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RESUMO

O Picobirnavirus (PBV) constitui um grupo de virus emergentes pertencente a
familia Picobirnaviridae. Sdo virus com capsideo icosaédrico, genoma formado por
dois segmentos de RNA fita dupla, que podem infectar uma ampla gama de
hospedeiros. Embora o virus tenha sido detectado em animais com diarreia,
alguns estudos tém sugerido que o PBV ndo possua uma relacao etiolégica com a
diarreia, mas com diversas condicbes de imunossupressao que favorecem a
replicacdo e excrecao viral. Esse estudo relata a ocorréncia de PBV em hospedeiros
ovinos a partir de amostras fecais provenientes de um rebanho com aptiddo para
corte e a caracterizacdo molecular dos isolados. Foram analisadas 100 amostras de
fezes representativas de diferentes idades e categorias animais do rebanho. O PBV
foi detectado em 5% (5/100) e 62% (62/100) das amostras pelas técnicas
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e RT-PCR, respectivamente. Todas
as amostras PBV positivas na EGPA apresentaram o perfil “large profile”. Os
produtos amplificados baseados na sequéncia parcial do gene RdRp foram
caracterizados como genogrupo | do PBV (PBV-GI) apés o sequenciamento
gendmico. A analise filogenética dos seis isolados de PBV ovino detectados neste
estudo demonstrou alta heterogeneidade, apresentando maior identidade com PBV
isolado de espécies heterdlogas, (suinos e dromedario) ou detectado em efluentes
de aguas residuais urbanas em estacfes de tratamento. Este é o segundo relato de
deteccédo do PBV em ovinos no mundo e o primeiro a demonstrar a alta prevaléncia
do virus em um rebanho ovino de exploracdo econdmica, incluindo a caracterizacado
molecular dos isolados.

Palavras-chave: Picobirnavirus, ovino, EGPA, RT-PCR.



ABSTRACT

DETECTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF PICOBIRNAVIRUS IN
SHEEP HOST

Picobirnavirus (PBV) constitutes a group of emerging viruses belonging to the
Family Picobirnaviridae. They are viruses with an icosahedral capsid and a genome
formed by two double stranded RNA segments, which can infect a wide range of
hosts. Although the virus has already been detected in animals with diarrhea, some
studies have suggested that PBV does not have an etiologic relationship with
diarrhea, but with several immunosuppressive conditions that favor viral replication
and excretion. This study reports the occurrence of PBV in sheep hosts from fecal
samples from a herd with meat production and the molecular characterization of the
isolates. A hundred representative stool samples of different ages and animal
categories of the herd were analyzed. PBV was detected in 5% (5/100) and 62%
(62/100) of the samples by polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and RT-PCR,
respectively. All PBV positive samples in PAGE presented the "large” profile.
Amplified products based on the partial sequence of the RdRp gene were
characterized as PBV genogroup | (PBV-GI) after genomic sequencing. The
phylogenetic analysis of the six isolates of ovine PBV detected in this study
demonstrated high heterogeneity, presenting a higher identity with PBV isolated from
heterologous species (swine and dromedary) or detected in urban wastewater in
treatment plants. This is the second report of detection of PBV in sheep in the world
and the first to demonstrate the high prevalence of the virus in a sheep herd of
economic exploitation, including the molecular characterization of the isolates.

Keywords: Picobirnavirus, sheep, PAGE, RT-PCR.
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1 INTRODUCAO GERAL

Picobirnavirus (PBV) é o Unico género pertencente a familia Picobirnaviridae
(DELMAS, 2011). Sao considerados virus emergentes, ndo envelopados, com
capsideo icosaédrico cuja nomenclatura baseia-se nas caracteristicas estruturais do
virus: o prefixo “Pico” refere-se ao pequeno tamanho do virion (35-40 nm de diametro)
e “birna” devido ao RNA de cadeia dupla bi-segmentado do genoma viral (PEREIRA
et al., 1988a).

Apesar de inumeros relatos da presenca do virus em amostras fecais diarreicas
das diferentes espécies hospedeiras, a participacdo do PBV como agente causal das
diarreias € ainda bastante controversa. (HAGA et al., 1999; KYLLA et al., 2017;
MASACHESSI et al., 2007; PEREIRA et al., 1988a; SUN et al., 2016; WANG et al.,
2007).  Alguns estudos epidemioldgicos realizados em humanos e suinos
principalmente, tém refutado essa associacdo, caracterizando-o como um virus de
carater oportunista em condicdes de imunossupressao (induzida ou fisiolégica) do
hospedeiro (GIORDANO et al., 1999; MARTINEZ et al., 2010; VALLE et al., 2001).

N&o esta evidente se a epidemiologia do PBV € influenciada pela restricdo das
espécies hospedeiras ou se 0s animais podem atuar como reservatorios de infeccéao
para humanos. Considerando a ndo adaptacao do PBV em culturas celulares in vitro,
as propriedades antigénicas e os mecanismos de patogenicidade viral ainda sao
pouco esclarecidos (NATES, GATTI e LUDERT, 2011). Desta forma, os estudos mais
recentes tém recorrido as técnicas moleculares de caracterizacdo genbémica que
possam elucidar os aspectos de variabilidade genética e de transmissao interespécie
(BANYAI et al., 2008; CARRUYO et al., 2008; FREGOLENTE et al., 2009; GANESH
et al., 2010; GANESH et al., 2011).

Desde sua primeira deteccdo em amostras fecais de criancas, a ocorréncia de
PBV tem sido relatada em diversas espécies distribuidas mundialmente como:
mamiferos terrestres e aquaticos, aves e répteis (GANESH, MASACHESSI e
MLADENOVA, 2014; KATTOOR et al., 2016; PEREIRA et al., 1988a). Entretanto, na
espécie ovina, o PBV foi detectado nas fezes de um anico animal na Espanha e até
nosso conhecimento sao inexistentes estudos que tentam elucidar o comportamento

do virus dentro de um rebanho de exploragédo econdmica (MUNOZ et al., 1996).
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Diante do exposto, o escopo deste estudo € investigar a ocorréncia de PBV em
hospedeiros ovinos com aptidao para corte e avaliar a frequéncia de distribuicdo da

infeccéo entre as diferentes categorias animais.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROPRIEDADES GERAIS DO PICOBIRNAVIRUS

O género Picobirnavirus (PBV) constitui um grupo de virus emergentes,
distribuidos em todo mundo e que infectam uma ampla variedade de hospedeiros
vertebrados, inclusive humanos (GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014).

Inicialmente o PBV foi classificado na familia Birnaviridae (PEREIRA et al.,
1988a). Entretanto, pesquisas posteriores mostraram que o PBV ndo compartilhava
propriedades fisico-quimicas ou similaridade genética com os virus dessa familia e
assim foi classificado como o Unico género pertencente a Familia Picobirnaviridae
(DELMAS, 2011).

O género PBV possui duas espécies classificadas pelo Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus (ICTV): Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus (DELMAS,
2011). A nomenclatura esta relacionada a sua estrutura: onde o prefixo “pico” faz
referéncia ao pequeno tamanho (35-40nm de diadmetro), “bi” por se tratar de um
genoma bissegmentado e “RNA” caracterizando a natureza do genoma viral
(PEREIRA et al., 1988a).

Os PBV séo virus nao envelopados, com capsideo icosaédrico que envolve
dois segmentos de RNA gendmico, denominados de segmento 1 (segmento maior)
com tamanho entre 2,2 a 2,7 kb, e segmento 2 (segmento menor) com tamanho
variando entre 1,2 a 1,9 kb. O tamanho dos segmentos gendmicos do PBV é estimado
com base no perfil de migracao eletroforética do genoma segmentado (11 segmentos)
de uma cepa padréo de rotavirus bovino (LUDERT et al., 1991).

A organizacdo do genoma do PBV (FIGURA 1) é baseada a partir do primeiro
sequenciamento completo de PBV proveniente de uma crianca com gastroenterite na
Tailandia (WAKUDA, PONGSUWANNA e TANIGUCHI, 2005). O segmento 1
apresenta trés fases de leitura (ORF): a ORF1, com 39 aminoéacidos, a ORF2 com 224
aminoacidos, que codifica uma proteina hidrofilica sem funcdo conhecida e a ORF 3
gue expressa um precursor de uma proteina estrutural do capsideo viral com 590
aminoacidos. O segmento 2, apresenta somente uma ORF, responsavel por codificar
uma RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (DELMAS, 2011; WAKUDA,
PONGSUWANNA e TANIGUCHI, 2005).
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FIGURA 1 - Representacdo esquematica da organizacdo do genoma de PBV,
baseado na sequéncia completa de PBV em hospedeiro humano.

[Human picobirnavirus, PBV
Segment 1
48 165 B28 2484
1 ORF3
] ORF2 7525
157 B20
Segment 2
58 - 1648
| RdRp
1 1696

Fonte: DELMAS (2011)

Com base no sequenciamento gendémico e variabilidade genética do gene
RdRp (segmento 2), o PBV é classificado em genogrupos distintos: o genogrupo | (Gl)
e genogrupo Il (Gll) baseados nas estirpes de referéncia 1-CHN-97 e 4-GA-91,
respectivamente. Ambas correspondem aos PBV detectados em amostras fecais de
humanos e apresentam identidade entre 17-28% para sequéncia deduzida de
aminoacidos (BANYAI et al., 2003; ROSEN et al., 2000). Recentemente, um estudo
realizado na Holanda demonstrou baixa identidade (19,4 a 26,1%) de aminoacidos do
gene que codifica a RdRp de PBV humanos quando comparado com oS genogrupos
| e Il, sugerindo a incorpora¢do de um novo genogrupo (genogrupo Ill) na classificacao
do PBV (SMITS et al., 2014).

De acordo com o perfil de migracdo dos dois segmentos de RNA em
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA), o PBV também pode ser classificado
em dois padrdes: Perfil “small profile” e Perfil “large profile”. No large profile, os
tamanhos estimados do maior e menor segmento correspondem a 2,7kb e 1,9 kb,
respectivamente. Considerando o small profile, 0 segmento 1 tem 2,2 kb e o segmento
2 tem 1,2 kb, aproximadamente (GANESH et al., 2012; GATTI et al., 1989; MALIK et
al., 2014).
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FIGURA 2 - Perfis eletroforéticos de PBV large profile
(linha 3) e small profile (linha 7) visualizados pela
técnica eletroforese em gel de poliacrilamida
comparados com o perfil de migracdo do rotavirus
bovino A (linhas 1 e 4).

Fonte: TAKIUCHI et al., (2016)

A nomenclatura oficial para caracterizar o PBV foi proposta em 2009, iniciando
com a especificacdo do genogrupo (Gl ou Gll), seguido por PBV, espécie hospedeira,
pais de isolamento (abreviado em trés letras), identificacdo da amostra e ano de
isolamento; todas as informacbes separadas por barras. O exemplo
GI/PBV/human/CHN/1-CHN 97/1997 refere-se a amostra 1-CHN97, isolada de uma
crianca na China, em 1997, e que foi caracterizada como PBV-GI (FREGOLENTE e
GATTI, 2009).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

O primeiro relato de ocorréncia do PBV data de 1988 no Brasil (PEREIRA et
al., 1988a), que foi constituido como um achado ocasional durante a investigacédo do
rotavirus em fezes diarreicas de criancas pela técnica EGPA. Desde entédo, o PBV tem
sido detectado em fezes de humanos de diferentes localizacbes geograficas do
mundo, além de diversas espécies animais, incluindo mamiferos, aves e répteis,
utilizando técnicas de EGPA, RT-PCR e mais recentemente a metagendmica. A
representacdo da deteccdo de PBV em fezes de diversos hospedeiros distribuidos

pelo mundo todo estéo listadas na Tabela 1.
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TABELA 1 - Trabalhos de deteccéo de PBV em fezes coletadas de diferentes espécies animais de
acordo com a localidade e método diagndstico:

Espécie animal Pais Técnica diagndstica Referéncia
Animais de cativeiro Argentina EGPA (MASACHESSI et al., 2007)
Bovinos Russia EGPA (VANOPDENBOSCH e WELLEMANS, 1989)
Bélgica EGPA (VILLACORTA et al., 1991)
Brasil EGPA (BUZINARO et al., 2003)
India EGPA/RT-PCR (MALIK et al., 2013)
Brasil EGPA/RT-PCR (TAKIUCHI et al., 2016)

Cées Brasil EGPA (VOLOTAO et al., 2001)

Brasil EGPA (COSTA et al., 2004)
Brasil EGPA/RT-PCR (FREGOLENTE et al., 2009)

Cobra Brasil EGPA/RT-PCR (FREGOLENTE et al., 2009)

Coelhos Reino Unido EGPA (GALLIMORE, LEWIS e BROWN, 1993)
Venezuela EGPA (LUDERT et al., 1995)
Reino Unido EGPA/RT-PCR (GREEN et al., 1999)
Equinos Gré Betanha e EGPA (BROWNING et al., 1991)
Irlanda
Estados Unidos Metagen6mica (LI et al., 2015)
Frangos Brasil EGPA (ALFIERI et al., 1988)
Brasil EGPA (LEITE et al., 1990)
Brasil EGPA/ RT-PCR (RIBEIRO SILVA et al., 2014)
Brasil EGPA (TAMEHIRO et al., 2003)
Gato Portugal Metagen6mica (NG et al., 2014)
Le&o marinho Hong Kong EGPA RT-PCR (WOO et al., 2012)

Lobo Portugal RT-PCR (CONCEICAO-NETO et al., 2016)
Macaco China EGPA (WANG et al., 2012)
Morcego Hong Kong RT-PCR (WOO et al., 2016)
Ovinos Espanha EGPA (MUNOZ et al., 1996)

Pantera, onca, puma Uruguai EGPA (GILLMAN, SANCHEZ e ARBIZA, 2013)

Perus Estados Unidos Metagenbmica (DAY et al., 2010)

Raposa vermelha Holanda EGPA/RT-PCR (BODEWES et al., 2013)
Ratos Brasil EGPA (PEREIRA et al., 1988b)
Brasil EGPA/ RT-PCR (FREGOLENTE et al., 2009)
Suinos Brasil EGPA (GATTI et al., 1989)
Brasil EGPA (ALFIERI et al., 1994)
Hungria EGPA/ RT-PCR (BANYAI et al., 2008)
Venezuela EGPA/ RT-PCR (CARRUYO et al., 2008)
Argentina EGPA/RT-PCR (GIORDANO et al., 2011)
Tamandua bandeira Brasil EGPA (HAGA et al., 1999)
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Existem varios relatos de PBV em humanos distribuidos pelo mundo, com
frequéncias que variam de 0,09% (GIORDANO et al., 2008) a 13% (GALLIMORE et
al., 1995). J4 em animais, as frequéncias podem chegar até 65% em suinos (BANYAI
et al., 2008), 49,4% em frangos (RIBEIRO SILVA et al., 2014), 14,3% em equinos
(GANESH et al., 2011), 8,3% em bovinos (TAKIUCHI et al., 2016) e 1,8% em caninos
(COSTA et al., 2004). As diferencas nas frequéncias observadas estao relacionadas
principalmente a técnica utilizada, o local e periodo de estudo, condi¢cfes adversas do
hospedeiro (imunossupresséao, estado fisioldgico), espécie analisada e o tamanho da
amostragem (NATES, GATTI e LUDERT, 2011).

O PBV tem sido relatado tanto em individuos com diarreia (KYLLA et al., 2017;
SUN et al., 2016) como em individuos assintomaticos (FREGOLENTE et al., 2009;
HAGA et al., 1999; MASACHESSI et al., 2007; PEREIRA et al., 1988a; WANG et al.,
2007). Entretanto, alguns trabalhos realizados para investigar a associagdo de PBV
com gastroenterite apresentaram resultados contraditérios (MALIK et al., 2014).

Gatti et al., (1989) foram os primeiros autores a tentar esclarecer a relacédo do
PBV como agente etioldgico de diarreia em animais. Analisando as amostras de fezes
pela EGPA, 15,3% das amostras PBV positivas eram diarreicas e 9,6% apresentavam
consisténcia normal. Em contraste, Ludert et al., (1991) relataram 11,1% de
positividade, porém sem demonstrar a associacdo de infeccdo do PBV com diarreia.
Martinez et al., (2010) detectaram o PBV em 21,13% das amostras fecais de suinos,
das quais 98% tinham consisténcia normal. Em aves, a deteccédo de PBV foi mais
frequentemente relatada em fezes de consisténcia pastosa (ALFIERI et al., 1988;
RIBEIRO SILVA et al., 2014; TAMEHIRO et al., 2003).

Diferente das pesquisas envolvendo PBV em humanos e suinos, os estudos
epidemioldgicos e moleculares para ruminantes de producdo ainda sdo escassos,
existindo apenas relatos na Bélgica, india e Brasil (BUZINARO et al., 2003; GHOSH
et al., 2009; MALIK et al.,, 2011; TAKIUCHI et al., 2016; VANOPDENBOSCH e
WELLEMANS, 1989). Considerando bovinos e bubalinos, as frequéncias de PBV
foram de 0,69% (4/576) (BUZINARO et al., 2003), 1,29% (1/78) (GHOSH et al., 2009),
3,67% (5/136) (MALIK et al., 2011) e 8,3% (24/289) (TAKIUCHI et al., 2016). Nesses
casos, a relacéo de PBV com a sindrome diarreica se manteve inconclusiva.

Em uma pesquisa realizada na Espanha, com o objetivo de estimar a
prevaléncia de diferentes enteropatégenos envolvidos na diarreia neonatal de

pequenos ruminantes, o PBV foi encontrado em 0,4% (1/226) de fezes de ovinos,
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utiizando EGPA como ferramenta diagnodstica. Nesse trabalho, Cryptosporidium
parvum foi o enteropatégeno mais frequente (45%), seguido de Escherichia coli (26%)
e rotavirus espécie A (2,1%) (MUNOZ et al., 1996). Até o momento, essa foi a Unica
deteccdo de PBV na espécie ovina.

Embora muitos relatos ndo evidenciarem o PBV como o agente etioldgico
primério da diarreia, fatores como imunossupressao, sindrome de estresse, doengas
clinicas concomitantes e condicdes ambientais adversas, foram apontados por
favorecer a replicacdo do PBV e estabelecer o aparecimento de sinais clinicos e uma
infeccéo persistente (GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014).

O PBV tem sido frequentemente associado a outros patégenos ja conhecidos
por causar diarreia em humanos e animais, como o rotavirus (ALFIERI et al., 1994;
BHATTACHARYA et al., 2007; GIORDANO et al., 2008), astrovirus, Salmonella
(BHATTACHARYA et al., 2007), calicivirus (BANYAI et al., 2003), Escherichia coli
(BARRETO et al., 2006), reforcando a hipétese de que ele atue como um agente
secundario e oportunista (NATES, GATTI e LUDERT, 2011).

Existem evidéncias de que o PBV esteja envolvido em quadros de
gastroenterite em individuos imunossuprimidos. Em humanos, foram observadas
frequéncias significativas de PBV em quadros de diarreia cronica em pacientes
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), além de observar periodos
prolongados de excrecédo viral (GIORDANO et al., 1998; GIORDANO et al., 1999;
GONZALEZ et al., 1998; GROHMANN et al., 1993). Individuos que foram submetidos
ao transplante renal e receberam tratamentos com imunossupressores também
excretaram o PBV nas fezes (VALLE et al., 2001).

J& em animais, a maior excrecdo do PBV nas fezes de suinos foi observada
em porcas no periodo gestacional e durante a lactacdo, sugerindo uma associa¢cao
com o estresse fisiologico. Além disso, foi relatado que a excrecdo do PBV é
prolongada e intermitente, sendo intercalada por periodos de excrecao viral alta, baixa
ou ausente nas fezes, e implicando na possivel participacdo dos suinos como
reservatorios do virus (MARTINEZ et al., 2010).

A interacdo virus-hospedeiro, bem como os fatores que facilitam a maior
excrecao viral em mamiferos e aves estdo sendo melhor compreendidas, gracas a
estudos epidemiolégicos longitudinais realizados na Argentina. Os resultados
demonstram que a infeccdo por PBV ocorre no inicio da vida dos hospedeiros,

caracterizando uma infeccao persistente, com padrao assintomatico que perdura até
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0 inicio da fase adulta (MARTINEZ et al., 2010; MASACHESSI et al., 2012). A fim de
investigar a manutengao da infecgdo por PBV durante a fase adulta, foi realizada
avaliacdo das fezes de um orangotango num periodo de trés anos, conferindo
periodos intercalados de excrecdo viral, detectados por EGPA e RT-PCR, com
periodos sem deteccdo (MASACHESSI et al., 2015).

Além disso, h4 varios relatos de excrecdo de PBV em animais (com e sem
diarreia) mantidos em cativeiro, sugerindo que o estresse provocado pelo isolamento
constitui um fator predisponente para a imunossupressdo e replicacdo viral
(FREGOLENTE et al., 2009; HAGA et al., 1999; MASACHESSI et al., 2007).

O PBV, desde a sua descoberta em 1988, foi considerado um virus
essencialmente entérico, visto que todos os trabalhos reportavam a detecg¢ao do virus
nas fezes (KATTOOR et al., 2016; PEREIRA et al., 1988a). Somente em 2011 foi
relatada a presengca de PBV Gl e Gll em amostras de swabs nasais de suinos
coletadas em abatedouros na China, Hong Kong e Sri Lanka (SMITS et al., 2011).
Posteriormente, foi realizada a detecgdo de PBV Gl em lavados traqueais em
humanos, expandindo o conhecimento sobre o tropismo do PBV. Entretanto, devido a
auséncia de sinais clinicos respiratorios, a participagado deste virus como patégeno
respiratorio primario permanece incerta (SMITS et al., 2012).

Na realizagdo de monitoramento ambiental, o PBV foi detectado em 100% dos
esgotos analisados antes do tratamento nos Estados Unidos e na China (ZHANG, et
al., 2015; SYMONDS, GRIFFIN e BREITBART, 2009). A analise dos mesmos esgotos
apds o tratamento, ainda detectaram o PBV em 33% das amostras. Ambos os
trabalhos mostraram que o PBV é potencialmente um indicador de contaminacéo fecal
(SYMONDS, GRIFFIN e BREITBART, 2009).

A andlise filogenética do segmento 2 de PBV detectado em humanos na india,
demonstrou maior homologia com PBV isolados de suinos na Hungria, com 85%-92%
de identidade para nucleotideos e 84%-95% de identidade para aminoacidos,
sugerindo que as estirpes de PBV humanas e suinas pertencem a um ancestral
comum (GANESH et al.,, 2010). Resultado semelhante foi encontrado quando
comparado ao PBV detectado em esgoto, que apresentou 83-100% de identidade com
sequéncias de PBV humanos e suinos (SYMONDS, GRIFFIN e BREITBART, 2009).
Em outra andlise realizada por Ganesh, et al., (2011), a comparacéo da sequéncia de
um PBYV detectado em equino revelou alta relacdo genética (> 98% de identidade de

nucleotideos) com uma amostra de PBV humana detectada na mesma regi&o da india.
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Essas informagfes sugerem a possibilidade de transmisséo interespécie e com
potencial zoonotico desse virus (GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014).

Assim como ja descrito com outros virus segmentados como o rotavirus e
influenzavirus, é possivel que ocorra o ressortimento de segmentos genémicos nos
casos de co-infeccbes com PBV de diferentes espécies hospedeiras. Isso foi
comprovado recentemente em PBV isolados de lobo, sendo que o segmento 1
apresentou maior homologia com PBV de suino e o segmento 2 com PBV de
dromedario (CONCEICAO-NETO et al., 2016).

Curiosamente, estudos tem demonstrado que sequéncias de PBV sao
relacionadas heterogeneamente dentro de uma propriedade, mas apresentam maior
similaridade com sequéncias de localidades distintas, mesmo considerando
populacdes homogéneas. Essa natureza heterogénea de PBV detectado em humanos
e animais distribuidos mundialmente, podem ser influenciados por uma fonte de
contaminag¢do comum, e somada com a capacidade de infec¢éo interespécie do virus,
consegue se disseminar rapidamente (BANYAI et al., 2008; CARRUYO et al., 2008;
RIBEIRO SILVA et al., 2014).

A alta variabilidade genética do PBV e sua capacidade de adaptacdo a uma
ampla gama de espécies hospedeiras, reforcam a necessidade de novos estudos
clinicos, epidemiolégicos e que avaliem principalmente os aspectos de saude publica
desta virose emergente (GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014; KATTOOR
et al., 2016; MALIK et al., 2014).

2.3 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A incapacidade de adaptacdo em culturas celulares in vitro e a falta de um
modelo animal permissivo para PBV, impede a preparacdo de insumos para o
desenvolvimento de testes imunodiagnésticos para deteccdo indireta de PBV
(FREGOLENTE et al., 2009). Dessa forma, o diagnostico fica limitado na detecgéo
direta de PBV pelas técnicas de microscopia eletrbnica, EGPA, RT-PCR e mais
recentemente a analise metagenémica.

No inicio das pesquisas a microscopia eletronica foi muito utilizada,
identificando particulas esféricas, com aproximadamente 35nm de diametro e
superficie icosaédrica caracteristicos de PBV (BUZINARO et al., 2003; GALLIMORE;
LEWIS; BROWN, 1993; HAGA et al., 1999; PEREIRA et al., 1988a).
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A caracteristica bissegmentada do genoma de PBV permite a sua detec¢éo
pela técnica de EGPA seguida pela coloragédo por nitrato de prata (PEREIRA et al.,
1988a). Considerada padrdo ouro para diagnostico de PBV, a EGPA ¢é altamente
especifica, e permite a caracterizacdo de PBV de acordo com a mobilidade
eletroforética dos segmentos do genoma viral. Contudo, € uma técnica pouco
sensivel, pois sdo requeridos altos titulos de excrecdo viral para visualizacdo do
genoma viral no gel de poliacrilamida (LUDERT et al., 1991).

A técnica de EGPA permite a separacdo dos dois segmentos genémicos de
RNA de acordo com o peso molecular, diferenciando os perfis de migracdo do PBV
em perfil small profile (Segmento 1 com 2,2 kb e segmento 2 com 1,2 kb) e perfil large
profile (segmento 1 com 2,7 kb e o segmento 2 com 1,9 kb). Para o diagnéstico de
PBV, sdo frequentemente utilizados genomas de rotavirus espécie A como
marcadores moleculares em géis de poliacrilamida, onde o segmento maior fica
ligeiramente acima do gene da VP2 e enquanto o segmento menor tem migragao entre
0s genes VP4 e NSP1 do rotavirus (GHOSH et al., 2009).

Grande parte das deteccdes de PBYV inicialmente foram realizadas através de
EGPA. No entanto, devido a baixa sensibilidade dessa técnica, a RT-PCR comecgou a
ser utilizada no inicio dos anos 2000 e aumentou a taxa de deteccdo em
aproximadamente 100 vezes em comparagdo com EGPA, e tem sido mundialmente
utilizada para deteccdo de PBV em diferentes espécies (ROSEN et al., 2000). Essa
técnica apresenta alta sensibilidade e especificidade e permite a diferenciacdo dos
PBV em Gl e GlI, além de possibilitar a caracterizacao genémica e analise filogenética
das amostras de PBV (FREGOLENTE et al., 2009).

E mais recentemente, com o advento da metagendémica, tem sido apresentada
a grande diversidade microbiana em fezes de humanos e animais (GANESH,
MASACHESSI e MLADENOVA, 2014). A principal vantagem dessa técnica, € que ela
permite a exploracédo das comunidades microbianas existentes na amostra estudada,
possibilitando inclusive, caracterizar genomas mistos de virus que nao sao cultivaveis,
como é o caso do PBV (ZHANG et al., 2006).

Diversos relatos tém demonstrado a presenca significativa do PBV na
microbiota fecal de diferentes hospedeiros (ANTHONY et al., 2015; BODEWES et al.,
2014; DAY et al., 2010; FINKBEINER et al., 2008). A utilizacdo da metagenémica em
uma pesquisa realizada em Bangladesh, encontrou 184 diferentes sequéncias de

virus de origem humana em fezes de macacos, dos quais 120 eram PBV. Dessa
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forma, a utilizacdo dessa técnica mostrou que o PBV esta presente de forma
abundante na microbiota animal e merece ser mais estudado (ANTHONY et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia de Picobirnavirus (PBV) em hospedeiros ovinos e
caracterizar molecularmente os isolados de PBV provenientes de um rebanho com

aptidao para corte no municipio de Toledo, Parana.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Detectar o genoma do PBV em fezes de ovinos utilizando as técnicas
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e RT-PCR;

e Avaliar a frequéncia e distribuicdo da infeccao pelo PBV de acordo com a idade,

condigéo clinica e categoria animal;

e Caracterizar molecularmente os isolados de PBV por meio do sequenciamento

e analise filogenética baseada na sequéncia parcial do gene RdRp do PBV.
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4 CAPITULO 1 - DETECCAO E CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
PICOBIRNAVIRUS EM HOSPEDEIRO OVINO

RESUMO:

O Picobirnavirus (PBV) constitui um grupo de virus emergentes pertencente a
familia Picobirnaviridae. Sdo virus com capsideo icosaédrico, genoma formado por
dois segmentos de RNA fita dupla, que podem infectar uma ampla gama de
hospedeiros. Embora o virus tenha sido detectado em animais com diarreia,
alguns estudos tém sugerido que o PBV néo possua uma relacao etiolégica com a
diarreia, mas com diversas condicbes de imunossupressao que favorecem a
replicacao e excrecdo viral. Esse estudo relata a ocorréncia de PBV em hospedeiros
ovinos a partir de amostras fecais provenientes de um rebanho com aptiddo para
corte e a caracterizagdo molecular dos isolados. Foram analisadas 100 amostras de
fezes representativas de diferentes idades e categorias animais do rebanho. O PBV
foi detectado em 5% (5/100) e 62% (62/100) das amostras pelas técnicas
eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) e RT-PCR, respectivamente. Todas
as amostras PBV positivas na EGPA apresentaram o perfil “large profile”. Os
produtos amplificados baseados na sequéncia parcial do gene RdRp foram
caracterizados como genogrupo | do PBV (PBV-GI) apés o0 sequenciamento
gendmico. A analise filogenética dos seis isolados de PBV ovino detectados neste
trabalho demonstrou alta heterogeneidade, apresentando maior identidade com PBV
isolado de espécies heterdlogas, (suinos e dromedario) ou detectado em efluentes
de aguas residuais urbanas em estacfes de tratamento. Este é o segundo relato de
deteccédo do PBV em ovinos no mundo e o primeiro a demonstrar a alta prevaléncia
do virus em um rebanho ovino de exploracdo econémica, incluindo a caracterizacao
molecular dos isolados.

Palavras-chave: Picobirnavirus, ovino, EGPA, RT-PCR.
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4.1 INTRODUCAO

Picobirnavirus (PBV) é o Unico género pertencente a familia Picobirnaviridae,
tendo sido reconhecidas apenas duas espécies pelo Comité Internacional de
Taxonomia dos Virus (ICTV): Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus (DELMAS,
2011).

Os PBV sao considerados virus emergentes, ndo envelopados, com capsideo
icosaédrico e genoma constituido por dois segmentos de RNA de fita dupla. O
segmento 1 (2,2 a 2,7 kb) codifica a proteina do capsideo e o segmento 2 (1,2 a 1,9
kb) a enzima viral RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) (NATES, GATTI e
LUDERT, 2011). De acordo com o padréo de migracédo dos segmentos genémicos em
eletroforese em gel de poliacrilamida (EPGA), o PBV é classificado nos perfis “large
profile” ou “small profile” (GANESH et al., 2012; GATTI et al., 1989; MALIK et al.,
2014). Devido a alta variabilidade genética do segmento 2 (RdRp), os PBV séao
caracterizados em genogrupo | (Gl) e genogrupo Il (GIl) (BANYAI et al., 2003; ROSEN
et al.,, 2000). Recentemente, foi proposta a inclusdo do genogrupo (Glll), apés a
deteccdo de PBV altamente divergentes em fezes diarreicas de humanos (SMITS et
al., 2014).

A participacdo do PBV como agente causal das diarreias € ainda controversa.
O virus tem sido detectado em individuos sintomaticos e assintomaticos com
frequéncias variadas nas populacdes estudadas. Estudos epidemiolégicos realizados
em humanos e em algumas espécies animais, como suinos e animais mantidos em
cativeiro, sugerem o carater oportunista das infec¢des pelo PBV em condi¢des de
imunossupressao fisioldgica ou induzida (MALIK et al., 2014).

Desde a primeira descricdo do PBV em amostras fecais de criancas (PEREIRA
et al., 1988), o virus ja foi detectado em uma ampla gama de hospedeiros, incluindo
mamiferos terrestres e marinhos, aves e répteis, bem como em aguas residuais
(GANESH, MASACHESSI e MLADENOVA, 2014). Na espécie ovina, ha apenas um
relato de deteccdo do PBV em um Unico cordeiro com diarreia na Espanha (MUNOZ
et al., 1996).

Considerando a ampla gama de hospedeiros, a alta variabilidade genética e
a escassez de estudos envolvendo PBV na espécie ovina, 0 objetivo desse estudo
foi investigar a frequéncia de ocorréncia do PBV e a distribuicdo da infecgcdo em uma

propriedade de criagcdo de ovinos localizada no municipio de Toledo, Parana. Este
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trabalho constitui-se no primeiro relato de caracterizacdo molecular de isolados de
PBV em hospedeiro ovino no mundo.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Localizacdo e descricdo do local de estudo: O estudo foi realizado em uma
propriedade de criacdo de ovinos com aptidao para corte, localizada no municipio de
Toledo, mesorregido Oeste do estado do Parand, nas coordenadas geograficas
24°42'51.736"S e 53°42'16.79"W. O plantel com aproximadamente 1.300 animais, é
predominantemente formado por ovinos oriundos do cruzamento entre as racas
Dorper e Santa Inés. O sistema de criacdo € em regime de pasto, sendo 0s animais
recolhidos em baias para receber a suplementacdo energético-proteica. Os animais
sdo mantidos em baias coletivas de alvenaria com piso de cimento forrado com cama
de maravalha. Os lotes em cada baia variam de acordo com a categoria animal
(matrizes, cordeiros, cordeiros recém desmamados, reprodutores, animais de
descarte e borregas) (Apéndice D). A baia dos cordeiros alojam animais com
diferentes idades variando entre 1 a 12 semanas de vida, além de alojar suas
respectivas matrizes. A baia de animais descarte corresponde aos ovinos com baixa
condicdo corporal ou com sinais de doenca crénica debilitante.

Amostras de fezes: A coleta de amostras foi realizada em duas datas distintas. A
primeira coleta, realizada em maio de 2016, compreendeu 33 amostras de fezes de
cordeiros que foram inicialmente avaliadas para investigar a ocorréncia do PBV na
espécie ovina. A segunda coleta, realizada em setembro de 2016, incluiu 67 amostras
provenientes de animais de diferentes categorias. Desta forma, a distribuicdo das 100
amostras incluidas neste estudo, por categoria animal, foi: matrizes entre 1,5 e 2 anos
de idade (n=8), cordeiros até 12 semanas (n=46), cordeiros recém-desmamados entre
12 e 16 semanas de idade (n=16), reprodutores entre 1 e 2 anos (n=10), animais de
descarte entre 1 e 2,5 anos (n=10) e borregas compreendendo fémeas entre 36
semanas a 1,5 anos de idade(n=10). As amostras foram coletadas diretamente da
ampola retal e foram classificadas quanto a consisténcia em liquidas a pastosas
(n=13) ou solidas (n=87). O presente projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana — Setor Palotina, sob o
Protocolo n°® 33/2016.

Extracdo bruta das fezes: As amostras foram diluidas em tampé&o pH 7,4 (Tris-HCI
0,089 mM /L, CaClz 0,15 mM/L, com concentracéo final de 10 a 20% (peso/volume),

homogeneizadas por agitagdo mecanica vigorosa, centrifugadas a 3.000 rpm por 5
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minutos, tendo o sobrenadante recolhido e submetido a extracdo do &cido nucleico
viral.

Extracdo de acido nucléico viral: Para a extracdo do acido nucléico viral foi utilizado
a associacdo das técnicas fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) e
silical/isotiocianato de guanidina, conforme descrita por Alfieri et al., (2006) com
adaptacdes. Aliquotas de 450 pL das suspensoes fecais diluidas em tampéo pH 7,4
foram tratadas com sodio dodecil sulfato (SDS) 1% e mantidas em banho-maria a
56°C por 30 minutos. Apos, foi adicionado igual volume da solucao fenol-cloroférmio-
alcool isoamilico, seguidos por agitacdo mecéanica, incubagdo em banho-maria a 56°C
por 15 minutos e centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos (SAMBROOK, FRITSCH
e MANIATIS, 1989). A fracdo aquosa obtida foi submetida ao tratamento com silica e
isotiocianato de guanidina, conforme descrito por Boom et al., (1990) com adaptacdes.
Os &cidos nucleicos extraidos foram eluidos da matriz de silica em 50 pL de agua
tratada com dietilpirocarbonato (DPEC) autoclavada e mantidos a -20°C até o
momento do uso. Para a certificacdo e validacdo dos procedimentos de extracao
realizados, foram incluidas aliquotas de agua DPEC como controle negativo e
amostras de fezes previamente triadas como positivas para rotavirus A bovino (RVA)
como controle positivo.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA): Os &acidos nucleicos extraidos foram
submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) a 7,5% seguida pela
coloracdo por nitrato de prata para a deteccdo e avaliacdo dos perfis eletroforéticos
do RNA bissegmentado do PBV, de acordo com metodologia descrita por Herring et
al., (1982) e Pereira et al., (1988).

RT-PCR para deteccéo de Picobirnavirus: Todas as amostras de fezes também
foram submetidas a RT-PCR. Foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores
(primers) PicoB25 (5 TGG TGT GGATGT 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).

Para a obtencdo do DNA complementar (cDNA), inicialmente, 3 yL do dsRNA
extraidos,1 pL do primer PicoB25 a concentracdo de 20 pmol (Invitrogen Life
Technologies) e 1 yL de agua ultrapura autoclavada foram incubados a 94°C por 5
minutos. ApGs esse periodo, as amostras foram imediatamente imersas em banho de
gelo por 5 minutos, seguido da adigdo de 7,5 pL de uma solugdo denominada RT-Mix
contendo 1 x RT buffer (250 mM Tris-HCI pH 8,3; 375 mM KCI; 15 mM MgCI2; 50 mM
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de dietiltreitol), 0,1 mM de cada dNTP (EasyGen®), 120 unidades da enzima M-MLV
Reverse Transcriptase (Promega) e agua ultrapura autoclavada para a obtencéo de
um volume final de 12,5 pL. A mistura foi incubada a 37° C por 50 minutos seguida de
etapa para inativacdo da enzima a 70° C por 15 minutos. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) foi realizada com a adi¢gao de 12,5 uL de solugdo PCR-Mix contendo
1x PCR buffer (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCL), 2 mM de MgCI2, 0,2mM de cada
dNTP, 0,5 pL do primer PicoB25 e 1 uL do primer PicoB45 a 20 pmol; 2,5 unidades
da enzima Platinum Tag DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies) e agua
ultrapura autoclavada para completar um volume final de 25 pL. A reacdo de
amplificacéo foi realizada em termociclador (MyGenie 96 Thermal Block (Bioneer))
com as seguintes condicfes de tempo e temperatura: uma etapa 94° C por 2 minutos,
seguida de 40 ciclos de 1 minuto a 94°C (desnaturacdo), 1 minuto a 50°C
(anelamento) e 1 minuto a 72°C (extensao). A etapa de extensao final ocorreu a 72°C
por 7 minutos (TAKIUCHI et al., 2016).

Andlise dos produtos da RT-PCR: Aliquotas contendo 4 pL 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 &cido bdérico; 2 mM EDTA), sob voltagem constante (100V)
durante aproximadamente 60 minutos. Em seguida, o gel foi corado em solugéo de
brometo de etidio 0,5 pg/mL para posterior visualizacdo dos amplicons em
transiluminador UV e fotodocumentacéo digital (Fotodocumentador L-Pix Touch —
Loccus).

Sequenciamento: Os produtos amplificados de 22 amostras foram purificados com
o kit PureLink® Quick Gel Extraction Kit (Invitrogen, 17 Carlsbad, CA, USA),
quantificados com fluorbmetro QubitTM (Invitrogen Life Technologies, USA) e
sequenciados com BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems®) no analisador genético automatico modelo ABI 3500 (Applied
Biosystems®), utilizando os primers foward e reverse.

Andlise 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.nlm.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 versdo 7.2.6.1. Para avaliacdo
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filogenética foram incluidas sequencias parciais do gene RdRp de PBV-GI isolados
de diferentes espécies hospedeiras e aguas residuais. A arvore filogenética foi
construida com o programa MEGA verséo 7.0 (KUMAR; STECHER e TAMURA, 2016)
utilizando o algoritmo Neighbor-Joining a partir de distancias estimadas pelo método
de Kimura 2 parametros. A robustez da inferéncia filogenética foi avaliada através do
método de bootstraping (com base em 1.000 réplicas). A amostra de referéncia do
PBV humano GIll (AF246940) foi utilizada como grupo externo (outgroup) para

enraizamento da arvore.

4.3 RESULTADOS

Das 33 amostras inicialmente coletadas para investigar a infeccdo pelo PBV
em hospedeiros ovinos, 4 (12%) revelaram-se positivas em EGPA e 20 (60,6%) por
RT-PCR. Confirmada a presenca do PBV, foi efetuada a segunda coleta abrangendo
diferentes categorias animais (n=67) para avaliar a distribuicdo da infeccdo do PBV
no rebanho. Assim, do total de 100 amostras de fezes de ovinos analisadas pela
EGPA, foi detectado o genoma bissegmentado do PBV em 5% (5/100) das amostras,
todas compativeis com o perfil “large profile” de PBV (FIGURA 1A).

Quando as amostras foram submetidas a RT-PCR, o fragmento esperado de
201 pb do gene RdRp do PBV-GI foi amplificado em 62% (62/100) das amostras,
incluindo as cinco amostras positivas pela EGPA (FIGURA 1B). A distribuicdo de PBV

de acordo com a categoria animal e técnica diagndstica esté indicada na TABELA 1.

TABELA 1 - Distribuicdo de amostras positivas para PBV de acordo com a categoria
animal e a técnica diagnéstica utilizada.

o
Categoria animal Idade amol\i,tras Amostras PBV positivas
coletadas EGPA (%) RT-PCR (%)
Cordeiros 1-12 semanas 46 4 (8,7%) 26 (56,5%)
Cordeiros recém desmamados 12 - 16 semanas 16 0 (0%) 9 (56,3%)
Reprodutores 1-2anos 10 0 (0%) 8 (80%)
Animais descarte 1-2,5anos 10 1 (10%) 7 (70%)
Borregas 36 semanas — 1,5 anos 10 0 (0%) 7 (70%)
Matrizes 1,5- 3 anos 8 0 (0%) 5 (62,5%)
Total 100 5 (5%) 62 (62%)

Fonte: o autor (2017).
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Das 62 amostras positivas para PBV, 11,3% (7/62) eram fezes com

consisténcia pastosa ou diarreica e 88,7% (55/62) possuiam consisténcia solida.

FIGURA 1 - Deteccdo de PBV em fezes de ovinos com aptiddo para corte
provenientes de uma propriedade localizada no municipio de Toledo, Parana. A)
Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) seguida pela coloracdo por nitrato de
prata. Linha 1. Perfil eletroforético de Rotavirus A bovino (controle positivo de
extracdo e EGPA); linhas 2 e 3: amostras PBV positivas perfil “large profile”; linha 4:
controle negativo. B) RT-PCR para amplificacdo de fragmento de 201 pb do gene
RdRp do PBV-GI. Linhas 1 e 12: Padrdo de tamanho molecular de 100 pb; Linhas 2,
4,5,7,9e 11: amostras PBV-GI positivas; Linhas 3, 6 e 8 amostras PBV-GI negativas;
Linha 10: controle negativo.
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Fonte: o autor (2017).

Das 62 amostras amplificadas por RT-PCR, foram selecionadas 22 amostras
gue geraram banda Unica de 201 pb e de boa intensidade para 0 sequenciamento
gendmico. Na andlise preliminar das sequéncias obtidas e confrontadas com outras
sequéncias depositadas em bancos de dados publicos, foi confirmada a identidade de
todos produtos amplificados como PBV-GI.

Entretanto, apenas 6 sequéncias apresentaram qualidade satisfatdria para
proceder a analise filogenética, sendo denominadas neste trabalho de OVI_05,
OVI_08, OVI_29, OVI_55, OVI_75 e OVI_93.

Para a construcdo da arvore filogenética, além das sequéncias obtidas nesse
estudo, foram utilizadas sequencias de PBV provenientes de outras espécies como
suinos, equinos, aves, humanos (agua residual de esgoto), dromedario, ledo marinho,
peru e bovino. Essas sequéncias estdo disponiveis nas bases publicas de dados e os

nameros de acesso de cada sequéncia estdo indicados na FIGURA 2.
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FIGURA 2 - Relacéo filogenética entre variantes genémicas de PBV-GI baseada em
201 nucleotideos do gene RdRp (segmento 2). As sequéncias obtidas neste estudo
estdo indicadas pelo simbolo e. A arvore filogenética foi construida utilizando o
método Neighbor-Joining, e 0 modelo evolutivo Kimura 2 parametros com 1000
repeticdes de bootstrap. Os valores de bootstrap séo indicados proximos aos nés. As
barras representam unidades de substituicdo por nucleotideo. A amostra AF246940,
referéncia para o PBV-GII, foi utilizada como grupo externo (outgroup) para
enraizamento da arvore.
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Fonte: o autor (2017).

A Andlise na matriz de identidade dos nucleotideos mostrou 72-99% de
identidade entre as amostras do presente estudo. Apenas as amostras OVI_75 e
OVI_93 foram posicionadas no mesmo ramo filogenético, apresentando uma
identidade de 99%, suportadas com alto valor de bootstrap (99%). As amostras
OVI_08 e OVI_29 apresentaram maior identidade (91,5% e 88% respectivamente)
com PBV detectado em suinos na China (KC846796 e KC846797). Ja a amostra
Ovi_05 apresentou 83% de identidade com PBV de dromedario (KM573801)
localizado num estudo realizados nos Emirados Arabes, enquanto a amostra OVI_55
apresentou maior similaridade (86%) com PBV humano detectado em aguas residuais
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de tratamento de esgoto (KJ135794 e KJ135854). A andlise da matriz de identidade
para todas as amostras esta apresentada no Apéndice A.

4.4 DISCUSSAO

A frequéncia de deteccdo do PBV de 60,6% (20/33) nas fezes de ovinos da
primeira coleta realizada, demonstrou a alta taxa de infecgdo em cordeiros de um
rebanho ovino com aptiddo para corte. Embora o PBV ja tenha sido detectado em uma
ampla gama de hospedeiros suscetiveis, ha apenas um relato de detec¢édo do virus
em um unico hospedeiro ovino no mundo (MUNOZ et al., 1996). No referido estudo, o
genoma do PBV foi detectado nas fezes diarreicas de um Unico animal entre os 226
cordeiros testados. Dessa forma, considerando a escassez de dados epidemioldgicos
nesta espécie, a segunda coleta deste estudo foi realizada para avaliar a distribuicéo
da infeccdo no rebanho, incluindo diferentes categorias animais. Ficou evidente que
a infeccdo pelo PBV estava amplamente disseminada no rebanho, sendo detectado o
genoma viral em 5% (5/100) e 62% (62/100) das amostras fecais por EGPA e RT-
PCR, respectivamente. Conforme demonstrado na Tabela 1, a infecgdo envolveu
todas as categorias animais (matrizes, cordeiros, cordeiros recém-desmamados,
reprodutores, borregas e animais de descarte), desde animais jovens (1 semana) até
adultos (2,5 anos). De forma semelhante, outros estudos também relataram a infeccéo
pelo PBV em suinos (CHEN et al., 2014; MARTINEZ et al., 2010); aves
(MASACHESSI et al., 2012; RIBEIRO SILVA et al., 2014) e humanos (SMITS et al.,
2014) em diferentes faixas etérias. Nossos resultados demonstram a alta
sensibilidade da RT-PCR quando comparada a EGPA para a detec¢do do PBV. Em
estudos que também utilizaram ambas as técnicas diagnésticas, as frequéncias de
deteccao variaram entre 4,59 a 27% com a utilizacdo da EGPA e 11,5 a 60% com a
RT-PCR, corroborando os nossos resultados (CARRUYO et al., 2008; KYLLA et al.,
2017; RIBEIRO SILVA et al., 2014). Embora a baixa sensibilidade da EGPA possa ser
considerado um fator limitante para o diagnostico do PBV, a positividade nesta técnica
evidencia a intensa replicacdo do virus no hospedeiro, resultando na excrecdo do
virus em altos titulos nas fezes. Considerando um estudo realizado com o rotavirus,
cujo genoma também é segmentado, o limite de deteccéo viral pela EGPA foi de 108
particulas por mL em fezes de criancas (KOHNO et al., 2000). Em nosso estudo, das

cinco amostras positivas pela EGPA, quatro eram de cordeiros (2 a 12 semanas) e
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uma proveniente de animal descarte (1,5 anos). Isso nos permite sugerir que a
replicacdo do virus é favorecida nos animais jovens ou com algum fator debilitante.
Portanto, consideramos vantajosa a realizacdo concomitante de EGPA e RT-PCR, ora
para tentar elucidar a patogenia do PBV, ora para estimar a real prevaléncia da
infeccéo.

Foi identificado apenas o perfil eletroforético “large profile” de PBV,
concordando com outros estudos que indicam a maior frequéncia de deteccao deste
perfil por EGPA (BHATTACHARYA et al., 2006; GHOSH et al., 2009; MALIK et al.,
2011; MALIK et al., 2013; TAKIUCHI et al., 2016). Além disso, as cinco amostras
identificadas como PBV ‘“large profile” foram amplificadas com sucesso pela RT-PCR
com o par de primers PicoB25/PicoB43 (ROSEN et al., 2000), que sao universalmente
utilizados para deteccdo do PBV-GI em diferentes espécies hospedeiras (MALIK et
al., 2014). Da mesma forma, BHATACHARYA et al. (2006) e TAKIUCHI et al. (2016)
também amplificaram apenas o PBV “large profile” com a este par de primer a partir
de amostras humanas e bovinas, respectivamente.

Considerando a possivel associacédo etioldégica do PBV com os quadros de
diarreia, ndo podemos inferir qualquer concluséo, pois a frequéncia de animais
diarreicos no momento da coleta foi de apenas 13% (13/100). Destas amostras
diarreicas, o PBV foi detectado em 53,8% (7/13). Embora ndo existam relatos de
distribuicdo do PBV na espécie ovina, estudos epidemioldgicos em outras espécies
como humanos, suinos e bovinos apresentam resultados contraditérios. Alguns
estudos descreveram a presenca do virus em fezes diarreicas (GATTI et al., 1989;
KYLLA et al., 2017; SUN et al., 2016), porém, a participacdo do PBV como agente
etiologico primario de diarreia ndo pode ser estabelecida uma vez que o virus também
tem sido detectado em fezes com a consisténcia normal (CARRUYO et al., 2008;
LUDERT et al., 1991; MARTINEZ et al., 2010; TAKIUCHI et al., 2016; WILBURN et
al., 2017). Porém, em nosso estudo ficou evidente a intensa replicacao e excrecao do
PBYV nas fezes de animais néo diarreicos, visto que, quatro dos cinco animais positivos
pela EGPA apresentaram fezes sélidas.

A historia natural da infecgdo por PBV ainda nédo esta totalmente elucidada,
mas estudos longitudinais realizados na Argentina, sugerem que o virus infecte seus
hospedeiros nas primeiras semanas de vida, estabelecendo uma infeccao persistente
e assintomatica, e perpetuando até a fase adulta com excrec¢des intermitentes
(MARTINEZ et al., 2010; MASACHESSI et al., 2012; MASACHESSI et al., 2015). Os
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mecanismos pelos quais as infecgbes persistentes sdo mantidas envolvem tanto a
modulacdo do virus, como principalmente a resposta imune do hospedeiro, nos
levando a acreditar que fatores como imunossupressdo, estresse e condicao
fisiolégica possam promover a maior excrecao viral, fazendo com que o virus seja
classificado como um agente secundario oportunista (MASACHESSI et al., 2015).

Em humanos, tem sido atribuido ao PBV o papel de agente oportunista em
individuos imunossuprimidos. Em pacientes infectados pelo virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV) e com quadro clinico de diarreia cronica, a frequéncia de deteccéo do
PBV foi significativamente maior em relagdo ao grupo controle (BHATTACHARYA et
al., 2006; GIORDANO et al., 1999; GONZALEZ et al., 1998; GROHMANN et al., 1993).
Essa caracteristica oportunista também foi observada em suinos, onde o maior
periodo de deteccdo do PBV correspondeu ao final da gestacéo e durante a lactacéo
em porcas, sugerindo que as condicfes de estresse fisioldgico ou gerados pelo
manejo dos animais podem favorecer a maior replicagéao e excrecgédo viral (MARTINEZ
et al., 2010). Além disso, também identificamos que a circulacédo do virus pode estar
vinculada a algumas falhas de manejo realizadas na propriedade. Entre essas falhas
incluem principalmente a mistura e superlotacdo de animais de diferentes faixas
etarias na mesma baia, e também apresentar uma rotatividade de animais muito
grande. Todos esses fatores ja foram evidenciados como fatores de risco para outros
virus entéricos como o rotavirus (FREITAS et al., 2011).

Levando em consideracdo a analise filogenética, 22 amostras previamente
positivas pela RT-PR para Gl foram encaminhadas para sequenciamento genético.
Na andlise inicial, comparando essas sequéncias com outras ja depositadas em
bancos publicos de dados, foi possivel a confirmacdo de que essas sequéncias
pertenciam ao gene RdRp do segmento 2 de PBYV identificando o PBV-GI. Porém,
apenas seis sequéncias (OVI_05, OVI_08, OVI_29, OVI_55, OVI_75 e OVI_93) foram
selecionadas por apresentar um valor minimo de 20 para todas as bases nucleotidicas
na avaliacdo do eletroferograma, e prosseguir com a analise filogenética.

Devido a escassez de trabalhos com PBV realizados na espécie ovina, a
analise filogenética foi realizada comparando as sequéncias adquiridas nesse trabalho
com as sequéncias obtidas de PBV de outras espécies. A construcdo da arvore
filogenética mostrou a formagéo de alguns grupos, mas ndo obedeceram a um padréo
de distribuicdo ou agrupamento de espécies. A identidade nucleotidica entre os

isolados de PBV ovino avaliados neste estudo, variou de 72,6% a 99%. Quando
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comparados com outras sequéncias de PBV de diferentes origens, a identidade de
nucleotideos variou entre 67,1 a 91,5%. (Apéndice A).

Apenas os isolados OVI_75 e OVI_93 foram agrupados no mesmo ramo
filogenético, apresentando 99% de identidade entre si. Curiosamente, as demais
sequéncias apresentaram uma maior identidade com espécies heterdlogas. As
amostras OVI_08 e OVI_29 demostraram 91,5% e 88% de identidade nucleotidica
com PBV isolados de suinos na China, respectivamente. J4 a amostra OVI_05
mostrou maior identidade (83%) com um PBV detectado em um dromedario,
localizado nos Emirados Arabes, enquanto a amostra OVI_55 ficou proxima de uma
sequéncia de PBV humano proveniente de 4gua residual de esgoto na China, com
86% de identidade. Os altos valores de bootstrap e a inclusdo de uma sequéncia de
PBV-GIl como outgroup suportam a inferéncia filogenética (FIGURA 2). Além disso,
foi inserida nesta andlise, a sequéncia de um isolado brasileiro de PBV bovino
(KP843617 GI/PBV/bovine/BRA/PBV18 PR/2014) recentemente reportado pelo
nosso grupo de pesquisa (TAKIUCHI et al., 2016). Naquele estudo, o PBV bovino
apresentou maior identidade (81%) com PBV detectado em peru (HM803965
GI/PBV/turkey/USA /MD-2010/2008). A repeticdo do resultado na atual anélise e com
alto valor de bootstrap (98) corrobora a robustez dos ramos filogenéticos. Vale
ressaltar que o isolado de PBV bovino apresentou 80% de identidade de nucleotideos
com a amostra OVI_75.

A arvore filogenética demonstrou a alta diversidade genética entre PBV
isolados de ovinos provenientes do mesmo rebanho. Entretanto, a homologia
observada entre PBV de espécies heterdlogas, sugere a possibilidade de transmissao
inter-espécie conforme ja foi mencionado por outros autores (BANYAI et al., 2008;
CARRUYO et al., 2008; FREGOLENTE et al., 2009). Andlises anteriores realizadas
em amostras de humanos na india foram alinhadas com estirpes de PBV suinos
isolados na Hungria, apresentando 85-92% de identidade para nucleotideos
(GANESH et al., 2010). Da mesma forma, um PBYV detectado em equino revelou mais
de 98% de identidade para nucleotideos com uma amostra de PBV humano, também
na india (GANESH et al., 2011). Essas informacdes sugerem a possibilidade de
transmissdo interespécie e o0 potencial zoonoético desse virus (GANESH,
MASACHESSI e MLADENOVA, 2014).

A heterogeneidade das sequéncias de PBV isoladas de uma mesma

propriedade pode ser explicada pelo tipo de material genético deste virus. Por se tratar



49

de um virus RNA com genoma bissegmentado, € possivel a ocorréncia de mutacdes
por ressortimento (antigenic shift) em casos de co-infec¢des. Essas mutacdes ja foram
evidenciadas em PBYV isolado de lobo, que apresentou o segmento 1 com maior
homologia para PBV suino, e o segmento 2 (RdRp) com maior homologia para PBV
de dromedario (CONCEICAO-NETO et al., 2016). Esse € um dado extremamente
importante, considerando que pode afetar possiveis mudangas no comportamento do

virus.

4.5 CONCLUSAO

O presente estudo evidenciou que a infeccdo pelo PBV estd amplamente
distribuida em hospedeiros ovinos de diferentes categorias numa mesma propriedade.
Esse € o segundo relato de ocorréncia de PBV na espécie ovina e o primeiro estudo
de caracterizacdo molecular de PBV genogrupo | neste hospedeiro no mundo. Diante
da escassez de informacfes envolvendo a espécie ovina, fica evidente a necessidade
de novas pesquisas para elucidar a participagdo do PBV como um agente oportunista,

bem como para avaliar seu potencial zoon6tico e de transmissao interespécie.
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5 CONCLUSAO GERAL

1. A infeccao pelo Picobirnavirus (PBV) em hospedeiros ovinos esta amplamente
disseminada no rebanho com aptidao para corte localizado no municipio de Toledo,
Parana;

2. O perfil “large profile” e PBV genogrupo | (PBV-GI) foram identificados nas
fezes de animais naturalmente infectados pela eletroforese em gel de poliacrilamida
(EGPA) e pela RT-PCR e sequenciamento, respectivamente;

3. Ovinos de todas as idades e categorias (cordeiros, matrizes, borregas,
reprodutores, cordeiros recém desmamados e animais descarte) foram suscetiveis a
infecgao pelo PBV, com frequéncias variando entre 56,3 a 80%;

4. A excrecdo do PBV nas fezes ocorreu em ovinos assintomaticos e sintoméaticos,
porém, a maior excrecao viral foi observada nos animais jovens;

5. A analise filogenética demonstrou a proximidade dos PBVs detectados em
ovinos com isolados de PBV de suinos, dromedéario e efluentes de aguas residuais de

estacdes de tratamento;

Este € o segundo relato de ocorréncia de PBV em hospedeiro ovino e o primeiro

relato de caracterizacdo molecular de isolados de PBV nesta espécie no mundo.
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APENDICES

Apéndice A: Matriz de identidade nucleotidica da regido consensual das sequéncias de PBV geradas neste estudo, frente as demais
representativas do gene RdRp do PBV-GI disponiveis em bases publicas de dados. A amostra AF246940, utilizada como outgroup,
corresponde ao PBV-GII.

Codigo de

acesso OVI.05 OVI.08 OVI.29 OVI.55 OVI_75 0VI_93
OVI_05 ID 0,766 0,781 0,756 0,746 0,741
OVI_08 0,766 ID 0,751 0,741 0,796 0,791
OVI_29 0,781 0,751 ID 0,776 0,756 0,751
OVI_55 0,756 0,741 0,776 ID 0,726 0,726
OVI_75 0,746 0,796 0,756 0,726 1D 0,99
OVI_93 0,741 0,791 0,751 0,726 0,99 ID
KP843617 0,746 0,761 0,761 0,716 0,8 0,796
AF246940 0,446 0,413 0,417 0,413 0,455 0,455
KC846797 0,776 0,711 0,88 0,8 0,741 0,741
KM573801 0,83 0,721 0,81 0,731 0,716 0,711
KJ135831 0,761 0,9 0,696 0,716 0,751 0,756
KJ135794 0,756 0,756 0,786 0,86 0,786 0,796
KC846796 0,741 0,915 0,726 0,701 0,756 0,761
HM803965 0,681 0,716 0,676 0,671 0,731 0,736
KJ135854 0,756 0,756 0,786 0,86 0,786 0,796
EU938820 0,711 0,701 0,736 0,716 0,701 0,696
KC865815 0,711 0,701 0,736 0,716 0,701 0,696
KC865816 0,711 0,701 0,726 0,721 0,701 0,696
Legenda

OVI 05: OVI_05/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi05/2016

OVI29: OVI_29/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi29/2016

OVI93: OVI_93/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi93/2016

OVI08: OVI_08/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi08/2016

OVI 55: OVI_55/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi55/2016

OVI 75: OVI_75/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi55/2016

KP843617: GI/PBV/bovine/BRA/PBV18_PR/2014

AF246940: GlI/PBV/human/USA/4-GA-91/2000

KC846797: GI/PBV/Porcine/CHN/CHHN-B18/2014

KM573801: GI/PBV/Dromedary/EAU/c4180/2013

KJ135831: GI/PBV/human_wastewater/CHN/Hunan_wastewater41/2012
KJ135794: GI/PBV/wastewater/CHN/Hunan_wastewater4/2012
KC846796: GI/PBV/Porcine/CHN/CHHN-B17/2013

HM803965: GI/PBV/turkey/USA/MD-2010/2010

KJ135854: GI/PBV/wastewater/CHN/Hunan_wastewater64/2012
EU938820: GI/PBV/wastewater/CHN/Louisiana_Raw_Sewage11/2007
KC865815: GI/PBV/chicken/BRA/AVE_71/2010

KC865816: GI/PBV/chicken/BRA/AVE_71/2010

KP843617 AF246940 KC846797 KM573801 KJ135831 KJ135794 KC846796 HMB803965 KJ135854 EU938820 KC865815 KC865816

0,746
0,761
0,761
0,716

0,8
0,796

0,45
0,741
0,726
0,711
0,741
0,741

0,81
0,741
0,726
0,726
0,711

0,446
0,413
0,417
0,413
0,455
0,455

0,45

0,413
0,408
0,446
0,417
0,431
0,427
0,413
0,422
0,422
0,422

ID

0,776
0,711
0,88
0,8
0,741
0,741
0,741
0,413

0,791
0,701
0,791
0,716
0,676
0,781
0,711
0,711
0,701

0,83
0,721

0,81
0,731
0,716
0,711
0,726
0,408
0,791

0,716
0,746
0,716
0,661
0,746
0,716
0,716
0,706

0,761

0,9
0,696
0,716
0,751
0,756
0,711
0,446
0,701
0,716

0,746
0,925
0,691
0,736
0,676
0,676
0,676

0,756
0,756
0,786

0,86
0,786
0,796
0,741
0,417
0,791
0,746
0,746

0,736
0,706

0,99
0,721
0,721
0,726

0,741
0,915
0,726
0,701
0,756
0,761
0,741
0,431
0,716
0,716
0,925
0,736

0,711
0,726
0,686
0,686
0,686

0,681
0,716
0,676
0,671
0,731
0,736

0,81
0,427
0,676
0,661
0,691
0,706
0,711

0,706
0,636
0,636
0,631

ID

0,756
0,756
0,786

0,86
0,786
0,796
0,741
0,413
0,781
0,746
0,736

0,99
0,726
0,706

0,721
0,721
0,726

0,711
0,701
0,736
0,716
0,701
0,696
0,726
0,422
0,711
0,716
0,676
0,721
0,686
0,636
0,721

1
0,985

0,711
0,701
0,736
0,716
0,701
0,696
0,726
0,422
0,711
0,716
0,676
0,721
0,686
0,636
0,721

1

0,985

ID

0,711
0,701
0,726
0,721
0,701
0,696
0,711
0,422
0,701
0,706
0,676
0,726
0,686
0,631
0,726
0,985
0,985

€9



Apéndice B: Matriz de identidade nucleotidica da regido consensual das sequéncias de PBV geradas neste estudo, frente as demais
representativas do gene RdRp do PBV-I disponiveis em bases publicas de dados.

Codigo de

acesso OVI_05 OVvI_08 OVI_29 OVI_55 OVI_75 0oVI_93 KP843617 KC846797 KM573801 KJ135831 KJ135794 KC846796 HM803965 KJ135854 EU938820 KC865815 KC865816
OVI_05 ID 0,766 0,781 0,756 0,746 0,741 0,746 0,776 0,83 0,761 0,756 0,741 0,681 0,756 0,711 0,711 0,711
OVI_08 0,766 ID 0,751 0,741 0,796 0,791 0,761 0,711 0,721 0,9 0,756 0,915 0,716 0,756 0,701 0,701 0,701
OVI_29 0,781 0,751 ID 0,776 0,756 0,751 0,761 0,88 0,81 0,696 0,786 0,726 0,676 0,786 0,736 0,736 0,726
OVI_55 0,756 0,741 0,776 ID 0,726 0,726 0,716 0,8 0,731 0,716 0,86 0,701 0,671 0,86 0,716 0,716 0,721
OVI_75 0,746 0,796 0,756 0,726 ID 0,99 0,8 0,741 0,716 0,751 0,786 0,756 0,731 0,786 0,701 0,701 0,701
oVvI_93 0,741 0,791 0,751 0,726 0,99 ID 0,796 0,741 0,711 0,756 0,796 0,761 0,736 0,796 0,696 0,696 0,696
KP843617 0,746 0,761 0,761 0,716 0,8 0,796 ID 0,741 0,726 0,711 0,741 0,741 0,81 0,741 0,726 0,726 0,711
KC846797 0,776 0,711 0,88 0,8 0,741 0,741 0,741 ID 0,791 0,701 0,791 0,716 0,676 0,781 0,711 0,711 0,701
KM573801 0,83 0,721 0,81 0,731 0,716 0,711 0,726 0,791 ID 0,716 0,746 0,716 0,661 0,746 0,716 0,716 0,706
KJ135831 0,761 0,9 0,696 0,716 0,751 0,756 0,711 0,701 0,716 ID 0,746 0,925 0,691 0,736 0,676 0,676 0,676
KJ135794 0,756 0,756 0,786 0,86 0,786 0,796 0,741 0,791 0,746 0,746 1D 0,736 0,706 0,99 0,721 0,721 0,726
KC846796 0,741 0,915 0,726 0,701 0,756 0,761 0,741 0,716 0,716 0,925 0,736 ID 0,711 0,726 0,686 0,686 0,686
HM803965 0,681 0,716 0,676 0,671 0,731 0,736 0,81 0,676 0,661 0,691 0,706 0,711 ID 0,706 0,636 0,636 0,631
KJ135854 0,756 0,756 0,786 0,86 0,786 0,796 0,741 0,781 0,746 0,736 0,99 0,726 0,706 ID 0,721 0,721 0,726
EU938820 0,711 0,701 0,736 0,716 0,701 0,696 0,726 0,711 0,716 0,676 0,721 0,686 0,636 0,721 ID 1 0,985
KC865815 0,711 0,701 0,736 0,716 0,701 0,696 0,726 0,711 0,716 0,676 0,721 0,686 0,636 0,721 1 1D 0,985
KC865816 0,711 0,701 0,726 0,721 0,701 0,696 0,711 0,701 0,706 0,676 0,726 0,686 0,631 0,726 0,985 0,985 ID
Legenda

OVI 05: OVI_05/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi05/2016

OVI29: OVI_29/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi29/2016

OVI93: OVI_93/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi93/2016

OVI 08: OVI_08/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi08/2016

OVI 55: OVI_55/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi55/2016

OVI 75: OVI_75/GI/PBV/sheep/BRA/Ovi55/2016

KP843617: GI/PBV/bovine/BRA/PBV18_ PR/2014

KC846797: GI/PBV/Porcine/CHN/CHHN-B18/2014

KM573801: GI/PBV/Dromedary/EAU/c4180/2013

KJ135831: GI/PBV/human_wastewater/CHN/Hunan_wastewater41/2012
KJ135794: GI/PBV/wastewater/CHN/Hunan_wastewater4/2012
KC846796: GI/PBV/Porcine/CHN/CHHN-B17/2013

HM803965: GI/PBV/turkey/USA/MD-2010/2010

KJ135854: GI/PBV/wastewater/CHN/Hunan_wastewater64,/2012
EU938820: GI/PBV/wastewater/CHN/Louisiana_Raw_Sewage11/2007
KC865815: GI/PBV/chicken/BRA/AVE_71/2010

KC865816: GI/PBV/chicken/BRA/AVE_71/2010

9
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Apéndice C: Relacéao filogenética entre variantes genémicas de PBV-GI baseada em
201 nucleotideos do gene RdRp (segmento 2). As sequéncias obtidas neste estudo
estdo indicadas pelo simbolo e. A arvore filogenética foi construida utilizando o
método Neighbor-Joining, e 0 modelo evolutivo Kimura 2 parametros com 1000
repeticdes de bootstrap. Os valores de bootstrap sao indicados proximos aos nos. As
barras representam unidades de substituicdo por nucleotideo.

a5 & OVI_05/GI/PBV/sheep/BRA/DV0A/2016
E4 KM&T3801_GI/PBV/Dromedary/EAU/c4180/2013

& OVI_29/GIIPBV/sheep/BRA/Mi29/2016
1 £Kcaa5rg?_GuPBwPurcinefCHNfCHHN-a18;2014
& OVI_55/GI/IPBV/sheep/BRA/OVES/2016
a4 % KJ135794_GI/PBV/iwastewater/CHN/Hunan_wastewaterd/2012
100 [ KJ135854_GI/PBV/iwastewater/CHN/Hunan_wastewater64/2012
KC865816_GI/PBV/chicken/BRAJAVE_T1/2010

10 L{ EU938820_GI/PBV/iwastewater/CHN/Louisiana_Raw_Sewage11/2007
88 'KC865815_GI/PBV/chicken/BRAJAVE 71/2010

—ﬂj KJ135831_GI/PBV/human_wastewater/CHN/Hunan_wastewaterd 1/2012
100 KC846796_GI/PBV/Parcine/CHN/CHHN-B17/2013
L & OVI_08/GI/PBV/sheep/BRA/OV0E/2016

0o & OVI_93/GI/PBV/sheep/BRA/DVI3/2016
L & OVI_75/GIIPBV/sheep/BRA/OVIEA/2016

B3 4,7 KP843617_GI/PBV/bovine/BRA/PEV16_PR/2014
% HM803965_GI/PBV/iturkey/USAMD-2010/2010

—_
0.05




Apéndice D: Relacdo das amostras de fezes de ovinos com aptidao para corte, avaliadas no periodo do estudo e os resultados obtidos

Idinrrt]i;igsc;éo Categoria animal Idade Sexo Ci;aféféfti Reégll:t;ido RRe_?_uIIDtgcli?o Sequenciamento Data Coleta
ovi 01 Cordeiro 1sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
oVvI 02 Cordeiro 8 sem NI Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
ovI 03 Cordeiro 1sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
oVI 04 Cordeiro 1sem NI Liguidas Negativo Positivo NR 05/05/2016
OVI1 05 Cordeiro 5sem NI Normais PBV large Positivo PBV-GI! 05/05/2016
OVI 06 Cordeiro 2 sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
ovi 07 Cordeiro 2 sem NI Liquidas Negativo Negativo NR 05/05/2016
OvI 08 Cordeiro 2sem NI Liguidas PBV large Positivo PBV-GI! 05/05/2016
oVvI 09 Cordeiro 8 sem NI Normais Negativo Positivo PBV-GI 05/05/2016
oVl 10 Cordeiro 8 sem NI Normais Negativo Positivo PBV-GI 05/05/2016
oVl 11 Cordeiro 3 sem NI Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
ovi 12 Cordeiro 8 sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
OVI 13 Cordeiro 1sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
oVl 14 Cordeiro 3 sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
OVl 15 Cordeiro 4 sem M Normais PBV large Positivo PBV-GI 05/05/2016
OVl 16 Cordeiro 4 sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
ovl 17 Cordeiro 4 sem F Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
OovI 18 Cordeiro 4 sem M Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
oVl 19 Cordeiro 4 sem F Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
OVI 20 Cordeiro 4 sem M Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
ovl 21 Cordeiro 10 sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
oVI 22 Cordeiro 12 sem F Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
ovI 23 Cordeiro 12 sem NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
oVvi 24 Cordeiro 10 sem F Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
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Idznr;i;igﬁgéo Categoria animal Idade Sexo Ci;afsg:ti Reé’égido que?_ljllatg%o Sequenciamento Data Coleta
OVI 25 Cordeiro 10 sem F Normais Negativo Positivo NR 05/05/2016
OVI 26 Cordeiro 12 sem M Normais PBV large Positivo PBV-GI 05/05/2016
ovI 27 Cordeiro 8 sem NI Normais Negativo Positivo PBV-GI 05/05/2016
OVI 28 Cordeiro 10 sem M Normais Negativo Positivo PBV-GI 05/05/2016
oVl 29 Cordeiro 8 sem F Normais Negativo Positivo PBV-GI* 05/05/2016
OVI 30 Cordeiro 1sem NI Liquidas Negativo Positivo NR 05/05/2016
Ovi 3l Cordeiro 8 sem M Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
OVI 32 Cordeiro NI NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
OVvI 33 Cordeiro NI NI Normais Negativo Negativo NR 05/05/2016
OVI 34 Cordeiro 4 sem F Liguidas Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 35 Cordeiro 2 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 36 Matriz 1,5 anos F Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
ovI 37 Matriz 1,5 anos F Pastosas Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 38 Matriz 2 anos F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 39 Descarte 2 anos F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVl 40 Descarte 2,5 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
ovi41l Descarte 1 ano F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
oVl 42 Descarte 1,5 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
oVl 43 Descarte 1,5 anos F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
oVl 44 Descarte 1,5 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVl 45 Descarte 1,5 anos F Normais PBV large Positivo NR 26/09/2016
QVI1 46 Descarte 1 ano F Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
QVvi 47 Descarte 1 ano F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVl 48 Descarte 1,5 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVl 49 Reprodutores 2 anos M Pastosas Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 50 Reprodutores 1 ano M Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OoVvI 51 Reprodutores 1 ano M Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVvI 52 Reprodutores 1 ano M Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016

L9



Idznr;i;igﬁgéo Categoria animal Idade Sexo Ci;afsg:ti Reé’égido que?_ljllatg%o Sequenciamento Data Coleta
OVI 53 Reprodutores 1 ano M Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
OVI 54 Reprodutores 1 ano M Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 55 Reprodutores 1 ano M Normais Negativo Positivo PBV-GI* 26/09/2016
OVI 56 Reprodutores 1 ano M Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
OVvI 57 Reprodutores 1ano M Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 58 Reprodutores 1ano M Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI1 59 Cordeiros recém desmamados 16 sem M Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
oV 60 Cordeiros recém desmamados 16 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
ovi 61 Cordeiros recém desmamados 12 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
oVvI 62 Cordeiros recém desmamados 12 sem F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 63 Cordeiros recém desmamados 16 sem M Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
ovi 64 Cordeiros recém desmamados 16 sem F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 65 Cordeiros recém desmamados 12 sem F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 66 Cordeiros recém desmamados 16 sem M Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
QVIi 67 Cordeiros recém desmamados 16 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 68 Cordeiros recém desmamados 16 sem F Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
OVl 69 Cordeiros recém desmamados 16 sem M Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVvI 70 Cordeiros recém desmamados 16 sem F Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
ovil 71 Cordeiros recém desmamados 16 sem F Pastosas Negativo Negativo NR 26/09/2016
ovI 72 Cordeiros recém desmamados 12 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
ovI 73 Cordeiros recém desmamados 16 sem F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
ovI 74 Cordeiros recém desmamados 16 sem M Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 75 Borregas 36 sem F Normais Negativo Positivo PBV-GI! 26/09/2016
OVI 76 Borregas 1 ano F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
ovI 77 Borregas 1,5 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OvI 78 Borregas 1,5 anos F Liguidas Negativo Negativo NR 26/09/2016
OovI 79 Borregas 1,5 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 80 Borregas 1,5 anos F Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
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Idznr;i;igﬁgéo Categoria animal Idade Sexo Ci;afsg:ti Reé’égido que?_ljllatg%o Sequenciamento Data Coleta
oV 81 Borregas 1,5 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
ovI 82 Borregas 1,5 anos F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
ovI 83 Borregas 1,5 anos F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 84 Borregas 1,5 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 85 Cordeiro 12 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 86 Cordeiro 12 sem M Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
QVvI1 87 Matriz 1,5 anos F Pastosas Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 88 Matriz 3 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
ovI 89 Matriz 1,5 anos F Pastosas Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 90 Cordeiro 8 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OovI 91 Matriz 2 anos F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
ovI 92 Cordeiro 12 sem M Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
ovI 93 Cordeiro 8 sem M Pastosas Negativo Positivo PBV-GI! 26/09/2016
OoVvI 94 Cordeiro 12 sem M Liquidas Negativo Positivo NR 26/09/2016
OVI 95 Cordeiro 12 sem F Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
OVI 96 Cordeiro NI F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016
ovI 97 Matriz 1,5 anos F Normais Negativo Positivo PBV-GI 26/09/2016
OVI1 98 Cordeiro 12 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 99 Cordeiro 12 sem F Normais Negativo Negativo NR 26/09/2016
OVI 100 Cordeiro 12 sem F Normais Negativo Positivo NR 26/09/2016

Legenda: F: fémea; M: macho; NI: ndo informado; NR: néo realizado;  amostra incluida na analise filogenética
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Apéndice E: Solucdes e tampdes utilizados para deteccdo do Picobirnavirus pelas
técnicas eletroforese em gel de poliacrilamida e RT-PCR.

e Hidratacdo da silica
- 60 g de silica
- Adicionar 500 mL de agua MilliQ autoclavada
- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 h
- Por succéo, desprezar 430 mL do sobrenadante
- Ressuspender a silica em 500 mL de agua bidestilada
- Manter em repouso durante 5 h para sedimentar
- Desprezar 440 mL do sobrenadante
- Adicionar 600 pL de HCI (32% wi/v) para ajustar o pH (pH=2,0)

- Aliquotar e autoclavar

Solucéo L6
- 120 g de tiocianato de guanidina (GUSCN)
- 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

Solugéo L2
- 120 g de tiocianato de guanidina (GUSCN)
- 100 mL de TRIS-HCI 0,1 M pH 6,4

Tampéo 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

Tampéo de corrida para EGPA
- 30 g de TRIS (0,24 M)
- 14,4 g de acido aminoacético (glicina) (NH2CH2COOH) (0,19 M)
- Agua bidestilada g.s.p. 1 litro



Tampéao estabilizador de rotavirus (TRIS/Ca** 10 x)
-12,12 g TRIS (10 mM)
- 2,2 g cloreto de calcio (1,5 mM)
- Agua MilliQ autoclavada g.s.p. 1 L
pH =74

SDS 10%

- 5 g dodecilsulfato de sddio — Lauril sulfato de sédio — SDS
(C12H25Na04S)

- Agua MilliQ autoclavada g.s.p. 50 mL

Fenol / cloroférmio — &lcool isoamilico (25:24:1)
- 24 mL fenol saturado
- 24 mL cloroférmio

-1 mL alcool isoamilico

Lower TRIS pH 8,8 para confec¢éo do gel inferior da EGPA
- 36,34 gde TRIS (1,5 M)
- Agua bidestilada g.s.p. 200 mL

Upper TRIS pH 6,8 para confeccédo do gel superior da PAGE
-12,12 g de TRIS (0,5 M)
- Agua bidestilada g.s.p 200 mL

Solucgéo Acrilamida / Bisacrilamida
- 1,3 g de bisacrilamida
- 50 g de acrilamida

- Agua bidestilada g.s.p 100 mL

Solucéao fixadora para EGPA
- 30 mL de alcool etilico absoluto
- 1,5 mL de acido acético
- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL



e Solucéao de nitrato de prata para EGPA
- 0,55 g de nitrato de prata
- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

e Solucéao reveladora para EGPA
- 9 g de hidréxido de sodio
- 2,5 mL de formaldeido
- 0,06 g de borohidreto de sddio
- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

e Solucéao stop da coloracdo para EGPA
- 15 mL de acido acético P.A.

- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

e Solucao conservadora para EGPA
- 15 mL de alcool etilico P.A.
- Agua bidestilada g.s.p. 300 mL

e Gel inferior (7,5%) ou gel de resolucdo da EGPA
-5 mL de Lower TRIS
- 3 mL de acrilamida/bisacrilamida
- 50 uL de TEMED
- 0,56 de mL persulfato de amoénio 2%
- 11,44 mL de agua bidestilada

e Gel superior (3,5%) ou gel de empilhamento da EGPA
- 2,5 mL de Upper TRIS
- 1 mL de acrilamida/bisacrilamida
- 100 uL de TEMED
- 0,60 mL de persulfato de amoénio 2%

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

e Suspenséao fecal — Extragéo bruta
- 100ul do extrato fecal
- 1 ml de tampéo TRIS/Ca++ 1x
(Para amostras muito liquidas estabelecer a proporgéo 1:2)
- Homogeneizar
- Centrifugar 5 min a 3.000 rpm.
- Recolher sobrenadante

- Identificar e estocar em frascos a 4° C

e Extracdo do RNA: associagao das técnicas fenol/cloroférmio — alcool
isoamilico e silica/ isotiocianato de guanidina
- 450l da suspenséo fecal
*C + 250l suspenséo fecal +200ul AGUA AUTOCLAVADA
*C — 450l 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
- 40ul de silica hidratada
- 500l de solucéo L6
- Homogeneizar em vortex
- Agitar durante 30 min
- Armazenar em geladeira overnight
- Homogeneizar em vortex
- Centrifugar a 10.000 RPM durante 30 s.
- Desprezar sobrenadante em solugéo contendo NaOH 10M
- Adicionar 250ul de solugéo L2

- Homogeneizar em vortex



- Centrifugar a 10.000 RPM durante 30 s.

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

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar a 10.000 RPM durante 30 s.

- Desprezar sobrenadante em solugcéo 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 vortex

- 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 vortex

- Centrifugar a 10.000 RPM durante 2 min.

- Recolher sobrenadante em microtubo de 500ul

- Estocar a -20°C

e Montagem das placas de eletroforese e aplicagcédo das amostras:
- Placas de vidro, espacadores e pente: lavar com agua e sabéo, 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%.
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- Adicionar gel inferior (gel de resolucao) e aguardar a polimerizagéo

- Adicionar o gel superior (gel de empilhamento)

- Introduzir o pente para formacao das canaletas

- Aguardar polimerizacéo

- Apos completa polimerizacdo do gel, fixar cuidadosamente as placas a cuba de
eletroforese.

- Adicionar tamp&o de corrida nos reservatorios superior e inferior da cuba.

- Retirar espacador inferior e o pente

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

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

- Aguardar a corrida eletroforética mediante visualizacdo da migracao do corante

azul de bromofenol préximo ao limite inferior do gel de poliacrilamida

Coloracéao do gel de poliacrilamida

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

- Adicionar a solucédo contendo o corante nitrato de prata. Deixar o gel por 30
minutos nesta solucédo, sob agitacdes perioddicas

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

- Adicionar a solucéo reveladora

- Manter o gel na solucao reveladora até visualizacdo das bandas

- ApOs visualizacao das bandas, interromper a revelacao pela adicdo da solucdo
STOP por 15 minutos, no minimo

- Manter o gel em solucdo conservadora até a secagem e/ou fotodocumentacéo.
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Corrida produto amplificado em gel de agarose:

- Gel de agarose 2% (29 de agarose para 100ml de Tampé&o)

- Distribuir 2L de tampéo amostra em Parafilm

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

- Amostras 4L+ 2L de tampao amostra

- Aplicar amostras nas canaletas do gel agarose

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

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

- Aguardar a corrida eletroforética mediante visualizacdo da migracdo do corante

azul de bromofenol préximo ao limite inferior do gel de agarose.

Coloracao gel agarose apoés corrida

- Manter gel imerso por 30 minutos em solu¢éo contendo brometo de etidio
- Realizar enxague do gel em agua destilada

- Visualizagao do resultado colocando o gel sob luz ultravioleta



