested-PCR) foi realizada com os primers CV2U e CV2L,
os quais amplificam um segmento gendmico interno ao segmen-
to amplificado pelos primers 4Bm e 2Bp, gerando um produto
de 136 pb, direcionado para os Betacoronavirus (Brandao et al.
2005), visualizado através de gel de agarose a 1,5% (p/v) corado
com brometo de etideo a 0,5ug/mL.

Deteccdo de rotavirus. O estudo do rotavirus foi realizado
por meio da técnica de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida
(PAGE) e posterior coloragdo com nitrato de prata, como descrito
por Herring et al. (1982).

RESULTADOS

Osresultados obtidos com o teste de eletroforese de RNA de
rotavirus em gel de poliacrilamida para identificacdo de ro-
tavirus nas fezes ndo revelaram amostras positivas. Quanto
ao diagndstico de coronavirus, duas amostras (2/40, 5,0%)
resultaram positivas, apresentando bandas compativeis
tanto pela PCR e nested-PCR, sendo uma do municipio de
Pariuera-Agu e a outra de S3o Jodo da Boa Vista.

DISCUSSAO

No presente trabalho, ndo foram detectados animais posi-
tivos para rotavirus. Este resultado estd em concordancia
com a descricao feita por Ribeiro et al. (2000), os quais ndo
observaram amostras positivas utilizando a técnica PAGE
em bufalos criados no Vale do Ribeira, Estado de Sdo Paulo.
Estudando a mesma regido que Ribeiro et al. (2000), Racz
et al. (1992), identificaram rotavirus como agente causal
em apenas 0,08% bezerros bufalos examinados. Por outro
lado, o rotavirus é uma das principais causas de diarreia
em bufalos em outros paises como a India (Nataraju et al.
2009, Niture et al. 2011, Mondal et al. 2013). Segundo Ri-
beiro et al. (2000) alguns fatores como manejo, idade dos
animais e estacdo do ano podem ser responsaveis pela bai-
xa ocorréncia de rotavirus nos rebanhos, o que explicaria a
discrepancia entre os resultados do presente trabalho e os
relatados na literatura.

O presente trabalho é o primeiro no Brasil a pesquisar a
presenca de coronavirus em bufalos com diarreia. A falta de
dados impede a comparacdo com outros trabalhos na area.
Entretanto, na criacdo bovina brasileira, Jerez et al. (2002)
e Brandao et al. (2007), no estado de Sao Paulo; Ferreira et
al. (2009) e Coura et al. (2015), em Minas Gerais, relataram
39%, 22%, 8% e 67% de positividade, respectivamente,
em bezerros, evidenciando a importancia deste virus nos
casos de diarreia bovina no pais. A coronavirose associada
a diarreia de bovinos também teve sua importancia descri-
ta em outros paises, como Italia (Decaro et al. 2010), India
(Rai etal. 2011, Dash et al. 2012), Iraque (Al-Robaiee & Al-
-Farwachi 2013) e Argélia (Ammar et al. 2014).

CONCLUSOES

Embora no presente trabalho tenha havido baixa detec-
¢do de coronavirus e a auséncia de rotavirus nos rebanhos
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estudados, a possivel interferéncia desses virus no desen-
volvimento dos quadros diarreicos ndo deve ser descarta-
da.

Considerando o escasso material encontrado na litera-
tura a respeito da diarreia em bezerros bufalos, principal-
mente aquele relativo ao coronavirus, nossos resultados
sdo um incentivo para que novos estudos sejam realizados
para impulsionar o desenvolvimento da bubalinocultura
em nosso pafs.
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