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RESUMO

Os Picobirnavirus (PBV) constituem um grupo de virus emergentes
pertencente a familia Picobirnaviridae. Sao virus de genoma de RNA fita dupla
bissegmentado (dsRNA), envolto por capsideo icosaédrico e ndo-envelopado. O PBV
pode infectar diversas espécies hospedeiras, incluindo humanos e outros mamiferos
marinhos e terrestres, aves e répteis. Diversos estudos moleculares tém sugerido a
transmissao interespécie do PBV, devido a alta identidade observada entre estirpes
virais de diferentes espécies hospedeiras, destacando o possivel potencial zoondtico
do PBV entre suinos e humanos. Contudo, a maioria dos estudos comparou
sequéncias de PBV obtidas de suinos e humanos sem nenhuma relagcao
epidemioldgica entre eles. Este estudo propde a investigacdo de ocorréncia e
caracterizagcao molecular de PBV a partir de amostras fecais de suinos de cinco
granjas comerciais, bem como dos humanos contactantes com os animais das
respectivas granjas. Foram analisadas 197 amostras de fezes de suinos, de diferentes
idades e categorias, e 12 amostras de fezes de humanos. O PBV foi detectado em
28,4% (56/197) e 41,6% (5/12) pela EGPA e 42,6% (84/197) e 16,7% (2/12) pela RT-
PCR em suinos e humanos, respectivamente. A frequéncia de deteccao do PBV por
EGPA foi significativa em matrizes em lactagdo em comparagao aos leitdes e fémeas
gestantes. Os produtos amplificados baseados na sequéncia parcial do gene RdRp
foram em sua maioria caracterizados como genogrupo | do PBV (PBV-Gl), sendo uma
amostra de humano e uma amostra de suino positivas para o genogrupo Il (PBV-GlII).
Devido a baixa qualidade das sequéncias, ndo foi possivel realizar a caracterizacao
molecular entre isolados de PBV humano e suinos relacionados (contactantes entre
si). Porém, a analise filogenética da sequéncia parcial de PBV-GIl humano obtido
neste estudo, demonstrou 100% de identidade aminoacidica com PBV de espécies
heterdlogas (suinos e macaco rhesus) e de localidades distintas. Este € o primeiro
estudo a propor uma analise comparativa entre espécies contactantes entre si no
mesmo espacgo de tempo/local. A alta frequéncia de detec¢ao encontrada reforca a
necessidade de continuidade dos estudos que avaliem a patogénese do PBV e
elucidar o papel desses virus em populacdes expostas a infecgao.

Palavras-chave: Picobirnavirus, humano, suino, genogrupo I, genogrupo Il.



ABSTRACT

Picobirnavirus (PBV) is a group of emerging viruses belonging to the
Picobirnaviridae family. They are bisegmented double-stranded RNA genome virus
(dsRNA), encased in an icosahedral and non-enveloped capsid. PBV can infect a
variety of host species, including humans and other marine and terrestrial mammals,
birds and reptiles. Several molecular studies have suggested interspecies
transmission of PBV, due to the high identity observed between viral strains of different
host species, highlighting the possible zoonotic potential of PBV between pigs and
humans. However, most studies have compared PBV sequences obtained in swine
and human hosts, with no epidemiological relationship between them. This study
proposed the investigation of the occurrence and molecular characterization of PBV
from fecal samples of pigs from five commercial farms, and the pig farms workers
contactants of the respective farms. A total of 197 swine stool samples of different ages
and categories and 12 stool samples from contacting humans were analyzed. PBV
was detected in 28.4% (56/197) and 41.6% (5/12) by PAGE and 42.6% (84/197) and
16.7% (2/12) by RT-PCR in pigs and humans, respectively. The frequency of PBV
detection by PAGE was significant in lactating sows compared to piglets and pregnant
females. Amplified products based on the partial sequence of the RdRp gene were
mostly characterized as PBV genogroup | (PBV-Gl), being one human and one swine
sample positive to genogroup Il (PBV-Gll). Due to the low quality of the sequences, it
was not possible to perform molecular characterization between human and porcine
(contacting each other) PBV isolates. However, the phylogenetic analysis of the partial
sequence of human PBV-GII obtained in this study demonstrated 100% amino acid
identity with PBV from heterologous species (swine and rhesus macaque) from
different localities. This is the first study to propose a comparative analysis between
contacting species in the same time / place. The high frequency of detection found
reinforces the need for further studies to evaluate the pathogenesis of PBV and to
elucidate the role of these viruses in populations exposed to infection.

Keywords: Picobirnavirus, human, swine, genogroup |, genogroup II.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO DE LITERATURA

FIGURA 1 -
FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURAS -

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO VIRION DE PBV.........c.cccocuvuee.. 19
PERFIS ELETROFORETICOS DE PBV DETECTADOS EM AMOSTRAS
FECAIS DE BEZERROS POR ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA CORADO COM NITRATO DE PRATA. CANALETAS 1 E 4:
PADRAO DE MIGRAGAO DO ROTAVIRUS BOVINO ESPECIE A.
CANALETAS 2, 5 E 6: AMOSTRAS NEGATIVAS. CANALETA 3: PBV LARGE
PROFILE. CANALETA 7: PBV SMALL PROFILE. .......cccciiiiiiiiiiiee 20
REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ORGANIZAGAO DO GENOMA DE
PBV, BASEADO NA SEQUENCIA COMPLETA DE PBV EM HOSPEDEIRO
HUMANO . ... enree e 21
REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA DETECCAO DE PBV EM
DIFERENTES ESPECIES HOSPEDEIRAS E EM AMOSTRAS AMBIENTAIS.

DISTRIBUIGAO MUNDIAL DO PBV. OS PAISES QUE TEM RELATOS DE
PBV ESTAO INDICADOS NA COR VERMELHA. ........ccccoeiiiiiiiieieieiennn, 23



CAPITULO 1

FIGURA 1 -

FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA (EGPA) SEGUIDA PELA
COLORACAO POR NITRATO DE PRATA. CANALETA 01: AMOSTRA
POSITIVA DE PBV HUMANO LARGE PROFILE; CANALETAS 02 A 05:
AMOSTRAS PBV POSITIVAS PARA PBV SUINO LARGE PROFILE;
CANALETAS 06 E 07: AMOSTRAS PBV NEGATIVAS; CANALETA 08: PERFIL
ELETROFORETICO DE ROTAVIRUS A BOVINO (CONTROLE POSITIVO DE
EXTRAGAO E EGPA) E CANALETA 09: CONTROLE NEGATIVO. ............. 47

A) RT-PCR PARA AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DE 201PB DO GENE
RDRP DO PBV-GI. CANALETA 01: PADRAO DE TAMANHO MOLECULAR
DE 1KB; CANALETAS 02, 04, 05, 07, 09, 10, 11, 12 E 13: AMOSTRAS PBV-
Gl DE SUINO POSITIVAS; CANALETAS 03, 06 E 08: AMOSTRAS PBV-GI
NEGATIVAS; CANALETA 13: CONTROLE NEGATIVO. B) RT-PCR PARA
AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO DE 369PB DO GENE RDRP DO PBV-GlI.
CANALETA 01: CONTROLE NEGATIVO; CANALETAS 02 E 03: AMOSTRA
PBV-GIl DE HUMANO POSITIVA; CANALETA 04: PADRAO DE TAMANHO
MOLECULAR DE TKB. ..ot 47

RELACAO FILOGENETICA ENTRE VARIANTES GENOMICAS DE PBV-Gl,
PBV-GII E PBV-GIII, BASEADAS EM 356 NUCLEOTIDEOS DO GENE RDRP
(SEGMENTO 2). A SEQUENCIA OBTIDA NESTE ESTUDO ESTA INDICADA
PELO SIMBOLO e. A ARVORE FILOGENETICA FOI CONSTRUIDA
UTILIZANDO O METODO MAXIMUM LIKELIHOOD, E O MODELO
EVOLUTIVO TAMURA 3 PARAMETROS COM 1000 REPETICOES DE
BOOTSTRAP. OS VALORES DE BOOTSTRAP SAO INDICADOS PROXIMOS
AOS NOS. AS BARRAS REPRESENTAM UNIDADES DE SUBSTITUICAO
POR NUCLEOTIDEO. ......oovieieeicteeeeeeeeeeeeeeeeee e, 50



LISTA DE TABELAS

REVISAO DE LITERATURA

TABELA 1 - ESTUDOS DE DETECCAO DE PBV EM HUMANOS, DE ACORDO COM A

LOCALIDADE, METODO DIAGNOSTICO E GENOGRUPO...........ccooovrvrrnnns 28
TABELA 2 - ESTUDOS DE DETECGAO DE PBV EM SUINOS, DE ACORDO COM A

LOCALIDADE, METODO DIAGNOSTICO E GENOGRUPO...........ccooomrrrrnnns 29
CAPITULO 1

TABELA 1 - DISTRIBUICAO DE AMOSTRAS DE ACORDO COM A PROPRIEDADE,

CATEGORIA E CONDIGAO FISIOLOGICA DOS ANIMAIS ........cccoveeveann 44
TABELA 2 — DISTRIBUICAO DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA PBV SUINO DE ACORDO
COM A GRANJA E A TECNICA DIAGNOSTICA UTILIZADA. ........cccoo....... 48

TABELA 3 - DISTRIBUICAO DE POSITIVIDADE PARA O PBV POR CATEGORIA ANIMAL,
DE ACORDO COM A TECNICA UTILIZADA. ........c.cooveveeeieeeieieieieeeeeeseeenas 48



LISTA DE ABREVIATURAS

CAAE - Certificado de Apresentagdo para Apreciagao Etica

cDNA - DNA complementar

CEUA - Comissao de ética no uso de animais

dNTP - Desoxirribonucleotideos trifosfatados

dsRNA - RNA de dupla fita (Double stranded RNA)

DEPC - Dietilpirocarbonato

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EGPA - Eletroforese em gel de poliacrilamida

Gl - Genogrupo |

GlI - Genogrupo Il

GVHD - Doencga do enxerto contra hospedeiro (Graft-versus-host disease)
HCI — Acido cloridrico

HIV - Virus da imunodeficiéncia humana (Human immunodeficiency virus)
ICTV - Comité Internacional de Taxonomia dos Virus (International Committee of
Taxonomy of Virus)

Kb - kilobase

L - Litro

mL — Mililitro

mM - Milimolar

NGS — Sequenciamento de nova geracao (Next generation Sequencing)
nm - Nanémetro

OREF - Fase de leitura aberta (Open reading frame)

pb - Pares de bases

PBYV - Picobirnavirus

PCR - Reagao em cadeia pela polimerase (Polymerase chain reaction)
pH - Potencial hidrogenidnico

pmol - Picomol

RdRp - RNA polimerase dependente de RNA (RNA-dependent RNA polymerase)
RNA - Acido ribonucleico (Ribonucleic acid)

rpm - Rotagao por minuto

RT - Transcrigao reversa (Reverse transcription)

RVA — Rotavirus A



SDS - Sédio dodecil sulfato

TBE - Tris, acido Borico e acido etilenodiamino tetra-acético.
Mg - Micrograma

ML - Microlitro

UV - Radiacgao ultravioleta



SUMARIO

1 (191 oo [T Texr= To T = - | 18
2 Revisao de literatura.............ceeeeeeemmemmmmmmmiiieeeeeer e 19
2.1 PBV em humanos € SUINOS ......cooeuiiiiiiieii e 27
2.1.1 PBV € transmiSSA0 INTErESPECIE .......cccuvevveecieeiiectiece ettt 30

REFERENCIAS — REVISAO DE LITERATURA ......coooiiieieeeeeeeeeeeeeeeen, 32
B © 1= N | I 0 40
3.1 OBUJETIVOS GERAIS ... 40
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS........oooiiiieeeieeeeeeeeeeeee et 40

4 CAPITULO 1 — DETECGAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE
PICOBIRNAVIRUS EM FEZES DE SUINOS E HUMANOS CONTACTANTES EM

GRANJAS SUINICOLAS DA REGIAO OESTE DO PARANA..........ccccoemvrecenennnes 41
4.1 INTRODUGAO........cooiiiieeeieeeeeeee ettt 42
4.2 MATERIAL E METODOS ...cooooiiciciceeeieieietcie et 43
4.3 RESULTADOS ... e 46
A4 DISCUSSAO ...ttt 51
4.5 CONCLUSAO .....oouieeeeeeeeeeeeeee et 55

REFERENCIAS — CAPITULO ..ottt 57
I oT o] \[oF M UECY. Yo X e .Y IRV 62

REFERENCIAS ......cuceieerercccrestseesesesesseesesesesasss s e sssasassssesssassssssssssssssnssses 63

LAY Y 2 = N[ 0] [0 =5 O 73



18

1 INTRODUGAO GERAL

O Picobirnavirus (PBV) é considerado um virus emergente, de genoma RNA
cadeia dupla (dsRNA), ndo-envelopado e de capsideo icosaédrico. Sua nomenclatura
refere-se as caracteristicas estruturais, sendo “pico” relacionado ao pequeno tamanho
do virion (35-40nm de didmetro) e “birna” pelo genoma RNA bissegmentado do
genoma viral (PEREIRA et al., 1988). Constitui o unico género pertencente a familia
Picobirnaviridae, possuindo duas espécies reconhecidas pelo Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus (ICTV): Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus (DELMAS
et al.,, 2019).

E um virus considerado oportunista, sendo amplamente descrito em pacientes
imunocomprometidos, como aqueles submetidos a tratamento imunossupressor
prolongado e em humanos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(CUNLIFFE et al., 1996; GIORDANO et al., 1998; GIORDANO et al., 1999). Em
animais, esta relagdo também ja foi observada, como nos suinos em periodos de
maior estresse fisiologico e em animais silvestres mantidos em cativeiro (HAGA et
al.,1999; FREGOLENTE et al., 2009; MARTINEZ et al., 2010; MASACHESSI et al.,
2012).

Analises filogenéticas das estirpes de PBV demonstram que a infec¢gdo néo
esta restrita a um hospedeiro e nem a uma localidade, infectando uma ampla
variedade de espécies em todo o mundo (GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA,
2014; WOO et al., 2016; DURAISAMY et al., 2018; MALIK et al., 2018). Alguns estudos
de caracterizagdo molecular tém sugerido a possibilidade de transmissao
interespécie, com destaque para o potencial zoonético do PBV entre suinos e seres
humanos. No entanto, a maioria dos estudos comparou sequéncias de PBV obtidas
de suinos e de humanos sem qualquer relagdo epidemiologica entre eles (BANYAI et
al., 2008; GANESH et al., 2010; GIORDANO et al., 2011).

Diante do exposto, o objetivo deste estudo é investigar a ocorréncia do PBV
em hospedeiros suinos e humanos contactantes e realizar a caracterizagdo molecular

e analise filogenética destes achados.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

Picobirnavirus (PBV) constitui o unico género pertencente a familia
Picobirnaviridae, e possui duas espécies reconhecidas pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV): Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus. A
nomenclatura esta relacionada a sua estrutura: onde o prefixo “pico” faz referéncia ao
pequeno tamanho (33-37nm de diametro), “b” por se tratar de um genoma
bissegmentado e “RNA” caracterizando a natureza do genoma viral (DELMAS et al.,
2019).

Os PBVs sao virus nao-envelopados e de capsideo icosaédrico, que protege
os dois segmentos gendmicos de RNA de cadeia dupla (dsRNA) — segmentos 1 e 2
(FIGURA 1). O segmento 1 (segmento maior), possui tamanho entre 2,2 a 2,7kb, e o
segmento 2 (segmento menor), com tamanho variando de 1,2 a 1,9kb (MALIK et al.,
2014). O tamanho dos segmentos é estimado com base no perfil de migragao
eletroforética em gel de poliacrilamida do genoma segmentado de uma estirpe padréo
de rotavirus bovino (11 segmentos) (NATES, GATTI e LUDERT, 2011).

FONTE: Viral Zone (2017)".

Considerando a variagdo dos tamanhos dos dois segmentos gendmicos e o
perfil de migragdo em eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), o PBV pode ser
classificado em dois padrdes eletroforéticos: Perfil small e Perfil large (FIGURA 2). No
perfil large, os tamanhos estimados do maior e menor segmento correspondem a
2,7kb e 1,9 kb, respectivamente. Considerando o perfil small, o segmento 1 tem 2,2
kb e o segmento 2 tem 1,2 kb, aproximadamente (MALIK et al., 2014).

A proteina de capsideo e a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) do

PBV séo codificadas pelo segmento genémico 1 e 2, respectivamente. Com base na
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variabilidade genética da RdRp, os PBVs sao classificados em dois genogrupos:
Genogrupo | (Gl) e 1l (Gll) (ROSEN et al., 2000; BANYAI et al., 2003). A partir de um
estudo de viroma, uma estirpe de PBV humano encontrado demonstrou baixa
identidade de aminoacidos do gene que codifica a RdRp, quando comparado aos ja
conhecidos Gl e Gll, sendo sugerida a incorporagao do PBV genogrupo Il (GllIl)
(SMITS et al., 2014).

FIGURA 2 - PERFIS ELETROFORETICOS DE PBV DETECTADOS
EM AMOSTRAS FECAIS DE BEZERROS POR ELETROFORESE
EM GEL DE POLIACRILAMIDA CORADO COM NITRATO DE
PRATA. CANALETAS 1 E 4: PADRAO DE MIGRAGAO DO
ROTAVIRUS BOVINO ESPECIE A. CANALETAS 2, 5E 6:
AMOSTRAS NEGATIVAS. CANALETA 3: PBV LARGE PROFILE.
CANALETA 7: PBV SMALL PROFILE.

FONTE: Takiuchi et al. (2016).

A organizagédo do genoma do PBV (FIGURA 3), baseia-se no primeiro
sequenciamento completo dos dois segmentos (numeros de acesso GenBank
NC_007026.1 e NC_007027.1) que foi realizado a partir de uma amostra proveniente
de uma crianga com gastroenterite aguda na Tailandia (WAKUDA, PONGSUWANNA
e TANIGUCHI, 2005). O segmento 1 codifica trés janelas de leitura aberta (ORFs): A
ORF1, de 39 aminoacidos, de funcdo nao elucidada; a ORF2, que codifica uma
proteina hidrofilica de funcdo desconhecida, com 224 aminoacidos e a ORF3, que

codifica uma proteina de capsideo, com 552 aminoacidos. O segmento 2, possui uma
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ORF de 534 aminoacidos e codifica a RdRp (WAKUDA, PONGSUWANNA e
TANIGUCHI, 2005; GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014; DELMAS et al.,
2019).

FIGURA 3 - REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA ORGANIZACAO DO GENOMA DE PBYV,
BASEADO NA SEQUENCIA COMPLETA DE PBV EM HOSPEDEIRO HUMANO.
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FONTE: Delmas et al. (2019).

Analises de sequéncias completas e parciais dos segmentos gendmicos 1 e
2, revelaram alta diversidade genética entre as estirpess de PBV nas diferentes
espécies hospedeiras e até mesmo entre elas (GALLAGHER et al.,, 2017). A
identidade entre os PBV Gl e Gll € de aproximadamente 40% para nucleotideos e
20% para aminoacidos, sendo ainda desconhecida a relevancia clinica e biologica
entre os genogrupos. A variabilidade de nucleotideos e aminoacidos € alta, mesmo
dentro de um mesmo genogrupo, o que evidencia a alta variabilidade do virus (ROSEN
et al., 2000; BANYAI et al., 2003; MARTINEZ et al., 2003; BHATTACHARYA et al.,
2006; GANESH et al., 2010).

A nomenclatura para a caracterizagcao dos isolados de PBV foi proposta por
Fregolente e Gatti (2009), com a especificagcdo do hospedeiro, pais de origem
(abreviado em trés letras), identificacdo da amostra e ano de identificacado; todas as
informagdes separadas por barras. Quando for possivel a determinagcdo do
genogrupo, este deve ser especificado primeiramente. O exemplo
GI/PBV/human/CHN/1-CHN97/1997 faz referéncia a amostra 1-CHN97, isolada de um
ser humano na China em 1997 e caracterizada como PBV-GI.

O PBYV foi descrito pela primeira vez no Brasil em 1988, sendo detectado
ocasionalmente em fezes humanas, em uma investigagcado de rotavirus em criangas
pela técnica EGPA, na qual observou-se o genoma bissegmentado do virus
(PEREIRA et al., 1988). Desde entdo, o PBV tem sido detectado em fezes e excregdes

respiratorias de humanos e de outras espécies animais, além de aguas residuais em
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diferentes localizagdes geograficas no mundo. A representagdo esquematica da
deteccao de PBV em diversas espécies animais e amostras ambientais, até o ano de
2014, é mostrado na FIGURA 4. Além dos ilustrados, foi reportada ainda a presenca
do PBV em outros hospedeiros, entre eles o orangotango, ema, lobo, cervideos,
dromedarios, marmota-himalaia e deménio da Tasmania (MASACHESSI et al., 2012;
CONCEICAO-NETO et al., 2016; GALLAGHER et al., 2017; LUO et al., 2018; CHONG
et al., 2019; KUHAR e JAMNIKAR-CIGLENEKI, 2019).

FIGURA 4 - REPRESENTAQAO ESQUEMATICA DA DETECCAO DE PBV EM DIFERENTES
ESPECIES HOSPEDEIRAS E EM AMOSTRAS AMBIENTAIS.
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FONTE: Adaptado de Ganesh, Masachessi e Mladenova, (2014).

A distribuicdo do PBV € mundial, tendo sido relatado em diversos paises:
Alemanha, Argentina, Australia, Bélgica, Brasil, China, Espanha, Estados Unidos da
América, Gra-Bretanha, Holanda, Hungria, india, Irlanda, Italia, Russia, Sul da Asia,
Tailandia, Uruguai e Venezuela (GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014),
além de Franca (DACHEUX et al., 2014), Emirados Arabes Unidos (WOO et al., 2014)
e Sao Cristovao e Nevis (NAVARRO et al., 2017). O mapa que representa a
distribuicao mundial do PBV esta ilustrado na FIGURA 5.
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FIGURA 5 - DISTRIBUIGAO MUNDIAL DO PBV. OS PAISES QUE TEM RELATOS DE PBV ESTAO
INDICADOS NA COR VERMELHA.

C .

FONTE: Adaptado de Malik et al. (2014).

Dados publicados sobre a frequéncia do PBV sao bastante diversificados
entre as espécies, variando de 13% em humanos (GALLIMORE et al., 1995) e 8,3%
em bovinos (TAKIUCHI et al., 2016) por EGPA, e 49,4% em frangos (RIBEIRO SILVA
et al., 2014), 62% em ovinos (KUNZ et al., 2018), 65% em suinos (BANYAI et al.,
2008), 45% em emas, além de 33% em efluentes de aguas residuais, por RT-PCR.
As frequéncias de ocorréncia do PBV s&o variaveis, estando relacionadas
principalmente a espécie analisada, a técnica utilizada, o local e periodo de estudo, o
tamanho da amostragem e as condigdes do hospedeiro, como o estado fisiolégico e
a imunidade (NATES, GATTI e LUDERT, 2011).

Quanto aos dois genogrupos, observa-se uma maior frequéncia de ocorréncia
de PBV Gl em relagdo ao Gll (MALIK et al., 2014). Isto pode ser atribuido a maior
variabilidade genética deste ultimo genogrupo, sendo esta heterogeneidade
responsavel pela menor complementariedade dos primers utilizados, comprometendo
o anelamento e dificultando a detecgdo deste genogrupo. Contudo, ndo se pode
excluir a possibilidade de haver uma menor circulagdo do PBV GIl com relagcéo ao Gl
(GANESH et al., 2012; NAVARRO et al., 2018).

Na China, Chen et al. (2014), compararam os achados para ambos
genogrupos, demonstrando frequéncias que variaram de 84,6% de detecc¢ao do Gl e
38,5% de Gll em suinos, enquanto Leeuwen et al. (2010) encontraram 20% de PBV
Gl e 1% de PBV GIll em humanos, evidenciando esta superioridade. Em analises

metagendmicas observa-se esta mesma tendéncia de distribuicdo de ocorréncia em
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diferentes espécies, como furdes, raposas e ledes marinhos (LI et al.,, 2011;
BODEWES et al., 2013; SMITS et al., 2013). Em contrapartida, Woo et al. (2014),
encontraram alto numero de contigs para ambos 0s genogrupos em dromedarios.
Estes resultados demonstram a necessidade da continuidade nos estudos de PBV
para ambos os genogrupos em diferentes espécies para elucidar os aspectos ainda
desconhecidos.

A maioria das sequéncias de PBV Gll depositadas mundialmente no GenBank
correspondem aos virus detectados em suinos e humanos, havendo ainda muitas
sequéncias depositadas nao relacionadas a estudos publicados.

No Brasil os estudos de PBV Gl prevalecem, havendo poucos resultados
sobre a ocorréncia de PBV GIl em qualquer espécie. Entre estes estudos, Fregolente
et al. (2009) testaram amostras de ratos, caes e cobras, e Navarro et al. (2018),
investigaram a presenga do PBV em bovinos, sendo detectado apenas o PBV Gl em
ambos os estudos. Recentemente, Lima et al. (2019), realizaram um estudo de viroma
a partir fezes de frangos de corte, sendo encontrado PBV Gl e Il, caracterizando o
primeiro achado de PBV Gll no pais.

A patogenia do PBV ainda n&o foi elucidada (LEEUWEN et al., 2010). Alguns
estudos relacionam a infecgdo pelo PBV a sinais clinicos de gastroenterite, sendo
detectado em fezes diarreicas humanas e de diferentes espécies animais (CASCIO et
al., 1996; BHATTACHARYA et al., 2006; MONDAL et al., 2014; SMITS et al., 2014).
Em contrapartida, considerando os animais de exploragao econémica, a presenga do
PBV também ja foi relatada em fezes nao-diarreicas de bovinos (TAKIUCHI et al.,
2016), ovinos (KUNZ et al., 2018), caprinos (MALIK et al., 2018), aves (RIBEIRO
SILVA et al., 2014) e suinos (WILBURN et al., 2017).

Desde sua descoberta em 1988, o PBV era considerado um virus
essencialmente entérico, por sua detecgao nas fezes (PEREIRA et al., 1988). Porém,
em 2011, foi relatada a presenca do virus em swabs nasais de suinos na China
(SMITS et al., 2011), e posteriormente, em lavados traqueais de humanos. Entretanto,
devido a auséncia de sinais clinicos respiratérios, a participacdo deste virus como
patdgeno respiratério primario nao foi elucidada (SMITS et al., 2012).

A possivel natureza oportunista do PBV também tem sido investigada, sendo
amplamente descrito em pacientes imunocomprometidos (GANESH et al., 2010). Em
humanos, o PBV foi encontrado em pacientes submetidos a tratamento

imunossupressor prolongado e em humanos infectados pelo virus da imunodeficiéncia
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humana (HIV) (CUNLIFFE et al., 1996; GIORDANO et al., 1998; GIORDANO et al.,
1999).

Em animais silvestres, a excrecdao de PBV foi relatada nos individuos
mantidos em cativeiro, sugerindo que o estresse do isolamento constitui um fator
predisponente para a imunossupressao, infecgao e replicagao viral (HAGA et al.,1999;
FREGOLENTE et al., 2009; MASACHESSI et al., 2012).

A relagao imunossupressao e PBV também ja foi observada em suinos, em que
amaior excregao viral foi evidenciada nos periodos de maior estresse fisiolégico, como
final de gestagdo e no periodo de lactagdo das matrizes (MARTINEZ et al., 2010;
CHEN et al., 2014).

O PBV tem sido identificado associado a outros patdgenos ja conhecidos
como causadores de diarreia em humanos e animais, como o rotavirus (ALFIERI et
al., 1994; BHATTACHARYA et al., 2006; GIORDANO et al., 2008), astrovirus,
Salmonella (BHATTACHARYA et al., 2006), calicivirus (BANYAI et al., 2003) e
Escherichia coli (BARRETO et al., 2006), reforcando a hipétese de que ele atue como
um agente secundario e oportunista (NATES, GATTI e LUDERT, 2011).

O PBYV foi encontrado em fezes de pacientes submetidos a transplante renal
tratados com imunossupressores (VALLE et al., 2001). Recentemente, Legoff et al.
(2017) realizaram o viroma de pacientes transplantados, havendo uma elevada taxa
de deteccgao do PBV, correlacionando-o a casos de diarreia severa na ocorréncia da
doenga do enxerto contra o hospedeiro (GVHD). Este resultado sugere que o PBV
poderia desempenhar papel importante como biomarcador, na GVHD ou em outras
doengas.

Estudos longitudinais sugerem que o PBV causa infecgbes prolongadas e
intermitentes no hospedeiro, desde suas primeiras semanas de vida até a fase adulta,
intercalando periodos de auséncia e de alta e baixa excregdo, podendo ser
sintomatica ou ndao (MARTINEZ et al., 2010; MASACHESSI et al., 2015). As analises
das sequéncias nucleotidicas demonstraram que o virus pode manter-se com ou sem
mutagdes, indicando persisténcia do mesmo virus no hospedeiro ou possiveis
reinfeccdbes com outras estirpess semelhantes. Estes dados demonstram que os
animais podem permanecer assintomaticos durante toda a vida e atuar como
reservatorios e disseminadores do virus (MASACHESSI et al., 2012; WOO et al.,
2016).

Recentemente, novos dados propuseram uma nova hipoétese, que confronta
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os conhecimentos sobre a patogenia do PBV até o momento. Em uma analise
comparativa do genoma do PBV, identificou-se em algumas estirpes, o sitio de ligagao
ribossomal bacteriano (RBS), sugerindo que o PBV seja um virus procariotico, que
infecta além de animais, as bactérias do trato gastrointestinal (KRISHNAMURTY E
WANG, 2018). Analise semelhante realizada por Adriaenssens et al. (2018)
suportaram esta hipétese, ao encontrar a mesma caracteristica em outras amostras
de PBV, sugerindo uma nova familia de bacteri6fagos com um alto nivel de
diversidade genémica.

Para a deteccgao do virus, a microscopia eletrénica foi muito utilizada no inicio
das pesquisas envolvendo o PBV, com a visualizagdo de particulas esféricas, de
superficie icosaédrica, com aproximadamente 35nm de didmetro (PEREIRA et al.,
1988; HAGA et al., 1999; BUZINARO et al., 2003). Devido a auséncia, até o momento,
de um sistema de cultura de células adaptavel, que o torna nao cultivavel in vitro, e a
falta de um modelo animal adequado para a propagacao viral, ndo foi possivel ainda
o desenvolvimento de métodos imunodiagnosticos (FREGOLENTE et al., 2009),
sendo necessario o uso da microscopia eletrénica e técnicas moleculares como
EGPA, RT-PCR e metagenémica para a detecgdo do PBV (GANESH, MASACHESSI
e MLADENOVA, 2014).

O diagnéstico molecular do PBV baseia-se na detecgdo do genoma
segmentado pela técnica EGPA, considerada a técnica ouro no seu diagndstico. Esta
técnica permite a separagao dos dois segmentos gendmicos de RNA de acordo com
o tamanho molecular, diferenciando os PBVs em perfil small e perfil large. Entretanto,
esta técnica requer altos titulos de excregao viral para a visualizagdo do genoma no
gel de poliacrilamida, conferindo-lhe baixa sensibilidade (NATES, GATTI e LUDERT,
2011).

Inicialmente, as detecgbes de PBV eram realizadas predominantemente
através da EGPA. Entretanto, devido a baixa sensibilidade da técnica, adotou-se a
utilizacdo da RT-PCR, que aumentou em aproximadamente 100 vezes a taxa de
deteccdo do PBV (ROSEN et al.,, 2000). Esta técnica, além de aumentar a
sensibilidade e especificidade, permite a diferenciagdo dos genogrupos e a
caracterizagao gendmica e analise filogenética das estirpess de PBV (FREGOLENTE
et al., 2009).

Apesar das limitagbes, a EGPA permite a detecgao de qualquer genogrupo

do PBV, desde que este esteja presente em altas concentragdes, independente da
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sequéncia genémica, o que diverge da RT-PCR, que necessita a utilizagdo de primers
especificos para cada genogrupo. Ambas as técnicas devem ser utilizadas de forma
complementar, de forma a aumentar a detec¢ao e esclarecer os aspectos da infec¢ao
(GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014).

Uma alternativa ainda pouco utilizada é a RT-PCR quantitativa (QRT-PCR),
que possui elevada sensibilidade e especificidade. Esta técnica permite mensurar a
carga viral no hospedeiro, auxiliando na compreensao clinica da infecgdo. Através da
gRT-PCR, Woo et al. (2016) observaram uma superioridade na quantificacdo do
segmento 1, comparado ao segmento 2. Ressalta-se que o segmento 2 € o alvo
principal dos primers mais utilizados na RT-PCR convencional, podendo haver valores
subestimados de infecgcado nos estudos epidemioldgicos. Outro estudo quantificou o
PBV em amostras de agua de rio, e inferiu que esta técnica pode ser utilizada em
amostras ambientais para mensurar a contaminagao por dejetos humanos e animais
(HAMZA et al., 2011).

O advento do sequenciamento de nova geragao (NGS) levou a pesquisa a um
novo patamar, possibilitando a execugdo da metagendmica viral, que permite a
amplificagdo de sequéncias nucleotidicas de qualquer virus presente em uma
amostra, sem a necessidade de cultivo ou isolamento viral (KNOX et al., 2018). Tem
sido utilizado para ampliar a deteccéo de agentes patogénicos em amostras de campo
(CONCEICAO-NETO et al., 2016), caracterizando genomas de virus que nédo sao
cultivaveis, como € o caso do PBV (ZHANG et al., 2006).

Para o PBV, estudos utilizaram a analise de viroma para identificar particulas
virais em fezes, sendo detectado significativamente em diferentes espécies animais e
em humanos (LI et al., 2015; CONCEICAO-NETO et al., 2016; LEGOFF et al., 2017),
demonstrando sua presenga na microbiota intestinal animal. Entretanto, apesar dos
frequentes achados, pouco se conhece sobre a patogénese do PBV e sua possivel

interacdo com os demais micro-organismos.

2.1 PBV EM HUMANOS E SUINOS

A maioria dos estudos relacionados ao PBV referem-se aos achados em
humanos, seguidos pelos realizados na espécie suina. Os primeiros relatos foram
feitos pela técnica EGPA e desde entdo o PBV tem sido relatado em ambas as

espécies em diferentes regides geograficas do mundo, utilizando além da EGPA, as
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técnicas de RT-PCR e mais recentemente, a metagendmica. A representacao da
deteccao de PBV em humanos e suinos distribuidos pelo mundo todo, de acordo com
a técnica utilizada e o(s) genogrupo(s) identificado(s) estao listados nas TABELAS 1

e 2, respectivamente.

TABELA 1 - ESTUDOS DE DETECCAO DE PBV EM HUMANOS, DE ACORDO COM A LOCALIDADE,
METODO DIAGNOSTICO E GENOGRUPO.

Referéncia Pais Técnica utilizada Genogrupo
Pereira et al., 1988 Brasil EGPA -
Grohmann et al., 1993 Estados Unidos EGPA -
Gallimore et al., 1995 UK EGPA -
Gonzalez et al., 1998 Venezuela EGPA -
Giordano et al., 1998; 1999 Argentina EGPA -
Rosen et al., 2000 Chinae EUA EGPA/RT-PCR Gle Gl
Martinez et al., 2003 Argentina EGPA /RT-PCR Gl
Banyai et al., 2003 Hungria EGPA / RT-PCR I
Wakuda et al., 2005 Tailandia RT-PCR Nao definido
Barreto et al. 2006 Brasil EGPA -
Bhattacharya et al., 2006 india EGPA /RT-PCR Gle Gl
Zhang et al., 2006 Estados Unidos EGPA -
Giordano et al., 2008 Argentina EGPA -
Duquerroy et al., 2009 Franca Microscopia -
Ganesh et al., 2010 india EGPA /RT-PCR Gl
Giordano et al., 2010 Argentina EGPA /RT-PCR Gl
Leeuwen et al., 2010 Paises Baixos RT-PCR GleGll
Sun et al., 2016 China Metagenbmica Gl, Gll e GllI
Legoff et al., 2017 Franca Metagenbmica N&o definido

Fonte: A autora (2019)
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TABELA 2 - ESTUDOS DE DETECGAO DE PBV EM SUINOS, DE ACORDO COM A LOCALIDADE,
METODO DIAGNOSTICO E GENOGRUPO

Referéncia Pais Técnica utilizada Genogrupo
Gatti et al.,1989 Brasil EGPA -
Chasey et al. ,1990 UK EGPA -
Ludert et al. ,1991 Venezuela EGPA -
Alfieri et al., 1994 Brasil EGPA -
Pongsuwanna et al. 1996 Tailandia EGPA -
Banyai et al., 2008 Hungria EGPA /RT-PCR Gl
Carruyo et al., 2008 Venezuela EGPA/RT-PCR Gl
Martinez et al., 2010 Argentina EGPA/RT-PCR Gl
Giordano et al., 2011 Argentina EGPA /RT-PCR Gl
Smits et al., 2011 China RT-PCR Gl e Gll
Ganesh et al., 2012 india EGPA -
Chen et al., 2014 China RT-PCR GleGll
Zhang et al., 2014 China Metagendmica Nao definido
Banyai et al., 2014 Italia RT-PCR Gl
Wilburn et al., 2017 Tailandia RT-PCR GleGll
Kylla et al., 2017 india EGPA /RT-PCR GleGll

Fonte: A autora (2019)

O primeiro relato de PBV suino foi realizado no Brasil por Gatti et al. (1989),
que o encontraram em fezes diarreicas e nao diarreicas, pela técnica EGPA.
Posteriormente, outros estudos demonstraram a presenga do PBV na espécie suina
em todo o mundo. Ludert et al. (1991), através do EGPA, reportaram a presenga do
virus distribuida igualmente em fezes diarreicas e nao-diarreicas. Outros estudos
confirmam a ampla distribuicdo da infeccdo pelo PBV em suinos sem qualquer
associagao com enterite (WILBURN et al., 2017).

Martinez et al. (2010) estudaram a circulagédo e os padrdes de perpetuagao
de PBV em suinos de uma granja, demonstrando que o agente permaneceu
detectavel durante todo o periodo de estudo, sugerindo que o PBV € mantido na
natureza por transmissdo de animais assintomaticos aos individuos susceptiveis.

Chen et al. (2014), detectaram a presencga de PBV Gl e Il em fezes de suinos
de uma fazenda da China, havendo amostras positivas para ambos os genogrupos
simultaneamente, demonstrando a coinfecgao por diferentes genogrupos em um unico
hospedeiro.

Com relagdo a espécie humana, o PBV é amplamente estudado em todo o

mundo, com frequéncias variadas em individuos com e sem gastroenterite
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(GROHMANN et al.,, 1993; GALLIMORE et al., 1995; GIORDANIO et al., 1999;
GANESH et al., 2010; LEGOFF et al., 2017).

Em pesquisas envolvendo individuos infectados com HIV, Grohman et al.
(1993) demonstraram que a excregdo do PBV ocorreu de forma intermitente, com
intervalos que variavam de trés a quatro meses. Um dos pacientes, com caso cronico
de diarreia, excretou o PBV continuamente durante sete meses, sugerindo a
caracteristica oportunista do virus frente a falha imunoldgica dos pacientes. Outros
estudos subsequentes foram realizados, porém, ainda eram limitados a deteccao do
virus pela EGPA (GALLIMORE et al., 1995; GIORDANO et al., 1998).

Em 2000, Rosen e colaboradores realizaram um estudo pioneiro de deteccao
por RT-PCR e caracterizagcdo molecular de PBVs isolados de fezes humanas,
provenientes de pacientes HIV soronegativos e soropositivos. Os primers
desenvolvidos neste estudo sdo amplamente utilizados para a deteccéo do PBV Gl e
Gll.

2.1.1 PBV e transmissao interespécie

O aprimoramento das técnicas moleculares possibilitou analises mais
precisas e consistentes das sequéncias genémicas obtidas do PBV. A alta identidade
observada entre sequéncias nucleotidicas obtidas de diferentes espécies
hospedeiras, sugerem fortemente um potencial zoonotico do virus, uma hipotese
interessante que merece ser estudada (BANYAI et al., 2008; GIORDANO et al., 2011;
GANESH et al., 2012; GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014).

A andlise filogenenética do segmento 2 de PBV de humanos da india,
demonstrou identidade de até 92% para nucleotideos e 95% de identidade de
aminoacidos com PBV detectados de suinos na Hungria (GANESH et al., 2010). De
forma semelhante, na Argentina, Giordano et al. (2011) compararam sequéncias de
PBV obtidas de humanos transplantados e de suinos, de regides geograficas
proximas, obtendo até 100% de identidade. Ambos resultados sugeriram que as
estirpes suinas e humanas de PBV compartilham um ancestral em comum.

Carruyo et al. (2008) e Banyai et al. (2008) também encontraram alta
identidade entre as sequéncias de PBV detectados em suinos com estirpes de PBV
humano depositadas em bases publicas de dados.

Em 2011, Ganesh e colaboradores realizaram estudo com fezes de equinos,
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no qual o PBV equino apresentou identidade de até 92% com estirpes humanas
provenientes da mesma regidao geografica, reforcando a hipétese de transmisséao
interespécie.

Esta estreita relagcdo genética evidenciada entre PBV humano e animal
sugerem o potencial zoondtico deste virus, sendo necessaria a vigilancia ativa para
descobrir sua origem, diversidade e implicagdes na saude publica (MALIK, 2018).
Apesar de diversos estudos ja terem demonstrado estas evidéncias, até o momento
nao foi realizada nenhuma investigagado simultanea de deteccédo e caracterizagao

molecular de PBV detectados em animais e humanos contactantes.
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Investigar a ocorréncia de PBV em fezes de suinos e de humanos
contactantes em granjas suinicolas da regido oeste do Parana.
Identificar e realizar a caracterizagdo molecular das estirpes de PBV

detectadas em fezes de humanos e de suinos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Detectar o PBV em amostras fecais de suinos e dos humanos contactantes
por meio das técnicas eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e RT-
PCR;

Avaliar a frequéncia de ocorréncia do PBV em suinos e humanos;

Avaliar a distribuicdo da infeccao pelo PBV em suinos de acordo com a
categoria animal;

Realizar a caracterizagdo molecular e comparar filogeneticamente as

sequéncias nucleotidicas de PBV isolados de suinos e humanos.
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4 CAPITULO 1 — DETECGAO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE
PICOBIRNAVIRUS EM FEZES DE SUINOS E HUMANOS CONTACTANTES EM
GRANJAS SUINICOLAS DA REGIAO OESTE DO PARANA

RESUMO:

Os Picobirnavirus (PBV) constituem um grupo de virus emergentes
pertencente a familia Picobirnaviridae. Séo virus de genoma de RNA fita dupla
bissegmentado (dsRNA), envolto por capsideo icosaédrico e ndo-envelopado. O PBV
pode infectar diversas espécies hospedeiras, incluindo humanos e outros mamiferos
marinhos e terrestres, aves e répteis. Diversos estudos moleculares tém sugerido a
transmissao interespécie do PBV, devido a alta identidade observada entre estirpes
virais de diferentes espécies hospedeiras, destacando o possivel potencial zoonético
do PBV entre suinos e humanos. Contudo, a maioria dos estudos comparou
sequéncias de PBV obtidas de suinos e humanos sem nenhuma relagao
epidemiologica entre eles. Este estudo propde a investigagdo de ocorréncia e
caracterizagcdo molecular de PBV a partir de amostras fecais de suinos de cinco
granjas comerciais, bem como dos humanos contactantes com os animais das
respectivas granjas. Foram analisadas 197 amostras de fezes de suinos, de diferentes
idades e categorias, e 12 amostras de fezes de humanos. O PBV foi detectado em
28,4% (56/197) e 41,6% (5/12) pela EGPA e 42,6% (84/197) e 16,7% (2/12) pela RT-
PCR em suinos e humanos, respectivamente. A frequéncia de deteccdo do PBV por
EGPA foi significativa em matrizes em lactagdo em comparagao aos leitdes e fémeas
gestantes. Os produtos amplificados baseados na sequéncia parcial do gene RdRp
foram em sua maioria caracterizados como genogrupo | do PBV (PBV-GI), sendo uma
amostra de humano e uma amostra de suino positivas para o genogrupo || (PBV-GlI).
Devido a baixa qualidade das sequéncias, nao foi possivel realizar a caracterizagao
molecular entre isolados de PBV humano e suinos relacionados (contactantes entre
si). Porém, a analise filogenética da sequéncia parcial de PBV-GIl humano obtido
neste estudo, demonstrou 100% de identidade aminoacidica com PBV de espécies
heterdlogas (suinos e macaco rhesus) e de localidades distintas. Este é o primeiro
estudo a propor uma analise comparativa entre espécies contactantes entre si no
mesmo espaco de tempo/local. A alta frequéncia de deteccdo encontrada reforca a
necessidade de continuidade dos estudos que avaliem a patogénese do PBV e
elucidar o papel desses virus em populacdes expostas a infecgao.

Palavras-chave: Picobirnavirus, humano, suino, genogrupo |, genogrupo |l.
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4.1 INTRODUGCAO

O Picobirnavirus (PBV) constitui o unico género pertencente a familia
Picobirnaviridae, e possui duas espécies reconhecidas pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus (ICTV): Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus (DELMAS
et al., 2019).

Os PBV séo virus emergentes, nao envelopados, com genoma constituido por
dois segmentos de RNA fita dupla, envoltos por capsideo icosaédrico. O segmento 1
(2,2 a 2,7kb) codifica a proteina de capsideo e o segmento 2 (1,2 a 1,9kb) a enzima
viral RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (NATES, GATTI e LUDERT, 2011).
Devido a alta variabilidade genética da RdRp, os PBVs sao caracterizados em
genogrupo | (Gl) e genogrupo Il (Gll) (ROSEN et al., 2000; BANYAI et al., 2003).
Recentemente, uma estirpe de picobirnavirus humano encontrado por metagenémica,
demonstrou baixa identidade de aminoacidos do gene que codifica a RdRp, quando
comparado aos Gl e GllI, sendo sugerida a incorporagao do PBV genogrupo Il (GlII)
(SMITS et al., 2014).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e RT-PCR sé&o as técnicas
laboratoriais rotineiramente utilizadas para o diagnostico do PBV. Enquanto a EGPA
requer altas concentragdes de virus na amostra biolégica, a RT-PCR apresenta alta
sensibilidade e possibilita a diferenciagcdo dos PBV em genogrupos com a utilizagao
de primers especificos e posterior sequenciamento genético (ROSEN et al., 2000).

O PBV foi descrito pela primeira vez no Brasil em humanos (PEREIRA,
1988a), sendo atualmente descrito em uma ampla variedade de hospedeiros
mamiferos terrestres e marinhos, répteis, aves e também em aguas residuais de
estacbes de tratamento de esgoto em diferentes paises do mundo (GANESH,
MASACHESSI e MLADENOVA, 2014; MALIK et al., 2014).

Alguns estudos relacionam a infeccao pelo PBV a sinais clinicos de
gastroenterite, sendo detectado em fezes diarreicas humanas e de diferentes
espécies animais (CASCIO et al., 1996; BHATTACHARYA et al., 2006; MONDAL et
al., 2014; SMITS et al., 2014; WILBURN et al., 2017). Entretanto, a presenga do PBV
também foi demonstrada em fezes nao-diarreicas (MASACHESSI et al., 2012;
TAKIUCHI et al., 2016).

Além disso é especulada a caracteristica oportunista do virus. Em humanos,

o PBV foi encontrado em pacientes submetidos a tratamento imunossupressor
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prolongado e em individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(CUNLIFFE et al., 1996; GIORDANO et al., 1998; GIORDANO et al., 1999).

A relagdo imunossupressao e PBV também ja foi observada em suinos, sendo
que a maior excrecao viral foi evidenciada nos periodos em que ocorre maior estresse
fisioloégico, como final de gestagdo e periodo de amamentacédo (MARTINEZ et al.,
2010).

Diante desses resultados controversos, permanece inconclusivo o papel
patogénico do PBV (LEEUWEN et al., 2010). A transmissao interespécie de PBV ja
foi sugerida em estudos epidemioldgicos e de caracterizagdo molecular, baseado na
estreita relacdo genética entre estirpes detectadas em diferentes espécies
hospedeiras (BANYAI et al., 2008; GIORDANO et al., 2011; GANESH et al., 2012).

Em estudo realizado na Argentina, sequéncias parciais do gene RdRp de PBV
encontradas em suinos naquela localidade, demonstraram alta identidade com
sequéncias de PBV humano disponiveis nas bases publicas de dados, obtendo até
100% de identidade (GIORDANO, 2011). Outro estudo realizado na india,
comparando sequéncias parciais do gene RdRp de PBV identificados em humanos e
em suinos da Hungria, verificou identidade de até 92% para nucleotideos e 95% de
identidade para aminoacidos, sugerindo que as estirpes de ambas espécies
hospedeiras possuem ancestral comum (GANESH et al., 2010). Entretanto, até o
nosso conhecimento, nenhum estudo comparou sequéncias genémicas de PBV
obtidas de diferentes espécies hospedeiras e contactantes entre si.

O objetivo desse estudo foi investigar a ocorréncia de PBV em fezes de suinos
e humanos contactantes de granjas suinicolas da regiao oeste do Parana e realizar a

caracterizagcao molecular destes achados.

4.2 MATERIAL E METODOS

Granjas e coleta de amostras bioldgicas - O estudo foi realizado no periodo entre
fevereiro e outubro de 2018, em cinco granjas do Parana, incluindo os municipios de
Palotina, Marechal Candido Rondon, Mercedes e Entre Rios do Oeste.

Foram coletadas 197 amostras fecais de suinos de diferentes categorias e
condigdes fisioldgicas: leitdes (n=56), fémeas prenhes (n=45), fémeas com leitdes
(n=87) e animais doentes e de descarte (n=9). A distribuigdo das amostras por granja

e categoria animal esta especificada na TABELA 1.
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As 12 amostras fecais humanas incluidas neste estudo foram cedidas
voluntariamente pelos trabalhadores rurais contactantes com os suinos originarios da
Granja 2 (n=2), Granja 3 (n=4), Granja 4 (n=2) e Granja 5 (n=4).

TABELA 1 - DISTRIBUIQAO DE AMOSTRAS DE ACORDO COM A PROPRIEDADE, CATEGORIA E
CONDICAO FISIOLOGICA DOS ANIMAIS

Granja
Categoria animal

1 2 3 4 5 Total

Leitao 38 12 3 2 1 56

Fémeas prenhes 0 31 12 1 1 45

Fémeas com leitdbes 0 0 26 19 42 87

Descarte/doentes 5 0 4 0 0 9
Total 43 43 45 22 44 197

Fonte: A autora (2019)

Aprovagcio pelos Comités de Etica - O presente projeto foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana — Setor
Palotina, sob o protocolo n° 33/2016, e pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, do Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana —
SCS/UFPR, sob o n°® CAAE 91290418.8.0000.0102.

Extracao bruta das fezes - As amostras foram diluidas em tamp&o pH 7,4 (Tris-HCI
0,089 mM /L, CaCl2 0,15 mM/L, com concentragao final de 10 a 20% (peso/volume),
homogeneizadas por agitagdo mecanica vigorosa, centrifugadas a 3.000 rpm por 5
minutos, tendo o sobrenadante recolhido e submetido a extragdo do acido nucleico
viral.

Extragao do acido nucleico viral — Para realizagdo da extragdo do acido nucleico
viral foi utilizada a técnica de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1), associada
a técnica de silicalisotiocianato de guanidina, adaptado de Alfieri et al. (2006). As
aliquotas de suspensdes fecais diluidas foram tratadas com dodecil sulfato de sédio
(SDS) 1% e submetidas a banho-maria a 56°C por 30 minutos. Posteriormente,
adicionou-se a solugédo fenol/cloroférmio/alcool isoamilico, sucedida de agitagao
mecanica e incubagdo em banho-maria a 56°C por 15 minutos, e centrifugacao a
10.000 rpm por 15 minutos (SAMBROOK, FRITSCH e MANIATIS, 1989). A fracéo

aquosa foi recuperada e submetida ao tratamento com silica e isotiocianato de
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guanidina, adaptado da técnica descrita por BOOM et al. (1990). Os acidos nucléicos
extraidos foram eluidos utilizando agua tratada com dietilpirocarbonato (DEPC)
autoclavada e mantidos congelados a -20°C até o momento do uso. Foi utilizada agua
DEPC como controle negativo e amostras conhecidamente positivas para rotavirus
bovino espécie A (RVA) como controle positivo, para a certificagcao e validagao dos
procedimentos de extragao.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) - Os acidos nucleicos extraidos foram
submetidos a EGPA a 7,5% seguida pela coloragéo por nitrato de prata para a
deteccdo e avaliagédo dos perfis eletroforéticos do RNA bissegmentado do PBV, de
acordo com metodologia descrita por Herring et al. (1982) e Pereira et al. (1988b).
RT-PCR para deteccao de Picobirnavirus Genogrupo | - Todas as amostras de
fezes também foram submetidas a RT-PCR. Foram utilizados os oligonucleotideos
iniciadores (primers) PicoB25 (5’ TGG TGT GGA TGT TTC 3’) e PicoB43 (5" A(GA)T
G(CT)T GGT CGA ACT T 3’) para amplificar um fragmento de 201 pb do gene RdRp
(segmento 2), especificos para o Gl do PBV (ROSEN et al., 2000), segundo o
protocolo de Takiuchi et al. (2016).

RT-PCR para detecgcao de Picobirnavirus Genogrupo Il - As amostras fecais de
humanos foram submetidas a RT-PCR para detec¢ao do PBV-GIl. Também foram
testados todos os animais da granja em que foi detectado o PBV-GIl em humano
contactante. Foram utilizados os primers Pico B23 (5" CGG TAT GGATGT TTC 3’) e
Pico B24 (3° AAG CGA GCC CAT GTA 5’), para amplificar um segmento de 369 pb
do gene RdRp (segmento 2), especifico para o Gll do PBV, seguindo o protocolo de
Rosen et al. (2000).

Analise dos produtos da RT-PCR - Aliquotas contendo 4 uL dos produtos da RT-
PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2% em tampao TBE pH
8,4 (89 mM Tris; 89 mM acido bérico; 2 mM EDTA), sob voltagem constante (100V)
durante aproximadamente 60 minutos. Em seguida, o gel foi corado em solucao de
brometo de etidio 0,5 pg/mL para posterior visualizagdo dos amplicons em
transiluminador UV e fotodocumentagéo digital (Fotodocumentador L-Pix Touch —
Loccus).

Sequenciamento - Os produtos amplificados foram purificados com o kit PureLink®
Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, 17 Carlsbad, CA, USA), quantificados com
fluorébmetro QubitTM (Invitrogen Life Technologies, USA) e sequenciados com BigDye

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®) no analisador genético
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automatico modelo ABI 3500 (Applied Biosystems®), utilizando os primers foward e
reverse.

Analise filogenética - A qualidade das sequéncias obtidas foi avaliada pelo programa
Phred (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/) e a identidade dos produtos foi
comparada com as sequéncias depositadas em bases publicas de dados (GenBank)
utilizando o programa BLAST (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias
nucleotidicas obtidas foram alinhadas com sequéncias de PBV de diferentes espécies
hospedeiras através do programa ClustalW. Os alinhamentos foram editados e
corrigidos manualmente no programa BioEdit versédo 7.2.6.1. Para avaliagao
filogenética foram incluidas sequéncias parciais do gene RdRp de PBV-GI, PBV-Gll e
PBV-GIII isolados de diferentes espécies hospedeiras. A arvore filogenética foi
construida com o programa MEGA versao 7.0 (KUMAR, STECHER e TAMURA, 2016)
utilizando o algoritmo Maximum Likelihood a partir de distancias estimadas pelo
método de Tamura 3 parametros com taxas de sitios invariaveis (1) e distribuicdo gama
(G). A robustez da inferéncia filogenética foi avaliada através do método de
bootstraping (com base em 1.000 réplicas).

Analise estatistica - Para verificar a associacdo entre os resultados obtidos por
categoria animal foi utilizado o teste do qui-quadrado em tabelas de contingéncia
considerando como nivel de significancia valor de p<0,05. Para garantir maior
relevancia estatistica, foram testadas apenas as categorias com cinco ou mais
apari¢cdes. Para a realizac&o dos testes estatisticos foi utilizado o software Vassarstats

(http://vassarstats.net/).

4.3 RESULTADOS

A presencga do PBV foi confirmada nas fezes de suinos em todas as granjas
amostradas. Das 197 amostras analisadas, o PBV foi detectado em 57,4% (113/197),
sendo considerado todos os resultados positivos obtidos pelas técnicas EGPA e/ou
RT-PCR para PBV GI. As FIGURAS 1 e 2 demonstram os resultados positivos obtidos

pelas respectivas técnicas.



FIGURA 1 — ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
(EGPA) SEGUIDA PELA COLORAGAO POR NITRATO DE PRATA.
CANALETA 01: AMOSTRA POSITIVA DE PBVY HUMANO LARGE
PROFILE; CANALETAS 02 A 05: AMOSTRAS PBV POSITIVAS
PARA PBV SUINO LARGE PROFILE; CANALETAS 06 E 07:
AMOSTRAS PBV NEGATIVAS; CANALETA 08: PERFIL
ELETROFORETICO DE ROTAVIRUS A BOVINO (CONTROLE
POSITIVO DE EXTRAGAO E EGPA) E CANALETA 09: CONTROLE
NEGATIVO.

FONTE: A autora (2018)

FIGURA 2 — A) RT-PCR PARA AMPLIFICAGAO DO FRAGMENTO DE 201PB DO
GENE RDRP DO PBV-GI. CANALETA 01: PADRAO DE TAMANHO MOLECULAR DE
1KB; CANALETAS 02, 04, 05, 07, 09, 10, 11, 12 E 13: AMOSTRAS PBV-GI DE SUINO
POSITIVAS; CANALETAS 03, 06 E 08: AMOSTRAS PBV-GI NEGATIVAS; CANALETA

13: CONTROLE NEGATIVO. B) RT-PCR PARA AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO

DE 369PB DO GENE RDRP DO PBV-GIl. CANALETA 01: CONTROLE NEGATIVO;

CANALETAS 02 E 03: AMOSTRA PBV-GII DE HUMANO POSITIVA; CANALETA 04:
PADRAO DE TAMANHO MOLECULAR DE 1KB.

01 02 03 04 0506 07 08 09 10 11 12 13

FONTE: A autora (2018)

47



48

A frequéncia de PBV variou de 34,9% a 79,5% nas granjas avaliadas. A
distribuicdo de resultados positivos por granja e técnica diagnostica utilizada esta

indicada na TABELA 2.

TABELA 2 — DISTRIBUIGAO DE AMOSTRAS POSITIVAS PARA PBV SUINO DE ACORDO COM A
GRANJA E A TECNICA DIAGNOSTICA UTILIZADA.

Amostras PBV positivas

Grani N° de A Apenas Amb
ranja amostras penaos RT-PCR PBV "; as  TOTAL (%)
EGPA (%) o (%)
Gl (%)
Granja 1 43 0 15 (34,9) 0 15 (34,9)
Granja 2 43 7 (16,3) 16 (37,2) 4 (9,3) 27 (62,8)
Granja 3 45 10 (22,2) 9 (20) 9 (20) 28 (62,2)
Granja 4 22 6 (27,3) 1(4,5) 1(4,5) 8 (36,4)
Granja 5 44 6 (13,6) 16 (36,4) 13 (29,5) 35 (79,5)
TOTAL 197 29 (14,7) 57 (28,9) 27 (13,7) 113 (57,4)

Fonte: A autora (2019)

Ao analisarmos a distribuicdo dos resultados positivos para PBV de acordo
com a categoria dos animais e a técnica diagndstica, a maior frequéncia (44,8%) de
deteccdo com significancia estatistica ocorreu nas fezes de fémeas lactantes, em
comparacao aos leitbes e fémeas prenhes, quando utilizada a técnica EGPA.
Entretanto n&o foi observada significancia estatistica quando analisados os resultados
obtidos pela RT-PCR (TABELA 3).

TABELA 3 — DISTRIBUIQAO DE POSITIVIDADE PARA O PBV POR CATEGORIA ANIMAL, DE
ACORDO COM A TECNICA UTILIZADA.

Amostras PBYV positivas
Categoria animal (n° de animais)

EGPA RT-PCR Gl

Leitdo (n=56) 7 (12,5%)? 19 (33,9%)

Fémeas prenhes (n=45) 9 (20%)? 21 (46,7%)?

Fémeas lactantes (n=87) 39 (44,8%)° 38 (43,7%)
Descarte/doentes (n=9) * 1 (10%) 5 (50%)

Total (n=197) 56 (27,6%) 83 (40,9%)

%2=19,65 p= <0.0001

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferenca estatistica significativa
*categoria ndo incluida na analise estatistica

Fonte: A autora (2019)
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Das 12 amostras de fezes de humanos provenientes dos trabalhadores rurais
contactantes com os suinos, o genoma bissegmentado do PBV foi visualizado em
41,6% (5/12) delas pela EGPA, representativas dos trabalhadores das Granjas 3 (n=3)
e 5 (n=2). Quando as mesmas 12 amostras foram submetidas a RT-PCR para o PBV-
Gl, apenas uma foi amplificada (amplicon de 201 pb) com a utilizagado dos primers Gl
especificos (ROSEN et al., 2000).

Na sequéncia, todas as amostras humanas foram testadas para a detecgao
do PBV-GlI, utilizando primers especificos para amplificar um fragmento de 369 pb do
gene RdRp. Apenas uma amostra, referente a um contactante com os animais da
Granja 3, revelou ser positiva para PBV-Gll (FIGURA 2B). Ambas as amostras
positivas para PBV-GI e PBV-GII estavam inclusas entre aquelas previamente triadas
como positivas pela EGPA.

A partir deste resultado, todas as amostras de suinos da Granja 3, ou seja,
mesma propriedade onde foi detectado o PBV Gll em um humano contactante, foram
testadas para o referido genogrupo. Assim, das 46 amostras de suinos da Granja 3,
foi detectada uma amostra positiva para PBV-GlI.

Foram selecionadas 22 amostras de suinos que geraram banda unica de 201
pb e de boa intensidade para o sequenciamento genético. Na analise preliminar das
sequéncias obtidas e confrontadas com outras sequéncias depositadas em bancos de
dados publicos, foi confirmada a identidade de todos os produtos amplificados como
PBV-GI. Entretanto, nenhuma amostra apresentou qualidade satisfatéria para
proceder a analise filogenética.

Das duas amostras humanas positivas pela RT-PCR, apenas a sequéncia
nucleotidica do fragmento obtido com os primers PBV-GIl demonstrou qualidade para
inferéncia filogenética. A sequéncia de PBV-GIl de humano obtida neste estudo
recebeu a denominagédo H_04.

Para a construcao da arvore filogenética, foram utilizadas sequéncias de PBV
provenientes de outras espécies como suinos, humanos, macaco rhesus e
dromedario disponiveis em bases publicas de dados. Os numeros de acesso do

GenBank das sequéncias estao indicados na FIGURA 3.
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FIGURA 3 - RELAGAO FILOGENETICA ENTRE VARIANTES GENOMICAS DE PBV-GI, PBV-GII E
PBV-GlIl, BASEADAS EM 356 NUCLEOTIDEOS DO GENE RDRP (SEGMENTO 2). A SEQUENCIA
OBTIDA NESTE ESTUDO ESTA INDICADA PELO SIMBOLO e. A ARVORE FILOGENETICA FOI
CONSTRUIDA UTILIZANDO O METODO MAXIMUM LIKELIHOOD, E O MODELO EVOLUTIVO
TAMURA 3 PARAMETROS COM 1000 REPETIGOES DE BOOTSTRAP. OS VALORES DE
BOOTSTRAP SAO INDICADOS PROXIMOS AOS NOS. AS BARRAS REPRESENTAM UNIDADES
DE SUBSTITUIGAO POR NUCLEOTIDEO.

—_

AF246940 GII/PBV/Human/USA/4-GA-91/2001
[. H 04 GII/PBV/Human/BRA/H 04/2018

- KR827418 GlI/PBV/Human/CHN/ChXz-7/2016
JN176315 GlI/PBV/Porcine/CHN/VS4400049/2010

- MH206188 GlI/PBV/Rhesus macaque/IND/WF-176/2008
100 {KCS41460 Gll/PBV/Porcine/ CHN/CHHN-A6/2013

8Fl KP984805 GII/PBV/Porcine/CHN/CYZ-II-1/2015
100 JN176312 GII/PBV/Porcine/ CHN/VS4400017/2010
L JN176313 GII/PBV/Porcine/CHN/V'S4400028/2010
ag pm AB526257 GlI/PBV/Human/IND/GPBV6G2P/2007
100 AB517738 GII/PBV/Human/IND/GPBV6G2/2009

KM573808 GII/PBV/Dromedary/EAU/c5337/2014

—9?’7 KJ663814 GI/PBV/Human/USA/CDC23/2014
KR827417 GIIIPBV/Human/CHN/ChXz-6/2016

61_| KJ206569 GIIPBV/Human/CHN/VS6600008/2014

Gl

1007 KR827414 GI/PBV/Human/CHN/ChXz-3/2016
KJ663816 GI/PBV/Human/USA/CDC16/2014
100| —————— KY214432 GI/PBV/Porcine/BEL/15V010/2017

66 L— KX374477 GI/PBV/Porcine/IND/ASM-Por183/2013
98— MK378852 GI/PBV/Porcine/CHN/JL01 C2/2019

0.2

A arvore filogenética mostrou a formacdo de trés clados, agrupando
distintamente os trés genogrupos de PBV (GlI, Gll e Glll). A amostra do presente
estudo (H-04) agrupou no mesmo ramo filogenético juntamente com outras
sequéncias PBV-GII de suinos e macaco rhesus.

A andlise da matriz de identidade dos nucleotideos demonstrou alta
identidade entre a estirpe de PBV do presente estudo e amostras de diferentes
localidades e espécies. As maiores identidades foram observadas com amostras de
suino e humano (JN176315 e KR827418 respectivamente), com 98%, sendo ambas
da China. Apresentou ainda 97% de identidade com a estirpe MH206188, de macaco
rhesus da India e com a amostra referéncia 4-GA-91 (AF246940) de PBV-GII humano.
A matriz de identidade entre as sequéncias parciais de nucleotideos do gene RdRp

do PBV incluidas neste estudo é apresentada no APENDICE F.

— Gl

Gl
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A andlise da matriz de identidade entre as sequéncias deduzidas de
aminoacidos, a amostra H-04 apresentou 100% de identidade com as sequéncias de
PBV-GII provenientes de suinos (KC841460; JN176315; KP984805) e macaco rhesus
(MH206188) (APENDICE G).

4.4 DISCUSSAO

A frequéncia de detecgdo do PBV obtida no presente estudo de 57,4%
(113/197), demonstra a alta taxa de infeccdo nos suinos de granjas comerciais do
oeste do Parana. A presencga deste virus ja foi relatada em hospedeiro ovino e bovino
provenientes da mesma mesorregidao deste estudo (TAKIUCHI et al., 2016; KUNZ et
al., 2018). Entretanto, no Brasil, estudos epidemiolégicos envolvendo o PBV em
suinos séo escassos; limitados a diagnosticos realizados somente com a EGPA
(GATTI et al., 1989; ALFIERI et al., 1994).

Nossos resultados demonstraram maior deteccdo da RT-PCR (42,6%)
quando comparada a EGPA (28,4%) para a detecgdo do PBV, contudo observou-se
superioridade da EGPA (27,3%) com relacédo a RT-PCR (4,5%) na granja 4. A baixa
sensibilidade do segundo método é amplamente relatada na literatura, variando taxas
de positividade de 0,4 a 27% na EGPA, e de 8,5 a 60% na RT-PCR (PONGSUWANNA
etal., 1996; BANYAI et al., 2008; CARRUYO et al., 2008; RIBEIRO SILVA et al., 2014;
KYLLA et al., 2017; WILBURN et al., 2017). Apesar da baixa sensibilidade, a EGPA
apresenta como vantagem a possibilidade de detec¢ao de todos os genogrupos de
PBV, em contraste a RT-PCR que depende de primers PBV genogrupo especificos
(ROSEN et al., 2000; NATES, GATTI e LUDERT, 2011; GANESH et al., 2012).

Conforme demonstrado na TABELA 3, a infeccao pelo PBV esta distribuida
em todas as categorias animais estudadas (leitdes, fémeas prenhes, fémeas lactantes
e animais de descarte/doentes) com uma frequéncia de deteccdo significativa
(p<0,0001) em fémeas lactantes pela EGPA. Considerando a baixa sensibilidade da
EGPA, este resultado merece atengao pois demonstra que a replicagdao do PBV pode
ser mais intensa nas porcas em lactacao, resultando na excreg¢ao do virus em altos
titulos e, portanto, detectavel pela técnica. Estima-se que a concentragao de PBV nas
fezes destes animais esteja acima de 108 particulas por mL, considerando que este
foi o limite de detecgéo do rotavirus, cujo genoma também € RNA segmentado, por
EGPA em amostras fecais humanas (KOHNO et al., 2000).
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Outros estudos também ja demonstraram a presenga do PBV em diferentes
categorias e faixas etarias de suinos. Chen et al. (2014) encontraram o PBV em todas
as categorias testadas, com taxas que variaram entre 13,3 a 25,7% por RT-PCR,
sendo os leitbes desmamados e as porcas as categorias mais acometidas. Martinez
et al. (2010) relataram 0 a 38,02% de positividade por EGPA entre diferentes
categorias, sendo mais frequente nas fémeas em lactacao, o que corrobora os nossos
resultados. Isto sugere fortemente que estados de parto e lactagdo podem gerar
estresse fisiolégico, que estabelece condi¢cdes necessarias para a alta replicagao e
excrecao viral.

As propriedades das coletas eram todas granjas comerciais de producgao
intensiva, sendo quatro delas unidades produtoras de leitdes desmamados (UPD) e
uma granja de ciclo completo (Granja 1). As granjas 1 e 2 apresentam um sistema de
manejo considerado 6timo e alto desempenho de produgéo. As propriedades 3 e 4
foram avaliadas como manejo regular a ruim, e a granja 5 com manejo regular.
Conforme demonstrado na TABELA 2, os resultados variaram de 34,9% a 79,5% de
positividade entre as propriedades. Inesperadamente, a propriedade com maior
numero de amostras positivas (Granja 5) ndo possuia o pior desempenho de manejo
e de indices zootécnicos. Porém, era constituida predominantemente por fémeas
lactantes, a categoria mais acometida neste estudo. Resultados semelhantes foram
reportados por Martinez et al. (2010) em um estudo longitudinal realizado na
Argentina. Neste estudo, o maior periodo de deteccéo do PBV correspondeu ao final
da gestacao e durante a lactacdo em porcas, sugerindo que as condi¢des de estresse
fisiolégico ou gerados pelo manejo dos animais podem favorecer a maior replicacao e
excrecgao viral. A associagao do PBV como um agente oportunista foi evidenciada
também em humanos, com resultados significativos em individuos imunossuprimidos
e infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (GROHMANN et al., 1993;
GONZALEZ et al., 1998; GIORDANO et al., 1999; BHATTACHARYA et al., 2006;).

A relagédo causal do PBV com diarreia ainda é controversa. Alguns estudos
descrevem a presenga do virus em fezes diarreicas (GATTI et al., 1989; SUN et al.,
2016; KYLLA et al., 2017), enquanto outros o detectaram em fezes de consisténcia
normal (LUDERT et al.,, 1991; CARRUYO et al.,, 2008; MARTINEZ et al., 2010;
TAKIUCHI et al., 2016; WILBURN et al., 2017; KUNZ et al., 2018). Uma vez que nossa
amostragem foi constituida apenas por fezes de suinos com consisténcia normal, n&o

€ possivel inferir qualquer conclusao sobre isso. No entanto, diante da alta taxa de
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deteccdo encontrada por EGPA, acreditamos que o PBV nao seja um patdégeno
primario da diarreia.

Nesse estudo, 22 produtos amplificados por RT-PCR para PBV-GI foram
enviados para sequenciamento genético. Com o auxilio do algoritmo BLAST, em todas
as sequéncias foi confirmada a identidade com o gene RdRp de PBV-GI. Entretanto,
na analise de qualidade das bases pelo cromatograma e Phred, nenhuma sequéncia
foi apropriada para proceder com a analise filogenética. Uma possivel explicagao para
este insucesso € a incidéncia de coinfecgdes por PBV divergentes. A alta variabilidade
no genoma desses virus é frequentemente relatada em PBV isolados de suinos
(BANYAI et al., 2008; CARRUYO et al., 2008). Banyai et al. (2008) demonstraram a
alta taxa de mutacdes no gene RdRp dos PBVs, sugerindo que esses virus existem
como quasispecies no trato intestinal dos hospedeiros. Outros autores também
demonstraram dificuldade na obtencdo de sequéncias com qualidade satisfatéria
(TAKIUCHI et al., 2016), sendo necessaria a clonagem dos amplificados (WOO et al.,
2016; KYLLA et al., 2017). Ressalta-se que este virus ndo se adapta em sistemas de
cultivo de células in vitro, e também n&o ha métodos imunodiagndsticos para sua
deteccédo e/ou caracterizagdo (FREGOLENTE et al., 2009).

O PBV tem sido detectado em uma ampla gama de espécies hospedeiras,
incluindo os seres humanos (GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014). A
descoberta de estirpes com completa identidade de sequéncias nucleotidicas entre
PBV isolados de suinos e humanos remeteu a possibilidade da transmissao
interespécie e ao potencial zoonético desse virus (BANYAI et al., 2008; CARRUYO et
al., 2008; GANESH et al., 2010; GIORDANO et al., 2011; GANESH et al., 2012). No
entanto, estes estudos compararam sequéncias de PBV obtidas de suinos e humanos
sem qualquer relagéo epidemioldgica entre eles. O presente trabalho teve como intuito
principal validar esta hipotese, a partir da analise de amostras fecais de suinos e dos
humanos contactantes, envolvidos com o manejo diario dos animais. No entanto,
infelizmente, ndo obteve-se sequéncia de qualidade nas amostras suinas, conforme
mencionado anteriormente. Das 12 amostras de humanos avaliadas, cinco delas
foram positivas na EGPA, representativas dos colaboradores das Granjas 3 e 5.
Nenhum participante relatou qualquer situagdo imunossupressora ou episodio de
diarreia no momento da coleta ou nos dias precedentes. Apenas duas amostras

revelaram-se positivas na Granja 5 e Granja 3, quando submetidas a RT-PCR para o
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PBV Gl e GlI, respectivamente, entre as quais somente a sequéncia PBV-GIl humano
(PBV H-04) foi satisfatoria para realizar a filogenia e caracterizagao molecular.

Assim, devido ao insucesso na qualidade do sequenciamento de PBV-GI de
suinos, optou-se por testar todos os animais amostrados da Granja 3 para o PBV-Gll,
sendo revelada uma amostra positiva e confirmada pelo BLAST, porém sem qualidade
no sequenciamento. Esta é a primeira deteccdo do PBV-GII, em suinos e humanos
no Brasil.

O insucesso na amplificagdo do material genético pela RT-PCR pode ser
atribuido a possivel degradagcao do RNA viral e/ou presenga de contaminantes nas
fezes que atuam como inibidores das polimerases (WILSON, 1997). Outro fator
limitante é a dificuldade de amplificacdo do PBV-GII, assim como demonstrado em
outro estudo realizado com bovinos no Brasil (NAVARRO et al., 2018), que atribuiram
a falha de deteccao possivelmente aos primers utilizados, devido a alta variabilidade
genética deste genogrupo. A alta variabilidade genética foi observada no RNA de
diferentes PBV-GI isolados de um unico suino, decorrente de diversas mutacgdes
pontuais nao sinénimas. (BANYAI et al., 2008). Além disso, devido a natureza
segmentada do genoma deste virus, € passivel o rearranjo dos segmentos
(reassortments) quando ha coinfec¢des de diferentes estirpes de PBV (BANYAI et al.,
2003; PARRISH et al., 2008; NATES, GATTI E LUDERT, 2011).

A robustez da filogenia foi suportada com a segregacdo dos genogrupos
distintos de PBV (Gl, Gll e GlIl) em trés clados com altos valores de bootstrap
(FIGURA 3).

A amostra PBV-GIl H-04, obtida neste estudo, agrupou-se juntamente com
outros isolados de PBV-GII, incluindo a amostra referéncia AF246940, com 97% e
99% de identidade de nucleotideos e aminoacidos, respectivamente. Uma das
dificuldades encontradas foi o pequeno numero de sequéncias disponiveis em bases
publicas de dados para este genogrupo, que é ainda muito inferior ao PBV-GI. Isto
deve-se ao menor numero de estudos envolvendo este genogrupo, associado a falha
de detecgao pelos primers Gll disponiveis, ou até mesmo pela real predominancia
mundial de PBV-Gl em comparacao ao Gll (GANESH et al., 2012). Além disso, muitas
sequéncias disponiveis tém tamanho inferior ao obtido neste estudo. Para maior
confiabilidade das analises, foram comparadas e alinhadas apenas sequéncias com

um tamanho minimo de 356 nucleotideos.
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A identidade nucleotidica e de aminoacidos entre as estirpes de PBV-GI
avaliados neste estudo, variou de 43 a 98% e 27 a 100%, respectivamente. Observa-
se na arvore filogenética a diversidade genética entre PBVs detectados em humanos,
em diferentes localidades, bem como a identidade entre estirpes de diferentes
espécies, como humanos e suinos. A amostra H_04 apresentou 98% de identidade
nucleotidica com amostra de PBV suino (JN176315) da China. Da mesma forma,
analises anteriores realizadas em amostras de humanos, apresentaram valores de
identidade de nucleotideos semelhantes, quando alinhadas a estirpes de PBV suino
e equino, variando de 85 a 100% (CARRUYO et al., 2008; GANESH et al., 2010;
GANESH et al., 2011; GIORDANO et al., 2011).

Embora ndo tenhamos conseguido sequéncias de qualidade no hospedeiro
suino, a completa homologia das sequéncias parciais de aminoacidos deduzidos
oriundas de PBV de espécies heterélogas (FIGURA 4), sugerem a transmissao
interespécie, envolvendo estirpes de diferentes localizagdes geograficas, e isoladas
em diferentes épocas. Resultados semelhantes foram observados em estudos
anteriores (BANYAI et al., 2008; CARRUYO et al., 2008; GIORDANO et al., 2011 e
GANESH et al., 2010).

As amostras de PBV suino JN176312, JN176313 e JN176315 sé&o
provenientes de trato respiratério dos animais. Seu agrupamento com estirpes
provenientes de amostras de fezes expande o conhecimento sobre o tropismo do virus
(SMITS et al., 2011).

4.5 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que a infeccdo pelo PBV esta amplamente
distribuida em hospedeiros suinos de diferentes categorias e diferentes granjas de
criacdo comercial, sendo a categoria de fémeas lactantes a mais acometida. Foi
evidenciada também a circulagdo do virus nos humanos contactantes com estes
animais. Nao foi possivel investigar o potencial zoonético de amostras de humanos e
suinos com vinculo epidemiolégico, contudo, a analise filogenética da sequéncia de
PBV humano com estirpes de outras espécies animais revelou alta identidade,
sugerindo esta hipotese, como demonstrado anteriormente por outros autores.

Este é o primeiro estudo a realizar a investigagdo do PBV em hospedeiros

suinos e humanos contactantes simultaneamente, para avaliar aspectos moleculares
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do virus e elucidar topicos sobre a possibilidade de transmissao interespécie e o
potencial zoondtico do PBV, sendo descrita a primeira detec¢gao do PBV genogrupo |l
em suinos e humanos no Brasil.

A compreensdo da epidemiologia do virus pode esclarecer sua patogenia e
sua influéncia na saude ocupacional. Para isso, deve-se manter uma vigilancia

rigorosa da circulagéo viral, principalmente utilizando novas técnicas moleculares.
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5 CONCLUSAO GERAL

1. Ainfeccao pelo Picobirnavirus (PBV) em hospedeiros suinos esta amplamente
disseminada em todas as granjas investigadas neste estudo.

2. O PBV foi detectado em humanos contactantes com os suinos em duas das
quatro granjas investigadas, as quais tiveram frequéncias elevadas de PBV nos
suinos.

3. As técnicas empregadas foram eficientes para identificar o virus, com
frequéncias que variaram de 28,4% e 42,6% em suinos, e 41,6% e 8,3% em
humanos, por eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e RT-PCR para o
genogrupo |, respectivamente.

4. Suinos de todas as categorias (leitdes, fémeas em lactagao, fémeas gestantes
e animais doentes/descarte) foram susceptiveis a infeccéo pelo PBV, sendo
mais acometida a categoria de fémeas em lactagdo, com detecg¢ao de 44,8%
pela EGPA e 43,7% pela RT-PCR.

5. E o primeiro relato de deteccdo de PBV genogrupo Il no Brasil, pela técnica
RT-PCR convencional, provenientes de um hospedeiro suino e um humano
contactante.

6. A analise filogenética da sequéncia de PBV humano do genogrupo I
demonstrou alta identidade de nucleotideos e de aminoacidos com isolados de

PBV de suinos e de macaco rhesus.

Este é o primeiro estudo a realizar a investigagdo do PBV em hospedeiros
suinos e humanos contactantes simultaneamente, para avaliar aspectos moleculares
do virus e elucidar topicos sobre a possibilidade de transmissao interespécie e o

potencial zoonético do PBV.
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Apéndice H: Solucdes e tampdes utilizados para detecgao do Picobirnavirus
pelas técnicas eletroforese em gel de poliacrilamida e RT-PCR.

o Hidratagao da silica

-60g de silica

-Adicionar 500ml de agua MilliQ autoclavada

-Agitar lentamente e manter em repouso durante 24h
-Por succéo, desprezar 430mL do sobrenadante
-Ressuspender a silica em 500mL de agua bidestilada
-Manter em repouso durante 5h para sedimentar
-Desprezar 440mL do sobrenadante

-Adicionar 600uL de HCI (32% w/v) para ajustar o pH (pH=2,0)
-Aliquotar e autoclavar

o Fenol/cloroférmio-alcool isoamilico

-25 mL fenol saturado

-24 mL cloroférmio

-1 mL alcool isoamilico

Obs: Apds a mistura deixar a solugao em repouso (solugao bifasica)
o Solugao L6

- 120 g de tiocianato de guanidina

- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

-22 mL de EDTA 0,2 M pH 8,0

- 2,6 g de Triton x 100

o Solugéao L2

- 120 g de tiocianato de guanidina

- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

o Tampao de amostra para eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA)

- 0,2 mL de azul de bromofenol 1%

- 6,0 mL de SDS 10%

-1 mL de 2-mercaptoetanol

-2,5mL de TRIS-HCI 0,5 M



o Tampao de corrida para EGPA

-30 gde TRIS (0,24 M)

- 14,4 g de acido aminoacético (glicina) (NH2CH2COOH) (0,19 M)
- Agua bidestilada q.s.p. 1 litro

. SDS 10%

- 5 g dodecilsulfato de sédio — Lauril sulfato de sédio — SDS
- Agua MilliQ autoclavada q.s.p. 50 mL

o Lower TRIS pH 8,8 para confeccao do gel inferior da EGPA
- 36,34 gde TRIS (1,5 M)

- Agua bidestilada g.s.p. 200 mL

o Upper TRIS pH 6,8 para confecgdo do gel superior da PAGE
-12,12 g de TRIS (0,5 M)

- Agua bidestilada q.s.p 200 mL

o Solucao Acrilamida / Bisacrilamida

- 1,3 g de bisacrilamida

- 50 g de acrilamida

- Agua bidestilada g.s.p 100 mL

o Solucao fixadora para EGPA

- 30 mL de alcool etilico absoluto

- 1,5 mL de acido acético

- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

o Solugao de nitrato de prata para EGPA

- 0,55 g de nitrato de prata

- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

o Solugao reveladora para EGPA

- 9 g de hidréxido de sodio

- 2,5 mL de formaldeido

- 0,06 g de borohidreto de sédio

- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

o Solugao stop da coloragao para EGPA

- 15 mL de acido acético P.A.

- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

88



o Solugao conservadora para EGPA

- 15 mL de alcool etilico P.A.

- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

o Gel inferior (7,5%) ou gel de resolugao da EGPA
-5 mL de Lower TRIS

- 3 mL de acrilamida/bisacrilamida

-50 yL de TEMED

- 0,56 de mL persulfato de aménio 2%

- 11,44 mL de agua bidestilada

o Gel superior (3,5%) ou gel de empilhamento da EGPA
- 2,5 mL de Upper TRIS

- 1 mL de acrilamida/bisacrilamida

- 100 yL de TEMED

- 0,60 mL de persulfato de aménio 2%

- 6,20 mL de agua bidestilada
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Apéndice I: Protocolos utilizados para detecgao do Picobirnavirus pelas técnicas
eletroforese em gel de poliacrilamida e RT-PCR.

o Suspensao fecal — Extragao bruta

- 100ul do extrato fecal

- 1 ml de tampao TRIS/Ca++ 1x

(Para amostras muito liquidas estabelecer a propor¢ao 1:2)
- Homogeneizar

- Centrifugar 5 min a 3.000 rpm.

- Recolher sobrenadante

- Identificar e estocar em frascos a 4° C

o Extracdo do RNA: associagao das técnicas fenol/cloroférmio —
alcool isoamilico e silical isotiocianato de guanidina

- 450pl da suspenséo fecal

*C + 250ul suspenséo fecal +200ul AGUA AUTOCLAVADA
*C —450ul de tampéao TRIS/Ca++ 1x

- 50ul de SDS a 10%

- Vortexar

- Banho-maria por 30 minutos 56° C

- Adicionar 500ul de Fenol/Cloroférmio- alcool isoamilico — Temperatura
ambiente.

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria a 56° C durante 15 min.

- Centrifugar a 10.000 RPM/15 min.

- Recolher sobrenadante em outro microtubo

- 40yl de silica hidratada

- 500ul de solucéo L6

- Homogeneizar em vortex

- Agitar durante 30 min

- Armazenar em geladeira overnight

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar a 10.000 RPM durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante em solugao contendo NaOH 10M
- Adicionar 250ul de solugao L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 RPM durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante em solugao contendo NaOH 10M
- Adicionar 250ul de solugéo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 RPM durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante em solugao contendo NaOH 10M
- Adicionar 1 mL de etanol a 70 %

- Homogeneizar em vortex



- Centrifugar a 10.000 RPM durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante

- Adicionar 1 mL de etanol a 70 %

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 RPM durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante

- Adicionar 1 mL de acetona PA

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar a 10.000 RPM durante 1min.

- Desprezar sobrenadante

- Secar o pellet em banho-maria a 56 ° C durante 15 min. (tubo aberto)
- Adicionar 50ul de agua DEPC autoclavada

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria a 56° C durante 15 min. (tubo fechado)
- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar a 10.000 RPM durante 2 min.

- Recolher sobrenadante em microtubo de 500ul

- Estocar a -20°C

o RT-PCR para amplificagao do PBV Genogrupo |
-Desnaturacao:

-6ul RNA

-2uL Primer Pico B25

-2uL Agua

-RT-PCR

-5uL Buffer M-MLV 5x
-1uL DNTP

-0,6uL M-MLV

-8,4uL Agua

-PCR

-5ulL Buffer 10x

-2uL MgCl2

-4uL DNTP

-1uL Primer Pico B25
-2uL Primer Pico B43
-0,5uL Taq Polimerase
-10,5uL Agua
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o RT-PCR para amplificagao do PBV Genogrupo I
Desnaturacdo B23+B24

6uL RNA

2uL Primer B23

2uL Primer B24

RT-PCR

5uL Buffer 5x
1uL DNTP
0,6uL M-MLV
8,4uL Agua

PCR

5uL Buffer 10x
2uL MgCl2

4uL DNTP

1uL Primer B23
1uL Primer B24
0,5uL Taq
11,5uL Agua

o Condigoes do termociclador para RT-PCR Genogrupos l e ll

o Desnaturagdo: 94°C/6min (retirar do termo quando completar 5min
e levar ao banho de gelo por 5min)
. RT-PCR:

-37°C/50min

-70°C/15min

-4°C -> at store

o PCR:

-94°C/2min

-94°C/1min

-50°C/1min 40 x

-72°C/1min

-72°C/7min

-4°C -> at store
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o Montagem das placas de eletroforese e aplicagao das
amostras:

- Placas de vidro, espagadores e pente: lavar com agua e sabao, secar e
limpar com alcool.

- Montar as duas placas de vidro separadas pelos espacadores inferiores
e laterais.

- Fixar as placas com grampos

- Selar as extremidades com agar 2%.

- Adicionar gel inferior (gel de resolug¢ao) e aguardar a polimerizagao

- Adicionar o gel superior (gel de empilhamento)

- Introduzir o pente para formacgao das canaletas

- Aguardar polimerizagao

- Ap6s completa polimerizagao do gel, fixar cuidadosamente as placas a
cuba de eletroforese.

- Adicionar tampao de corrida nos reservatoérios superior e inferior da cuba.
- Retirar espacador inferior € o pente

- Adicionar amostras nas canaletas — amostras: aliquotar 15 pL de
amostra de RNA + 3uL de tampao de amostra - em microtubo novo -
banho-maria 56°C por 15 minutos.

- Apds adicao de todas as amostras, ligar a fonte da eletroforese e ajustar
a corrente (inicialmente manter em 60V a 20mA; aumentar a corrente para
100V apds a migracao das amostras para o gel inferior).

- Aguardar a corrida eletroforética mediante visualizagado da migragao do
corante azul de bromofenol proximo ao limite inferior do gel de
poliacrilamida

o Coloracao do gel de poliacrilamida

- Apos a eletroforese, transferir o gel em um recipiente e submergir em
solugédo fixadora por 30 minutos (o gel pode permanecer por mais tempo
nesta solucao)

- Desprezar solugao fixadora

- Adicionar a solugao contendo o corante nitrato de prata. Deixar o gel por
30 minutos nesta solugéo, sob agitagdes periddicas

- Desprezar a solugao corante; lavar o gel 2 vezes com agua destilada

- Adicionar a solucéao reveladora

- Manter o gel na solugao reveladora até visualizagdo das bandas

- Apoés visualizacdo das bandas, interromper a revelacao pela adicdo da
solugao STOP por 15 minutos, no minimo

- Manter o gel em solugéo conservadora até a secagem.

o Corrida produto amplificado em gel de agarose:

- Gel de agarose 2% (2g de agarose para 100ml de Tampao)
- Distribuir 2uL de tampao amostra em Parafilm

- Padrdo molecular 0,7uL+2uL de tamp&o amostra



94

- Amostras 4uL+ 2uL de tampao amostra

- Aplicar amostras nas canaletas do gel agarose

- Colocar o gel na cuba de eletroforese, coberto por tampao TRIS/Ca++
1x

- Ligar a fonte da eletroforese e ajustar a corrente (100V a 20mA).

- Aguardar a corrida eletroforética mediante visualizagdo da migragéao do
corante azul de bromofenol proximo ao limite inferior do gel de agarose.

o Coloracao gel agarose apos corrida

- Manter gel imerso por 30 minutos em solugdo contendo brometo de
etidio

- Realizar enxague do gel em agua destilada

- Visualizagao do resultado colocando o gel sob luz ultravioleta



