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RESUMO

BESERRA, L.A.R. Ocorréncia e caracterizacdo de rotavirus em frangos de corte,
poedeiras e matrizes de criacdes comerciais brasileiras. [Occurrence and characterization
of rotavirus in broilers, layers and broiler breeders from Brazilian poultry farms]. 2013; 119f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

Os rotavirus estdo entre os principais causadores de diarreia em humanos e animais, inclusive
em mamiferos e aves. Os sintomas da doenca geralmente incluem diarreia e depressdo,
aumento da mortalidade, e “runting and stunting syndrome”, caracterizado principalmente por
perda de peso, também tem sido atribuido a infec¢bes por rotavirus em aves. O capsideo
externo da particula viral € formado pelas proteinas estruturais VP4 e VP7 que possuem
antigenos de neutralizagdo baseados nos quais os rotavirus sao classificados em genotipos P e
G, respectivamente. O capsideo intermediario é formado pela VP6 que define os grupos de
rotavirus de A-G de acordo com a reatividade de anticorpos ou sequenciamento nucleotidico
desta proteina. A proteina ndo estrutural NSP5 esta envolvida no processo de replicacéo viral,
sendo essencial para a formagdo dos viroplasmas. Este estudo teve o0 objetivo de pesquisar a
frequéncia de ocorréncia de rotavirus dos grupos A e D, em amostras fecais de aves de
diferentes criacfes comerciais brasileiras, seguida da caracterizacdo dos genotipos P e G, dos
rotavirus do grupo A, através de sequenciamento nucleotidico. Para isso, 111 pools de
amostras fecais foram processados através das técnicas de ELISA, PAGE e RT-PCR (NSP5),
resultando em 43 (38,73%) amostras positivas pelas trés técnicas. Definiram-se 0s genotipos
G5, G8 e G11 através de RT-PCR (VP7) e o genotipo G19 apos reacdo de RT-PCR seguida
de sequenciamento nucleotidico. Definiu-se ainda o genotipo P[31] a partir do
sequenciamento de amostras positivas por RT-PCR (VP4). Das 111 amostras processadas por
RT-PCR visando o gene codificador da VP6, obtiveram-se 4 sequéncias que confirmaram
tratar-se de rotavirus do grupo D. Os genotipos G5, G8 e G11 estdo relacionados a surtos em
bovinos e suinos, enquanto que os genotipos G19 e P[31] estdo descritos em aves. Conclui-se
que os rotavirus encontram-se amplamente disseminados nas criacbes comerciais brasileiras
devido a elevada frequéncia da ocorréncia e que existe a possibilidade de transmissdo

interespécie.

Palavras-chave: Rotavirus. Aves. Avicultura. PCR. Medicina Veterinaria Preventiva.



ABSTRACT

BESERRA, L.A.R.. Occurrence and characterization of rotavirus in broilers, layers and
broiler breeders from Brazilian poultry farms [Ocorréncia e caracterizacdo de rotavirus em
frangos de corte, poedeiras e matrizes de criagbes comerciais brasileiras]. 2013; 119f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

Rotavirus are a major cause of diarrhea in humans and animals, including several mammalian
and avian species. The symptoms of the disease generally include diarrhea and depression,
increased mortality and the chronic runting and stunting syndrome mainly characterized by
weight loss have also been linked to rotavirus infections of birds. The outer layer of the virus
particle is formed by VP4 and VP7 proteins, which possess neutralization antigens. Based on
VP7 and VP4 the rotavirus are classified into genotypes G and P respectively. The
intermediate layer consists of VP6 which defines the rotavirus groups. Based on the antibody
reactivity and sequence identity of VP6, seven rotavirus groups (A to E) have been defined.
The NSPS5 are involved in viral replication and they are essential for the formation of
viroplasm. Here we report the occurrence of group A and D rotavirus in feces of broilers,
layers and broiler breeders from Brazilian poultry farms. A total of 111 pools of intestinal
contents were processed in this study, using a ELISA, PAGE and RT-PCR (NSP5) techniques.
Out of 111 pools of fecal samples tested, 43 showed positive results (38.73%) for rotavirus.
Were typed the G5, G8 e G11 genotypes using the RT-PCR (VP7) and the G19 genotype
using a RT-PCR followed by nucleotide sequencing reaction of the amplicons. Was defined
the P[31] genotype using the RT-PCR (VP4) technique followed by nucleotide sequencing
reaction. Out of 111 pools of fecal samples tested by RT-PCR (VP6), 4 showed positive
results for rotavirus of group D. The G5, G8 and G11 are typical bovine and porcine rotavirus
genotypes, whereas the G19 and P[31] genotypes are found in birds. As a conclusion,
rotavirus 1s widely spread in commercial Brazilian poultry farms due to the high frequency of

occurrence and there is the possibility of interspecies transmission.

Keywords: Rotavirus. Avian. Aviculture. PCR. Preventive Veterinary Medicine.
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1 INTRODUCAO

A avicultura brasileira encontra-se entre as mais tecnificadas e desenvolvidas do
mundo, empregando mais de 4,5 milhGes de pessoas, direta e indiretamente, respondendo por
quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional. O setor é representado por dezenas de
milhares de produtores integrados, centenas de empresas beneficiadoras e dezenas de
empresas exportadoras. A importancia social da avicultura no Brasil se verifica também pela
presenca maciga no interior do pais, principalmente nos estados do Sul e Sudeste, onde em
muitas cidades a producao de frangos é a principal atividade econémica (UBABEF, 2012).

Uma grande variedade de agentes pode afetar o trato gastrointestinal das aves
causando diarreias (PORTER, 1998), entre eles bactérias, protozoarios e virus, atuando de
forma isolada ou em associacdo; sendo os virus RNA fita dupla segmentados os mais

comumente implicados nas infec¢cdes (ALFIERI et al., 2000).

Dentre 0s agentes virais, 0s rotavirus sdéo um dos principais causadores de diarreia
(ALFIERI, 1994), amplamente distribuidos entre seres humanos e varias espécies animais,
incluindo mamiferos e aves (ESTES; KAPIKIAN, 2007; MARTELLA et al., 2010).

Na avicultura o rotavirus causa impacto na sanidade e performance do lotes devido a
mecanismos que permitem a disseminacdo epidémica da doenca, tal como alojamento de
grande ndmero de aves por lote (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2004) combinado com a
elevada concentracdo de particulas virais na fase aguda da doenca, em torno de 10
particulas/mL de fezes (KOOPMANS; DUIZER, 2004), ja que a via de transmissdo do
rotavirus se da pela via fecal-oral, podendo ocorrer também através de agua e alimentos
contaminados (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Nesse contexto de aumento de produgdo e consumo, é crescente a preocupagdo em
relacdo & sanidade da avicultura brasileira. Levando-se em consideracdo que existe pouca
investigacdo cientifica acerca da participagdo dos rotavirus nas diarreias de aves, propde-se
neste estudo determinar a frequéncia de ocorréncia de rotavirus (dos grupos A e D) e
caracterizar 0s genotipos encontrados (do grupo A) das amostras circulantes nas suas
diferentes modalidades de produgdo (avds, matrizes, corte e postura), e com isso gerar

conhecimentos acerca da cadeia epidemioldgica nos diferentes tipos de criagdes comerciais
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brasileiras, principalmente no tocante ao delineamento de medidas profilaticas mais efetivas e

suas relagcBes com outras espécies animais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

Neste tdpico estd apresentada uma sele¢do de estudos relacionados as rotaviroses, com

énfase na sua ocorréncia em aves.

2.1 Avicultura brasileira

A industria avicola € uma das principais fontes geradoras de proteina de origem
animal, destinadas ao consumo humano. A avicultura brasileira atingiu produtividade e
qualidade comparaveis as obtidas pelos paises mais desenvolvidos do mundo, promovendo,

entre outras contribuicdes, a geracdo de divisas de exportacdo (LOPES, 1992).

No Brasil, a avicultura teve um importante crescimento especialmente no ano de 2009
quando a producdo atingiu a marca historica de 10,9 milhdes de toneladas, 0 que representou
15,3% da producdo mundial, garantindo ao Brasil uma posicdo entre os trés maiores
produtores mundiais de carne de frango, com Estados Unidos e China, segundo dados da
ABEF (Associacao Brasileira de Exportadores de Frango) (UBABEF, 2012).

A producdo e abate de frangos no Brasil, estdo localizadas principalmente na Regido
Sul do Brasil. Destacam-se os Estados do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo
estes responsaveis por 61,53% da producédo de carne de frango brasileira em 2011(UBABEF,
2012). No que diz respeito a producdo de ovos, 0 maior estado produtor é Sdo Paulo, com
35,85% da producdo brasileira. As exportacGes brasileiras de ovos somaram 16,6 mil
toneladas em 2011 e estima-se que o plantel médio de poedeiras comerciais em 2011, tenha
sido proximo a 866,945 unidades de aves alojadas (UBABEF, 2012).

Nesse contexto de aumento de produgdo e consumo, é crescente a preocupagdo em
relacdo a sanidade da avicultura brasileira. Assim, atraves da Portaria n® 193, de 19/09/1994,
0 Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento consolidou o Programa Nacional de
Sanidade Avicola (PNSA) (BRASIL, 1994), tendo como principais objetivos definir acGes

que possibilitem a certificacdo sanitaria do plantel nacional e favorecer a elaboracdo de
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produtos avicolas para 0 mercado interno e externo; ressaltando-se as normas técnicas para
registro, fiscalizagéo e controle de estabelecimentos de reproducéo e comerciais, de corte e
postura, além das normativas especificas para controle das doencas como salmonelose,

micoplasmose e doenca de Newcastle e para a prevencédo da influenza aviéria.

Doengas infecciosas que afetam o trato digestivo das aves comerciais sdo importantes
tanto em funcdo das perdas econémicas que estas causam quanto pela afec¢do de outros
sistemas das aves, 0 que somado, leva a diminuicdo da produtividade (BIUTRAGO, 2003).
Por outro lado, constata-se que tais doencas ainda ndo estdo contempladas dentro do PNSA,
aliado ao fato de que no Brasil, como veremos adiante, existe pouca investigacdo cientifica

acerca da participacdo dos rotavirus nas diarreias de aves.

2.2 Histoérico das rotaviroses

Os primeiros estudos sobre os rotavirus datam da década de 1960, ao serem
reproduzidos quadros de diarreia em bezerros a partir de inoculagbes experimentais de
filtrados livres de bactérias (MEBUS et al., 1969).

Na década seguinte, diferentes estudos visaram, sobretudo a caracterizacdo do agente
no que diz respeito a morfologia das particulas por microscopia eletrénica e a associagdo entre
a sintomatologia clinica (diarreias e gastroenterites) e a presenca do agente em diferentes
espécies animais e humanos (BISHOP et al., 1973; FLEWETT et al., 1974).

Em 1978, o género Rotavirus (do latim “rota”, significando “roda”) foi oficialmente
reconhecido pelo Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) (MATTHEWS,
1979).

Em aves, os rotavirus foram primeiramente observados em contetdo entérico de perus
de duas a trés semanas de idade, com diarreia aquosa e alta mortalidade na Dakota do Sul,
Estados Unidos (BERGERLAND et al., 1977). Posteriormente foram detectados em contetido
intestinal diarreico de perus na Irlanda do Norte (MCNULTY, 1978) e em fezes diarreicas de
poedeiras comerciais na Inglaterra (JONES, et al., 1979).



25

Em 1979, Jones, et al., recomendavam o isolamento viral em cultivo celular a partir de
material fecal ou conteddo intestinal, seguido da microscopia eletrénica no diagnostico de
rotavirus em perus com diarreia ou de galinhas ainda que assintomaticas (MCNULTY et al.,
1979a).

Desde entdo o rotavirus tem sido identificado em uma variedade de espécies aviarias,
incluindo frangos de corte, aves de postura, perus, pombos, patos e faisdes, com sinais

clinicos de enterite ou de aves aparentemente saudaveis (MCNULTY, 2003).

No Brasil, rotavirus aviarios pertencentes ao grupo A foram primeiramente detectados
em fezes de frango de corte com diarreia através das técnicas de PAGE e ELISA (ALFIERI et
al., 1989) e posteriormente descritos também em conteudo intestinal de poedeiras e frangos de
corte (VILLARREAL et al., 2006), em amostras fecais também de frango de corte
(TAMEHIRO et al., 2003), em criagdes comerciais de perus (ASANO et al., 2011) e em

amostras fecais de avestruzes (SILVA et al., 2012).

A primeira sequéncia completa de rotavirus do grupo D foi determinada por Trojnar et
al. (2010), tendo sido descritos em frangos na Europa e Bangladesh (OTTO et al., 2012),

enguanto que no Brasil em amostras fecais de aves no Para (BEZERRA et al., 2012).

2.3 Caracteristicas dos rotavirus

As espécies de rotavirus sdo pertencentes a familia Reoviridae, subfamilia
Sedoreovirinae e género Rotavirus (KING et al., 2012). Como veremos mais detalhadamente
a seguir, baseados em reacfes soroldgicas e/ou moleculares, os rotavirus podem ser
classificados em pelo menos 6 grupos (A-F), sendo os do grupo A os mais prevalentes em

diversas espécies animais (RAMING et al., 2005).

Particulas virais completas de rotavirus do grupo A medem em torno de 100nm e
guando observadas pela microscopia eletrbnica, apresentam um capsideo de simetria
icosaédrica, ndo possuem envelope e sdo compostas por trés camadas proteicas distintas
(ESTES; KAPIKIAN, 2007).



26

Os rotavirus contém um genoma constituido por 11 segmentos de RNA fita dupla
(dsRNA), onde cada segmento codifica uma proteina — exceto o 11° que é bicistronico -
sendo seis delas estruturais (VP1, VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7) e seis ndo estruturais (NSP1,
NSP2, NSP3, NSP4, NSP5 e NSP6 (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Cada segmento do RNA de fita dupla (dsRNA) é dividido em trés regiGes: uma regido
5’ nado codificadora com uma extremidade guanidina, um quadro de leitura aberta (ORF,

“open reading frame”) ¢ uma regido 3’ ndo codificadora com um extremidade citosina

(ESTES; KAPIKIAN, 2007).

O tamanho em pares de bases (pb) do genoma completo de rotavirus do grupo A
apresenta variagdes entre amostras de aves (19.064 pb) e de mamiferos (18.526 pb). No caso
de rotavirus do grupo D o tamanho é de 18.500 pb (TROJNAR et al., 2010).

A visualizacdo dos 11 segmentos dos rotavirus pode ser obtida mediante o teste de
PAGE. De acordo com os padrées de mobilidade, definem-se quatro classes de migracao:
classe I (segmentos 1, 2,3 e 4), 1 (5e6), Il (7,8e9) e IV (10 e 11). Este Gltimo determina o
“perfil longo” (migracdo répida) ou “curto” (lenta), havendo, ainda, o padrdo “super curto”
(ESTES, 2001; KAPIKIAN et al., 2001). Ocasionalmente os rotavirus pertencentes ao grupo
A exibem a configuracdo do perfil aviario, com a tipica distribui¢cdo 5:1:3:2. Os integrantes
dos grupos B e D denotam padréo 4:2:2:3, e o C, por sua vez, 4:3:2:2 (MASCARENHAS,
2006).

Os rotavirus caracterizam-se por elevada eliminacdo de particulas virais durante a fase
aguda da doenca, eliminando em torno de 10 particulas/mL de fezes (KOOPMANS;
DUIZER, 2004), além de possuirem elevada resisténcia as condi¢cdes ambientais,
permanecendo estavel por até 60 dias em esgoto comum ou até mesmo infectantes em
temperaturas tao altas quanto 50°C (FAUQUET et al., 2005), o que leva a maior preocupacgéo
quanto a manutencdo da sanidade dos processos produtivos das aves (ALFIERI et al.,2000).
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2.3.1 Proteinas estruturais

O capsideo interno - ou “core” - que circunda o genoma viral é formado por trés
proteinas (VP1, VP2 e VP3). A VP1 (125 kDa) ¢ uma RNA polimerase RNA-dependente
responsavel tanto pela transcricdo quanto pela replicacdo viral, no entanto é ativa apenas na
presenca da VP2. A VP3 tem a fungdo de guanililtransferase e liga-se a fita simples de RNA
(ssRNA) transportando-a para que sirva de molde para as fitas de dSRNA. As proteinas VP1 e
VVP3 formam complexos que estdo encaixados na VP2, que por analogia a outros Reovirus,
determinam a organizacdo estrutural dos componentes do capsideo externo, fator esse
refletidos na natureza altamente conservada da VP2 (ESTES, 2001; KAPIKIAN, 2001,
MATTHIINSSENS et al., 2008; KING et al., 2012).

2.3.1.1 VP6

A proteina estrutural VVP6 (41 kDa, 397 aa) é codificada pelo 6° segmento (13.546 pb)
do genoma viral, sendo considerada como o maior componente proteico estrutural do virion
(GREIG et al., 2006; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

O capsideo intermediario do virus é formado por 780 cadeias polipeptidicas de VP6
dispostos em 260 unidades triméricas. O sitio de trimerizacao dessa proteina situa-se entre 0s
aminoacidos 246 e 314 (CHARPILIENNE et al., 2002).

A VP6 forma trimeros e tabulos espontaneamente e devido a isso é extremamente
estavel mantendo a sua conformacao independente da presenca de outras proteinas (GREIG et
al., 2006; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Seu importante papel estrutural é ainda reafirmado devido a existéncia de dois
dominios distintos, um proximal (dominio B de a-hélices) e um distal (domino H de folhas-
B), o que permite sua interagdo com a proteina do “core” (VP2) e com ambas as proteinas do

capsideo externo (VP7 e VP4) (CHARPILIENNE et al., 2002).
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Sdo proteinas altamente hidrofébicas, sendo que os residuos de aminoacidos no
dominio B de VP6 nas posi¢des 32 (Q), 65 (L), 70 (L), 71 (L) interagem com a VP2
promovendo estabilidade do duplo capsideo (CHARPILIENNE et al., 2002).

A VP6 é uma de uma proteina conservada e imunogénica que serve de base para a
classificacdo do rotavirus em grupos (A-G) e subgrupos especificos (SG I, SG Il ou SG | e 1)

de acordo com a reatividade a anticorpos monoclonais (KING et al., 2012).

Temos, portanto, a classificacdo dos rotavirus em grupos de A a G de acordo com a
reatividade de anticorpos ou sequenciamento genético da VP6 (RAMING et al., 2005;
ESTES; KAPIKIAN, 2007). Recentemente um novo grupo de rotavirus, inicialmente
designado de ADRV-N (“New Adult Diarrhea Rotavirus™) tem sido proposto como rotavirus
do grupo H, porém baseado apenas em caracteristicas moleculares (ALAM et al., 2007,
MATTHIINSSENS et al., 2011).

Rotavirus dos grupos A, B e C sdo encontrados tanto em humanos quanto em animais,
enquanto grupo E em suinos e os grupos D, F e G descritos até 0 momento apenas em aves
(RAMING et al., 2005; ESTES; KAPIKIAN, 2007).

2.3.1.2VP7 e VP4

As proteinas VP7 e VP4 formam o capsideo externo do virus e sdo necessarias para a
infectividade. O capsideo é formado por 260 trimeros de VP7 no qual estdo projetados 60
trimeros de VP4 (KING et al., 2012).

A glicoproteina VP7 (codificada pelo 9° segmento genémico), componente primario
do capsideo externo, é a segunda mais abundante do virion. Forma a matriz do capsideo sendo
responsavel pela indugdo de anticorpos neutralizantes da particula viral (MATTION et al.,
1994).

A VP7 possui 326 residuos de aminoacidos, contendo dois dominios hidrofobicos
chamados de H1 (aa 6 - 23) e H2 (aa 33 - 44) que podem funcionar como uma sequéncia
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sinalizadora que orienta a VVP7 para a membrana reticulo endoplasmatico (GREEN et al.,
1988).

Reconstrucbes a partir de microscopia eletrénica tém evidenciado sua estrutura
trimérica que forma oligdbmeros com as proteinas VP4 e NSP4 no interior das células
infectadas. Possui sitios de ligacdo com o célcio que, ao interagirem com o mesmo, estdo
envolvidas no processo de montagem da VP7 dentro do capsideo externo (DORMITZER,;
GREENBERGER, 1992).

No que se refere a VP4, sintetizada pelo 4° segmento gendmico, também conhecida
como proteina de espicula, é ndo glicosilada e responsavel pela ligacdo do virus a célula,
possuindo 776 aa e constitui 1,5% da proteina do virion (ESTES, 2001).

Trata-se de uma hemaglutinina e sofre clivagem proteolitica resultando na formacao
de peptideos VP5* e VP8* que sdo ligados por um peptideo de conexdo sensivel a acdo de
proteases, sendo que a analise de sequenciamento revelou trés sitios de clivagem proteolitica
nos residuos de arginina (ARIAS et al., 1996).

Os peptideos gerados (VP5* e VP8*) aumentam a infectividade do virus e induzem

alteragBes conformacionais que aumentam a estabilidade da espicula (KING et al., 2012).

O peptideo VP5* esta associado com a atividade de neutralizacdo cruzada entre 0s
diferentes tipos de VP4, e possivelmente possui 0s epitopos responsaveis pela adsor¢do do
virus & célula com uma regido varidvel e outra conservada. Também é associado com a
restricdo da replicacdo de certas amostras de rotavirus em cultura de células (GREENBERG
et al., 1983b) e a inducdo de anticorpos neutralizantes, o que leva a promocdo de uma
imunidade protetora (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Por outro lado, o peptideo VP8* contém a maioria dos epitopos associados as reacdes
tipo-especificas, onde particularmente uma grande variacdo foi observada entre os residuos de
aminoacidos 71 e 204 (LARRALDE et al., 1991). Em virtude da VP8* conter uma grande
diversidade nos sitios de ligacdo dos anticorpos monoclonais, especulou-se que ela fique
localizada mais externamente na particula viral, 0 que poderia explicar as regides de
diversidade dessa regido (MACKOW et al., 1988).
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Dada a importancia na diferenciagcdo de amostras, foi criado um sistema de
classificacdo baseado na reatividade antigénica da VP4 e VP7, no qual os rotavirus do grupo
A foram classificados, por meio de ensaios de neutralizacdo cruzada com soros hiperimunes,
em sorotipos G (VP7-glicoproteina) e P (VP4-protease sensivel); sendo que até 0 momento
foram identificados 14 sorotipos G e P (KING et al., 2012).

Recentemente, um sistema de uniformizacao de classificacdo e nomenclatura, baseado
nas sequéncias de nucleotideos - além de VP4 e VVP7 — foi proposto para a classificacdo dos
rotavirus do grupo A. Este sistema atribui um genotipo para cada um dos 11 segmentos do
genoma do virus de forma que os genes VP7 - VP4 - VP6 - VP1 - VP2 - VP3 - NSP1 - NSP2
- NSP3 - NSP4 - NSP5/6 sdo descritos usando as abreviacdes Gx - P[x] - IX - Rx - Cx - Mx -
Ax - Nx - Tx - Ex - Hx, respectivamente, onde “x” representa um numero arabico
(MATTHIIJNSSENS et al., 2008).

Nesse sentido, quando uma sequéncia obtida contempla a ORF completa do gene, 0s
valores “cut-off” de identidade da regido devem ser seguidos para a classificacdo do genotipo.
Porém nos casos em que apenas a sequéncia parcial do gene é definida, no minimo 500
nucleotideos e 50% da ORF devem estar determinados, além da porcentagem de similaridade
estar acima de 2% do “cut-off” para que se estabelega um novo genotipo (MATTHIINSSENS
et al., 2008).

Em espécies aviarias sdo descritos para a VP7 até o0 momento os genotipos G7, G17,
G18, G19, G22 e G23 e para VP4 os genotipos P[17], P[30], P[31] e P[35]
(MATTHIINSSENS et al., 2008) e mais recentemente descrito o genotipo P[37] em faisdo
(TROJNAR et al., 2013).

2.3.2 Proteinas ndo estruturais

As proteinas ndo estruturais sdo encontradas em particulas virais imaturas durante a
infeccdo e estdo relacionadas como processo de replicacdo e formacdo da progénie viral
(ESTES; KAPIKIAN, 2007).



31

A NSP1, codificada pelo 5° segmento gendmico, é a proteina mais variavel dentre
todas do genoma viral, observando-se 65% de diversidade de sequéncia entre amostras de
rotavirus do grupo A, o que resulta em elevada diversidade intraespécie (KING et al., 2012),
ainda que apresente uma regido “zinc-finger” conservada e rica em residuos de cisteina
proxima a regido amino-terminal (PATTON, 1993). Possui importante papel no ciclo de
replicacdo do virus e patogénese viral uma vez que inibe a resposta imune inata do hospedeiro
suprimindo a inducdo de morte celular durante os estagios iniciais da infeccdo (PATTON et
al., 2007).

J& NSP2, codificada pelo 8° segmento genémico, possui importante funcdo na
formacdo dos viroplasmas, ao interagir com a NSP5, e na replicacdo do genoma viral,
tratando-se uma proteina multifuncional que se liga de forma inespecifica a0 sSRNA para
inicio da sintese de dsRNA. Possui adicionalmente as atividades de NTPase, RNA
triofosfatase (RTPase) e de nucleosideo difosfato quinase (TARAPOREWALA; PATTON,
2001)

Por sua vez a NSP3, codificada pelo 7° segmento do genoma viral, também é uma
proteina multifuncional e se liga especificamente ao terminal 3> dos mRNAs (RNA
mensageiro) por meio de sua regido amino terminal (KING et al., 2012) com funcgdes de
ligacdo ao RNA viral e regulacdo da traducdo (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

Finalmente, as NSP5/6 s&o codificadas por duas ORF’s no mesmo segmento viral
(11°). A NSP5 é uma fosfoproteina rica em residuos de serina e treonina, modificada pos-
translacionalmente por fosforilacdo e glicosilagdo (BEROIS et al., 2003). Possui atividades de
ligagdo com ssRNA e dsRNA, forma dimeros e é essencial para a formagdo dos viroplasmas e
replicacdo do genoma viral. Nas células infectadas sdo encontrados multiplos isémeros
fosforilados de NSP5, modificacdo essa estimulada pela NSP2 e mediada por quinase celular
e possivelmente por uma atividade de autoquinase da propria NSP5. O dominio carboxi-
terminal da NSP5 é necessario para a hiperfosforilacdo e interacdo com a NSP6, proteina de
expressdao demonstrada apenas em poucas amostras e de fungdo ainda ndo esclarecida
totalmente (KING et al., 2012), sabe-se, contudo que a NSP6 é degradada dentro de
aproximadamente duas horas ap0s sua sintese (RAINSFORD; MCCRAE, 2007).
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2.4 Replicagéo viral

O ciclo de replicacdo de diversas amostras de rotavirus animal, o qual esta
normalmente completo entre 12 a 15 horas a 37°C, tem sido estudado principalmente em

culturas de células de rim de macaco (KING et al., 2012).

Os estagios iniciais da replicagdo do rotavirus envolve a adsorcéo viral mediada pela
proteina VP4, e por seus produtos de clivagem, aos receptores celulares e entrada na celula.
Dentre os receptores celulares envolvidos estdo alguns gangliosideos além de alguns tipos de
integrinas e “heat shock protein” como co-receptores. Embora seu papel nos estagios iniciais
de infeccdo viral ainda ndo esteja elucidado completamente, ja foi demonstrado que a VP7
interage com a superficie celular logo apds a ligacdo das espiculas aos receptores (ESTES,
1996; KING et al., 2012).

Estudos indicam que o virus pode entrar na célula por endocitose, mediada pelo
receptor celular ou por penetracdo direta pela membrana (KING et al., 2012). Em ambos 0s
casos, no momento da entrada do virus na célula a particula contendo os trés envoltorios, sob
acdo de enzimas lisossomais, perde o capsideo externo composto de VP4 e VP7, levando a
liberacao de uma DLP (“double layer protein”) transcricionalmente ativa para o citoplasma da

célula (ARIAS et al., 2004).

O ciclo replicativo dos rotavirus é independente de estruturas nucleares ocorrendo
integralmente no citoplasma celular. A proteina VP1 modula a sintese dos primeiros
transcritos de RNA viral que funcionam como mRNA e também de molde para a sintese de
dsRNA constituinte da progénie viral. Essa transcricdo € denominada assimétrica ja que 0s
transcritos séo fitas de polaridade positiva que utilizam como molde fitas de sentido negativo
dos RNAs genémicos (KAPIKIAN, 2001).

Acredita-se que a sintese de mRNA viral necessite da presenca da proteina VP8, visto
que provavelmente esta interaja conformacionalmente com a VP1 uma vez que a sua remocao
leva a alteracdo de VP1 que deixa de ser funcional (CHARPILIENNE et al., 2002).

Durante a replicacdo uma grande quantidade de proteinas estruturais (VP1, VP2 e
VP3) e ndo estruturais (NSP2 e NSP5) se acumulam resultando em inclusdes citoplasmaticas
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conhecidas como viroplasmas, no interior das quais ocorre a replicagdo do genoma, sintese do
“core” viral e morfogénese de novas particulas virais (ESTES; KAPIKIAN, 2007). Enquanto
isso, os demais RNA (+) adentram no core recém-formado para servirem de molde para a
sintese dos RNA (-), novamente por acdo da VP1 como RNA polimerase, levando assim a
formagdo das fitas duplas de RNA no virion. Em seguida, a VP6 ¢ adicionada ao “core” para
formar a segunda camada do capsideo, resultando numa estrutura de dupla camada
semelhante aquela derivada do virion infectante (KAPIKIAN et al., 2001; CARTER;
SAUNDERS, 2007; PATTON et al., 2007).

As particulas de dupla camada deixam os viroplasmas iniciando um brotamento para o
interior do reticulo endoplasmatico mediante a interacdo dessas particulas com a NSP4, por
sua vez sintetizada na membrana desta organela celular tal como a VP7. Assim, durante o
brotamento, essas particulas adquirem um envoltério lipidico semelhante a uma vesicula
contendo a VP7. No decorrer desse processo a NSP4 se liga também a VP4 e a maturacéo
culmina com a formacdo do capsideo externo, remocdo do envoltorio lipidico e saida do
virion da célula por lise ou exocitose (ARIAS, 2004; PATTON et al., 2007).

2.5 Mecanismos de evolugéo viral

A diversidade genética dos rotavirus esta associada a diferentes mecanismos de
evolugdo, entre eles as mutagdes pontuais (“drifts”), rearranjos genOmicos, reestruturacoes
(“reassortment”) (TANIGUCHI; URASAWA, 1995) e recombinagdes intragénicas (PARRA
etal., 2004).

Nas mutacdes pontuais ocorrem substituicdes de bases, detectadas por sequenciamento
nucleotidico (FLORES et al., 1988), ocasionadas pela pressdao de selecdo entre virus-
hospedeiro. Por esse motivo, trata-se de um mecanismo comumente observado nos genes
codificadores das proteinas de superficie (VP4 e VVP7), por estarem diretamente em contato
com os anticorpos neutralizantes (TANIGUCHI; URASAWA, 1995).

Nos rearranjos genéticos sdo observadas alteragdes nos trechos de uma sequéncia

dentro de um dnico segmento gendmico, algumas vezes na forma de delecdo e
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frequentemente como duplicagGes. Como resultado, alguns segmentos de RNA perdem suas
posicOes usuais e bandas adicionais séo visualizadas pela PAGE (MASCARENHAS et al.,
2006). Os rearranjos ocorrem provavelmente por uma falha da RNA polimerase no momento
da transcricdo, contudo, observa-se que 0s virus com os segmentos do genoma rearranjados
podem ndo ser defectivos e, portanto, revelam-se geneticamente estaveis (DESSELBERGER,
1996).

Na reestruturacdo, caracteristica apenas dos virus segmentados, ocorre troca de
material genético entre dois virus similares durante infeccbes mistas, o que leva ao
compartilhamento de segmentos entre eles e aparecimento de novas combinagdes génicas
(TANIGUCHI; URASAWA, 1995). Tal mecanismo é uma vantagem aos rotavirus, visto que
0 rearranjo de amostras de animais com as de humanos gera virus que compartilham
segmentos de RNA de ambos, possuindo assim, maior chance de se difundirem em uma nova
populacdo (TANIGUCHI; URASAWA, 1995: MARTELLA et al., 2010).

A ocorréncia de recombinacao intragénica consiste na troca de fragmentos entre duas
sequéncias génicas, no caso, pertencentes a um mesmo genotipo, diferentemente do rearranjo,
em que todo o segmento é trocado. Constitui-se em um importante mecanismo para gerar
virus quimeéricos capazes de escaparem ao sistema imune do hospedeiro (PARRA et al.,
2004).

2.6 Rotaviroses em aves

Rotavirose aviaria € uma infecgdo intestinal que geralmente apresenta alta morbidade e
baixa mortalidade (MCNULTY, 2003). Como a principal via de transmissdo do rotavirus €
indireta, pelo contagio fecal-oral, pode ocorrer também através de agua e alimentos
contaminados (ESTES; KAPIKIAN, 2007). A transmissdo vertical é desconhecida, porém ha
relatos do isolamento de perus com trés dias de idade sugerindo a ocorréncia de transmisséo

transovariana ou contaminag&o via casca do ovo (THEL;SAIF, 1987).

Em geral, infec¢Bes por rotavirus sdo mais comuns em aves jovens, principalmente

nas quatro primeiras semanas de idade, e gradualmente menos frequente em aves adultas
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(KARIN et al., 2007), devido a presenca de uma resposta imune humoral mais réapida e
intensa (YASON; SCHAT, 1987)

Os rotavirus infectam as células maduras das vilosidades epiteliais do intestino
delgado (DENNEHY, 2008) e os sintomas incluem diarreia e depresséo (MCNULTY, 2008),
aumento da mortalidade e “runting and stunting syndrome ™, caracterizada principalmente
pela perda de peso, também tem sido associadas a infec¢fes por rotavirus em aves (HAYNES
et al., 1994). Em condi¢bes de campo podem causar manifestacdes subclinicas ou estar
associados a enterite, desidratagdo, anorexia, baixo ganho de peso e aumento da mortalidade
(MCNULTY, 2003; TAMEHIRO et al., 2003).

Cabe ressaltar também o carater zoonético do virus e de transmissao interespécies
(PAHO, 2001; COOK et al., 2004), inclusive entre mamiferos e aves tanto em condi¢fes
experimentais, onde uma amostra de rotavirus de pombos demonstrou ser capaz de infectar e
causar diarreia em ratos (MORI et al., 2001), quanto em condicdes de campo, ja que ha
relatos de isolamento de rotavirus do grupo A, em bezerros, contendo elevado grau de
similaridade de sequéncia de nucleotideos com rotavirus aviario (BRUSSOW et al., 1992;
ROHWEDDER et al., 1995; SCHUMANN et al., 2009).

No Brasil, Asano et al. (2011) detectaram o genotipo tipicamente bovino G6P[1], em
contedo intestinal diarreico de perus a partir do isolamento em célula MA-104 apontando

para ocorréncia de transmissao interespécie entre bovinos e aves.

2.7. Diagndstico

Diferentes técnicas de diagndstico tém sido utilizadas no diagnéstico direto dos
rotavirus, por exemplo, a microscopia eletrénica (ATHANASSIOUS et al., 1994), isolamento
viral em cultivo celular (MCNULTY et al., 1979ab), porém atualmente sdo normalmente
utilizadas, pela rapidez, disponibilidade de reagentes e facilidade de execucéo, as técnicas de
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), ELISA e RT-PCR (ESTES; KAPIKIAN,
2007).
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A PAGE consiste em extrair o RNA viral e observar 0s segmentos gendémicos de
acordo com a sua mobilidade eletroforética (HERRING et al., 1982). Tem a vantagem de
permitir a deteccdo de rotavirus de qualquer grupo, apresentando elevada especificidade
analitica (ESTES; KAPIKIAN, 2007). Porém possui execucdo relativamente complexa,
dificultando processamento de grande quantidade de amostras, e tem como principal
desvantagem a baixa sensibilidade analitica, visto que, é necesséria grande quantidade de

rotavirus nas fezes para geracéo do sinal (JEREZ, 1997)

Tais desvantagens foram contornadas com o advento das rea¢Ges imunoenzimaticas,
dentre elas a técnica de ELISA. Trata-se de uma técnica altamente sensivel, especifica e
conveniente na deteccdo de rotavirus em fezes, porém restrita a um determinado grupo
(BEARDS et al., 1984; GREGORI et al., 2000).

A reagdo de RT-PCR por sua vez, ¢ utilizada em funcéo de sua elevada sensibilidade e
especificidade (WALTER, 2001) bem como possibilitar tanto o diagnéstico como a

caracterizacdo de amostras virais (GOUVEA et al., 1994ab).

Uma variacdo da PCR, a multiplex nested RT-PCR tem sido utilizada na deteccdo de
rotavirus (GOUVEA et al., 1994 ab), consistindo na utilizacdo de diferentes pares de primers
com a finalidade de amplificar simultaneamente mdultiplas regiGes de acidos nucleicos
presentes em uma mesma amostra e tendo como principais vantagens economia de custos,
tempo e amostras (RATCLIFF et al., 2007).

2.8 Prevencao

Embora o desenvolvimento de vacinas para seres humanos tenha comecado décadas
atras, apenas nos ultimos anos foi liberado o uso das mesmas (WARD et al., 2008), a exemplo
da RotaTeq"™ licenciada em 2006 pela Food and Drug Administration (FDA) (PARASHAR
et al., 2006) e Rotarix (BERNSTEIN et al., 1999).

Em veterinaria, vacinas inativas e atenuadas para a prevencdo de rotaviroses em

bezerros, leitdes e potros sdo administradas via parenteral as mées no estagio final da gestacéo
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com o objetivo de gerar uma maior imunidade passiva aos filhotes através do colostro e
aleitamento (MARTELLA et al., 2010).

No que diz respeito as aves, para 0 nosso conhecimento ndo estdo disponiveis vacinas

e ndo sdo empregados tratamentos especificos para controlar os quadros clinicos de diarreia.

Portanto a prevencdo é feita através de um manejo sanitario adequado que inclui entre
outras condutas, controle de temperatura, ventilagdo e umidade relativa do ar no interior dos
galpdes, 4gua de boa qualidade, descarte de aves refugo e com sinais de doencas, manejo “all
in all out”, vazio sanitério, limpeza e desinfec¢do rigorosa das instala¢cbes (ALFIERI et al.,
2000).
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3 OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo s&o:

a) Pesquisar as frequéncias de ocorréncia de rotavirus (grupos A e D) em amostras fecais
de aves provenientes de criagdes comerciais de frangos de corte, poedeiras, matrizes e

avos, localizadas em diferentes regides brasileiras.

b) Caracterizar os genotipos G e P dos rotavirus do grupo A detectados, utilizando-se
reacOes de RT-PCR e sequenciamento nucleotidico.
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4 MATERIAL E METODOS

Os métodos e a sequéncia de atividades deste estudo estdo esquematicamente

apresentados na figura 1.

Figura 1 - Sequéncia de atividades realizadas visando a ocorréncia e caracterizagdo de amostras de rotavirus
aviarios

Amostras fecais
(111 pools)
v v Y
Transcrigdo reversa PC(R gs:r‘;l r:;gn(s;r‘f d\éspe) Detecgdo por PAGE ELISA
com primers randémicos d P (HERRING et al., 1982) (GREGORI et al., 2000)

neste estudo)

L2 e e e

PCR Rotavirus A (gene NSP5)
(SALEM et al., 2010) POSITIVA NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA POSITIVA NEGATIVA

+—'—+|_+

POSITIVA NEGATIVA
Confirmagao de rotavirus D a partir
do amplicons por sequenciamento
v v
GenozICRa em e e
(.’;) 8 Genotipagem Genotipagem
, G P I
des(s:ﬁv'isdos (GOUVEA et (GOUVEA et
al., 1994a) al., 1994b)
neste estudo)
Nested PCR Nested PCR
Genotipagem Genotipagem
G P
(GOUVEA et (GOUVEA et
al., 19%4a) al., 1994b)
Definigdo de genotipo a partir dos
»

amplicons [+
por sequenciamento

[

Fonte: Beserra (2013)

4.1 Amostras clinicas

Foram testados um total de 111 pools de amostras fecais de aves de diversas idades,

oriundas de criacbes comerciais de frangos de corte, poedeiras, matrizes e avozeiros de
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diferentes regiGes brasileiras. Cada pool consistiu no conteudo entérico de 3 a 5 aves

pertencentes a um mesmo lote.

Um total de 52,25% ¢ oriundo de frangos de corte (de até 40 dias de idade); 12,6% de
galinhas poedeiras; e 17,11% de matrizes, 2,7% de avos e 15,3% das amostras ndo puderam
ser caracterizadas quanto ao tipo de criagdo. Estas amostras sdo provenientes de oito estados
brasileiros, sendo eles: Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Espirito Santo,

Goias, Bahia e Ceara.

Dos 111 pools testados, 81 estavam armazenados no Laboratério de Biologia
Molecular Aplicada e Sorologia (LABMAS) do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da USP. Os
demais 30 pools séo provenientes de colheitas a campo em 3 criagdes comerciais de frangos
de corte com 40 dias de idade, localizadas no municipio de Louveira (SP), em janeiro de
2012,

Os materiais clinicos foram mantidos em gelo durante a colheita e armazenados a -
80°C até o0 seu processamento nas reacdes de ELISA (item 4.2), PAGE (item 4.3) e RT-PCR
(item 4.5).

Foram preparadas suspensoes fecais a 10% (p/v) em PBS 0,01M pH 7,4 e clarificadas
por centrifugacdo a 12.000g por 15 minutos a 4°C, sendo entdo utilizado o sobrenadante nas
reacOes de ELISA e PAGE, enquanto que para os testes moleculares, as amostras foram
submetidas ao mesmo procedimento, utilizando em substituicdo, dgua ultrapura previamente

tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) ao inves de tampéo PBS.

As reagdes de ELISA (item 4.2), PAGE (item 4.3) e PCR (item 4.6) foram realizadas

em paralelo.
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4.2 Reagédo de ELISA

Foi utilizada a reacdo de ELISA visando a detec¢do de rotavirus grupo A em todos 0s
111 pools de amostras (item 4.1), empregando-se a metodologia previamente descrita por
Gregori et al. (2000), tendo como controle positivo a amostra NCDV de rotavirus A e

negativo o tampéo PBS previamente utilizado na realizagdo de suspensdes fecais.

4.3 Reacdo de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Todas as amostras (item 4.1) foram submetidas a técnica de Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida (PAGE), de acordo com Herring et al. (1982).

4.4 Extracdo de acidos nucleicos

As amostras foram submetidas a diferentes reacdes de RT-PCR, visando a deteccdo de

rotavirus do grupo A; grupo D; genotipagem G (duas diferentes estratégias) e genotipagem P.

Para tanto, foram feitas extracdes de RNA empregando-se o reagente TRIzol®
(Invitrogen™) de acordo com as instru¢des do fabricante, a partir do sobrenadante das
suspensOes fecais (item 4.1). O RNA extraido foi entdo ressuspendido em 15 pL de agua
previamente tratada com DEPC e mantido a -80°C até o seu processamento nas etapas

subsequentes.
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4.5 Reacdo de Transcrigdo Reversa (RT)

A partir do RNA extraido (item 4.4), as amostras foram submetidas a reagdo de
transcricdo reversa (RT) utilizando-se primers randémicos (Invitrogen® Cat. No. 48190-

011), de acordo com o seguinte protocolo:

- Misturar 7 pL da amostra de RNA extraido a solucdo “RT-mix”, que por sua vez ¢
composta por 4 pL de First Strand Buffer (Invitrogen®), 2 uL de solucdo de dNTP a 10 mM,
2 UL de DTT (100mM), 1L de Random Primers (50 ng/pL - Invitrogen®), 200 U M-MLV
Reverse Transcriptase (Invitrogen®) e 4gua ultra-pura para um volume final de reacéo de 20

uL; submetendo-a a seguir ao ciclo de 37°C/50 minutos e 70°C/15 minutos.

4.6 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Neste topico serdo apresentados os procedimentos para realizacdo das reagdes de
PCR.

4.6.1 Deteccao de rotavirus do grupo A - gene NSP5

As amostras foram submetidas, como triagem, a amplificacdo de um fragmento
parcial do gene codificador da proteina ndo estrutural NSP5 dos rotavirus do grupo A, de
acordo com Salem et al. (2010), mediante uma reacdo de nested-PCR, empregando-se 0s
primers P1/P2 e posteriormente P3/P4, gerando respectivamente produtos de 317 pb e 208

pb.

Aquelas que resultaram positivas a este teste, bem como aos testes de ELISA e PAGE,
foram submetidas a trés reacGes distintas de PCR, descritas nos topicos seguintes (4.6.2;
4.6.2.1).
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4.6.2 Reac0Oes de genotipagem do rotavirus - genes VP4 e VP7

A amplificacdo de segmentos das proteinas estruturais VP4 e VP7, objetivando sua
genotipagem, foi realizada com “primers” e condi¢cdes de amplificacdo previamente descritas

por Gouvea et al. (1994a,b), de acordo com o protocolo a seguir:

- Misturar 2,5 pL. de cDNA (oriundo da reagdo de RT) a solugdo “PCR-mix”, que por sua vez
é composta por 1x PCR Buffer (Invitrogen®), 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 pmol/pL de cada
“primer” (Con2 e Con3, para caracterizacdo P; Beg9, End9, End9UK, e End9CRWS, para a
caracterizacdo G), 2 mM de MgCl,, 1,25 U de Tag DNA Polymerase (Invitrogen®), agua
g.s.p. 25 pL; submetidos ao ciclo de 94°C/3 minutos, 30 ciclos de 94°C/1 minuto, 42°C/2

minutos, 72°C/1minuto, seguido de 72°C/10 minutos para extensao final.

Para a realizacdo da “nested”, um volume de 5 pL da primeira amplificagdo foi
adicionado a um novo mix contendo os primers sBeg9, DT6, ET10, HT8, FT5, BT11, para G
e Con2, P(B223), P(GOTT), P(NCDV), P(OSU), P(UK) para P mantendo-se os demais
reagentes, submetendo-os ao ciclo de 94°C/1,5 minutos, 25 ciclos de amplificacdo (94°C/1
minuto, 55°C/2 minutos e 72°C/1 minuto) seguidos por uma extensao final de 70°C por 10

minutos.

Por fim, 10 pL dos produtos oriundos desta reacdo foram analisados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% (p/v) em tampédo TRIS-borato 0,045 M; EDTA 0,001 M pH 8,0,
fazendo-se corar o gel em banho de &gua com 0,5 pg/mL de brometo de etidio por 10

minutos.

Consideram-se positivas as amostras que apresentaram no gel segmentos amplificados
de tamanho correspondente aqueles descritos pelos autores (GOUVEA et al., 1994a,b), tendo
como referéncia a inclusdo de DNA ladder 100bp (Invitrogen®) e utilizando-se como controle

positivo a amostra NCDV e como negativo a agua empregada em diversas etapas das reagoes.
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4.6.2.1 Desenho de primer visando o gene VVP7 de rotavirus aviarios

Uma vez que ndo foi possivel a definicdo de genotipos G através da técnica de Gouvea
et al. (1994a) nas amostras testadas, foram desenhados primers visando contemplar a
diversidade genotipica do gene codificador da VP7 de rotavirus do grupo A em aves. Para
tanto, foram importadas sequéncias nucleotidicas disponiveis no GenBank utilizando-se o
programa Bioedit v. 7.1.3.0 (HALL, 1999), de modo a se realizar o alinhamento das mesmas
mediante o uso do software ClustalW 2.1 (LARKIN et al., 2007). O par de primers foi
desenhado levando-se em consideracdo o fato de assegurar compatibilidade com senso,
mediante a definicdo de uma area consensual e também dos parametros de temperatura de
anelamento (Tm); teor (%) de GC; analise de “hairpins”, dimeros (“self-dimer” e “cross-
dimer”), sequéncias palindromas e repeticdes de um mesmo nucleotideo (“runs”), avaliados

pelo aplicativo on-line Netprimer (http//www.premierbiosoft.com/netprimer/index.hmtl).

O par de primers, suas respectivas areas de hibridizacdo e pardmetros quimicos estdo

apresentados no quadro 1.

Todos os 111 pools de amostras fecais foram novamente submetidos a reagdo de PCR
para a amplificacdo do segmento codificador da VP7. A mistura de reagentes consistiu em:
2,5 pL de cDNA (oriundo da reacdo de RT) adicionados a solugdo “PCR-mix”, que por sua
vez é composta por 1x PCR Buffer (Invitrogen®), 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 pmol/uL de
cada “primer”. Ao final, as reacGes foram submetidas ao ciclo de 94°C/3 minutos, 30 ciclos de
amplificacdo (94°C/45 segundos, 50°C/ 30 segundos e 72°C/45 segundos), seguido por uma

extensdo final de 72°C por 10 minutos.

Por fim, 10 pL dos produtos oriundos desta reagdo foram analisados por eletroforese
em gel de agarose a 1,5% (p/v) em tampédo TRIS-borato 0,045 M; EDTA 0,001 M pH 8,0,
fazendo-se corar o gel em banho de &gua com 0,5 pg/mL de brometo de etidio por 10

minutos.

Consideram-se positivas as amostras que apresentaram no gel segmentos amplificados
de tamanho correspondente a 863 pb, tendo como referéncia a inclusdao de DNA ladder 100bp

(Invitrogen®).
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Quadro 1 - Primers, sequéncias, posi¢des no genoma, comprimento do produto e temperatura de melting (TM)
do par de primers visando o gene codificador da VVP7 de rotavirus do grupo A em aves desenhados
durante o estudo

; : Posicdono | Comprimento Tempera_tura
Primer Sequéncia (5°>3”) de Melting
genoma do produto (pb) (Tm)
VP7AVEFW TGTATAGTACTGARTGTACTATCCTT 3-28 863 50°C
VP7TANYRW TGCCACCAYYTYTTCC 876-891

Fonte: Beserra (2013)

4.6.3 Deteccdo de rotavirus do grupo D - gene VP6

Visando a deteccdo de rotavirus do grupo D, realizou-se paralelamente reacdo de PCR
visando a amplificacdo de segmentos da proteina estrutural VP6 utilizando-se primers e

condicdes de tempo e temperatura previamente descritos por Bezerra et al. (2012).

Dessa forma, todos os 111 pools de amostras fecais foram novamente submetidos a
reacdo de PCR. A mistura de reagentes consistiu em: 2,5 uL de cDNA (oriundo da reacdo de
RT) adicionados a solugdo “PCR-mix”, que por sua vez ¢ composta por 1x PCR Buffer
(Invitrogen®), 0,2 mM de cada dNTP, 0,5 pmol/uL de cada “primer”. Ao final as reacdes
submetidas ao ciclo de 93°C/3 minutos, 35 ciclos de amplificacdo (93°C/1 minuto, 55°C/1
minuto e 72°C/1 minuto), seguido por uma extensdo final de 78°C por 7 minutos.

Os produtos oriundos desta reacdo foram também analisados por eletroforese em gel
de agarose a 1,5% (p/v) em tampéo TRIS-borato 0,045 M; EDTA 0,001 M pH 8,0, fazendo-se

corar o gel em banho de 4gua com 0,5 pug/mL de brometo de etidio por 10 minutos.

Consideram-se positivas as amostras que apresentaram no gel segmentos amplificados
de tamanho correspondente a 742 pb, tendo como referéncia a inclusdao de DNA ladder 100bp

(Invitrogen®).
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4.7 Reacdo de sequenciamento nucleotidico

Os respectivos fragmentos amplificados de rotavirus (itens 4.6.2; 4.6.2.1; 4.6.3), bem
como 3 amostras positivas por trés técnicas de deteccdo (item 4.2; 4.3; 4.6.1), foram
submetidos ao sequenciamento do DNA, para que pudessem ser comparados (em termos de

identidade de nucleotideos e aminoacidos) com amostras anteriormente descritas na literatura.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se o reagente EXOSAP-it (USB®)
de acordo com o protocolo do fabricante.

Apds esta etapa, os produtos foram submetidos a reacdes de sequenciamento sendo
que cada amostra feita em duplicata e cada um dos tubos contendo 2 uL do reagente Big-Dye
3.1 (Applied Biosystems™), 1,5 uLL de tampao de sequenciamento, 5 uM de cada primer
senso ou antisenso e 6,0 uL. do DNA alvo para uma reagao final com volume de 10 pL, sendo
submetidos a 40 ciclos de 96°C por 1 minuto, 50°C por 15 segundos, 60°C por 4 minutos,

com rampa de 1°C por segundo em todas as etapas.

Em seguida utilizou-se o reagente BigDye X Terminator™, com o objetivo de remover
terminadores ndo incorporados ao DNA, segundo instruc6es do fabricante. As amostras foram
entdo submetidas a sequenciamento bidirecional de DNA em sequenciador automéatico ABI-

3500 (Applied Biosystems™), também de acordo com instrucdes do fabricante.

4.8 Andlise das sequéncias

De posse dos cromatogramas gerados contendo as sequéncias nucleotidicas pdde-se
visualizar as sequéncias atraves do aplicativo FinchTv v. 1.4.0 (© 2011, Geospiza) e aquelas
oriundas dos primers antissenso foram transformadas para o seu reverso e complemento pelo
mesmo aplicativo. Em seguida, feita a importacdo das sequéncias para o formato FASTA,
utilizando-se o software Bioedit v. 7.1.3.0 (HALL, 1999).

Foram verificadas as consisténcias dos achados atraves do servico Blast-n do

GenBank, e a partir deste Gltimo, importadas as diversas sequéncias descritas das regides alvo
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amplificadas, junto ao programa Bioedit v. 7.1.3.0 (HALL, 1999), de modo a se realizar a
edicdo e alinhamento entre as recém-obtidas com aquelas ja descritas, mediante o uso do
software ClustalW 2.1 (LARKIN et al., 2007).

A relagdo filogenética para cada um dos genes de rotavirus pesquisados (VP4, VP7 e
VP6) foi feita inicialmente através do célculo da matriz de identidade de nucleotideos e
aminoéacidos utilizando-se o software BioEdit v. 7.0.5 (HALL, 1999).

A inferéncia filogenética dos rotavirus foi realizada mediante uso do programa
MEGA versdo 5.1 (TAMURA et al., 2011), visando situar as amostras de rotavirus do grupo
A de acordo com 0s seus respectivos genotipos G e P, e para a determinacdo de grupo, a

partir de sequéncias de rotavirus até entdo supostamente pertencentes ao grupo D.

As arvores geradas a partir das sequéncias nucleotidicas foi construida com o método
de “neighbor-joining” através do modelo de substituicdo “maximum composite likelihood”,

sendo também definidos os valores de “bootstrap” a partir de 1.000 repeticoes.

Para realizacdo da inferéncia filogenética foram recuperadas sequéncias do GenBank
com pelo menos um representante de cada genotipo descrito para VP7 e VP4 demonstradas
nos quadros 2 e 3. J& para a VP6 foram recuperadas sequéncias de pelo menos um

representante de cada grupo descrito (Quadro 4).
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Quadro 2 - Sequéncias de VP7 de rotavirus do grupo A, recuperadas do GenBank, utilizadas para a reconstrucéo
da genealogia, segundo nimero de acesso, genotipo da amostra e hospedeiro - Sdo Paulo - 2013

NUmero de Acesso Genotipo Hospedeiro
K02033 G1 Humano
AB118023 G2 Humano
D86271 G3 Humano
X13603 G4 Humano
X04613 G5 Suino
X65940 G6 Bovino
AB080737 G7 Aviario
X56784 G7 Aviario
EF672560 G8 Humano
AB180969 G9 Humano
A01321 G10 Humano
M23194 Gl1 Suino
M58290 G12 Humano
JF712560 G13 Equino
JF712582 Gl4 Equino
FJ347116 G15 Bovino
GQ479955 G16 Rato
S58166 G17 Aviario
D82979 G18 Aviario
FJ169861 G19 Aviario
EU486975 G19 Aviario
EU486974 G19 Aviario
EU486976 G19 Aviario
EU486977 G19 Aviario
EU486971 G19 Aviario
JQ085407 G19 Aviario
EU805773 G20 Humano
AB454421 G21 Bovino
EU486973 G22 Aviario
JX204827 G22 Aviario
FN393054 G23 Aviario
AB513837 G24 Bovino
GU983676 G25 Morcego
AB605258 G26 Bovino
AB621363 G27 Sugar Glider

Fonte: Beserra (2013)
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Quadro 3 - Sequéncias de VVP4 de rotavirus do grupo A, recuperadas do GenBank, utilizadas para a reconstrucgao
da genealogia, segundo nimero de acesso, genotipo da amostra e hospedeiro - Sdo Paulo - 2013

Namero de Acesso Genotipo Hospedeiro
uU65924 P[1] Bovino
DQ841262 P[2] Simiam
D14725 P[3] Canino
AJ540227 P[4] Humano
M22306 P[5] Bovino
L33895 P[6] Humano
M33516 PI7] Sino
L34161 P[8] Humano
D10970 P[9] Humano
M60600 P[10] Humano
L07934 P[11] Humano
JF712580 P[12] Equino
DQ003291 P[13] Suino
EF672563 P[14] Humano
FJ031027 P[15] Caprino
GQ479950 P[16] Murino
AB009632 P[17] Auvidrio
D16352 P[17] Bovino
JF712558 P[18] Equino
AF523677 P[19] Humano
u08424 P[20] Murino
AF237665 P[21] Bovino
AF526374 P[22] Coelho
AY174094 P[23] Suino
AY596189 P[24] Simiam
GU199520 P[25] Humano
DQ061053 P[26] Suino
DQ534016 P[27] Suino
EUB05773 P[28] Humano
AB454420 P[29] Bovino
EU486959 P[30] Aviario
EU486960 P[30] Avidrio
EU485956 P[30] Avidrio
FJ169856 P[30] Avidrio
EU486962 P[31] Avidrio
FJ492835 P[32] Suino
AB513836 P[33] Bovino
AB571047 P[34] Suino
JX204825 P[35] Aviario
EU486958 P[35] Aviario
JX204814 P[37] Aviario

Fonte: Beserra (2013)
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Quadro 4 - Sequéncias de VVP6 de rotavirus do grupo D, recuperadas do GenBank, utilizadas para a reconstrucgao
da genealogia, segundo nimero de acesso, hospedeiro e grupo - Sao Paulo - 2013

Namero de Acesso Hospedeiro Grupo
KC579490 Humano A
AB740140 Humano C
JQ904211 Humano B
NCO007553 Humano H
DQ168033 Humano H
JX971573 Bovino A
AB738416 Bovino C
GQ358714 Bovino B
AB779621 Suino A
HQ323753 Suino C
JQ085406 Aviério A

D82980 Aviério A

D16329 Aviério A
EF687020 Aviério A
DQ096805 Aviério A
NCO014516 Aviario D
JN034684 Aviario D
JN034682 Aviério D
JN034680 Aviério D
JN034685 Aviario D
JN034683 Aviério D
JN034681 Aviério D
JN034679 Aviério D
JQ065735 Aviério D
JN703463 Aviério D
JQ065736 Aviério D
JQ065734 Aviario D
HQ403603 Aviério F
HQ403604 Aviario G

Fonte: Beserra (2013)
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5 RESULTADOS

Neste topico serdo apresentados os resultados das reacoes de ELISA, PAGE e RT-
PCR.

5.1 Reacdo de ELISA

Dos 111 pools de amostras fecais analisados pela técnica de ELISA, 6 deles (6/111 ou

5,4%) foram positivos quanto a presenca de rotavirus.

Os resultados obtidos por este teste encontram-se na tabela 3. Com relacdo ao tipo das
criagdes, 66,7% (4/6) dos pools positivos sdo oriundos de frangos de corte; 16,6% (1/6) de
avos; e 16,6% (1/6) de matrizes. No que diz respeito a localizacdo das granjas, 66,7% (4/6)
estdo localizadas no estado de S&o Paulo, 16,6% (1/6) em Santa Catarina e 16,6% (1/6) no
Rio Grande do Sul.

5.2 Reacdo de Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Dos 111 pools de amostras fecais novamente analisados pela técnica de PAGE, 10

deles (10/111 ou 9%) foram positivos quanto a presenca de rotavirus.

Os resultados obtidos por este teste encontram-se na tabela 3. Com relacdo ao tipo das
criacBes, 70%% (7/10) dos pools positivos sdo oriundos de frangos de corte; 10% de avos
(1/10); e 20% de matrizes (2/10), localizadas nos estados de S&o Paulo, Parana, Rio Grande

do Sul e Santa Catarina.

A relacéo entre os resultados das reacdes de ELISA e PAGE é apresentada na tabela 1

a sequir.



52

Tabela 1 - Concordancia entre os resultados das reagdes de ELISA e PAGE

PAGE
ELISA Positivo Negativo Total
Positivo 3 3 6
Negativo 7 98 105
Total 10 101 111

5.3 Reagdes de RT-PCR

Neste tépico serdo apresentados os resultados da diferentes reacdes de RT-PCR

realizadas neste estudo.

5.3.1 Deteccdo de rotavirus do grupo A visando o gene codificador da NSP5

Dos 111 pools de amostras fecais submetidos a RT-PCR, 39 deles (39/111 ou 35,13%)

foram positivos quanto a presenca de rotavirus.

Sendo 51,28% (20/39) oriundos de criacdes de frango de corte, 23,07% (9/39) de
matrizeiros, 15,38% de poedeiras (6/39), 2,56% de avozeiros (1/39) e em 7,69% (3/39) nédo
foi possivel identificar o tipo de criacdo. As amostras sdo provenientes dos estados de Séo
Paulo (56,42% ou 22/39), Parana (15,38% ou 6/39), Santa Catarina (10,25% ou 4/39), Rio
Grande do Sul (7,69% ou 3/39), Goias (2,56% ou 1/39) e em 7,69% (3/39) ndo foi possivel

determinar o estado.
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5.3.2 Concordancia entre as reacdes de RT-PCR, PAGE e ELISA

As concordancias entre os resultados das reagdes de RT-PCR, visando o gene
codificador da NSP5, PAGE e ELISA sdo apresentadas nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Concordancia entre os resultados das reacdes de PAGE e PCR (NSP5) de rotavirus do grupo A

PCR — NSP5
PAGE Positivo Negativo Total
Positivo 8 2 10
Negativo 31 70 101
Total 39 72 111

Tabela 3 - Concordancia entre os resultados das reagdes de ELISA e PCR (NSP5) de rotavirus do grupo A

PCR — NSP5
ELISA Positivo Negativo Total
Positivo 4 2 6
Negativo 35 70 105
Total 39 72 111

Confrontando-se os resultados gerados pelas técnicas empregadas neste estudo - ELISA,
PAGE e RT-PCR (NSP5) - obtiveram-se os seguintes valores de concordancia, calculados pelo
indice kappa, a um nivel de confianga de 95% (LANDIS; KOCH, 1977; FLEISS, 1981):

a) PAGE x ELISA = 0,33 (baixa concordancia)
b) PAGE x RT-PCR = 0,214 (baixa concordancia)
c) ELISA x RT-PCR = 0,093 (baixa concordancia)

5.3.3 Caracterizacdo do genotipo G através de RT-PCR

Das amostras detectadas no item 5.3.1, foi possivel caracterizar o genotipo G em 8
delas (8/39 ou 20,31%), a saber: 12, 15, 41, 53, 55, 76, 77, 79 (Tabela 4). Foram definidos os
genotipos G5 (1/8), G8(6/8) e G11(1/8).
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5.3.4 Deteccdo de rotavirus por RT-PCR visando o gene codificador da VP7 com primers

desenhados no estudo

Os 111 pools de amostras fecais foram adicionalmente analisados com um par de
primer visando o gene codificador da VP7 desenhados neste estudo (item 4.6.2.1), foi
possivel obter outras duas amostras positivas para rotavirus do grupo A, sendo elas ID 7 e 65
(Tabela 4). As amostras tiveram seus genotipos definidos por sequenciamento nucleotidico e

analise genética (item 5.4.2).

5.3.5 Caracterizacdo do genotipo P através de RT-PCR

Através da reacdo de “nested” PCR (item 4.6.2) ndo foi possivel caracterizar quaisquer
genotipos de rotavirus. Entretanto como foi possivel observar os produtos da primeira
amplificacdo de um fragmento do gene codificador da VP4 em 13 amostras (33,33%) (Tabela
4, campo ID: 1, 3, 4, 7, 28, 41, 46, 53, 64, 65, 77, 104 e 107). As amostras tiveram seus

genotipos definidos por sequenciamento nucleotidico e analise genética (item 5.4.3).

5.3.6 Diagnostico de rotavirus do grupo D por RT - PCR

Com relacdo a PCR visando o gene codificador da VVP6 de rotavirus do grupo D,
obtiveram-se sete amostras positivas (Tabela 4, campo ID: 38, 47, 60, 103, 105, 106 e 110).
As amostras tiveram seus grupos definidos por sequenciamento nucleotidico e analise

genética (item 5.4.4).



55

Tabela 4 - Resultados dos testes diagndsticos e de genotipagem para rotavirus do grupo A e de PCR para
rotavirus do grupo D das amostras de pools de aves do presente estudo (continua) - Sdo Paulo - 2013

(continua)
pcr ROTA | PR VP7 Nocr-vpa (P) PCR ROTA D
(G) PCR- VP7

ID ELISA PAGE A-NSP5 (GOUVEA (GOUVEA (Desenhado vPe Procedéncia | Tipo criagdo

(SALEM et ctal, etal., no estudo) (BEZERRA et

al., 2010) 1994a) 1994b) al., 2012)
1 N N P ND P N N NI NI
2 N N N - - N N ES POSTURA
3 N N P ND P N N PR CORTE
4 N P P ND P N N PR CORTE
5 N N P ND ND N N PR MATRIZ
6 N N N - - N N CE CORTE
7 N P P ND P P N PR CORTE
8 N N N - - N N NI NI
9 N N N - - N N e AVOS
10 N N N - - N N SC AVOS
11 N N N - - N N RS NI
12 P P P G5 ND N N RS AVOS
13 N N N - - N N RS CORTE
14 N N P ND ND N N e MATRIZ
15 N N p G8 ND N N GO MATRIZ
16 N N N - - N N sC CORTE
17 N N N - - N N NI NI
18 N N N - - N N NI NI
19 N N N - - N N PR MATRIZ
20 P N P ND ND N N e MATRIZ
21 N N N - - N N BA CORTE
22 N N N - - N N PR CORTE
23 N N N - - N N PR CORTE
24 N N N - - N N PR CORTE
25 N N N - - N N NI NI
26 N N N - - N N e MATRIZ
27 N N N - - N N GO MATRIZ
28 N N P ND P N N NI NI
29 N P N ND ND N N NI NI
30 N P P ND ND N N e MATRIZ
31 N N N - - N N NI NI
32 N P P ND ND N N e MATRIZ
33 N N N - - N N NI NI
34 N N N - - N N e MATRIZ
35 N N N - - N N GO MATRIZ

Nota: N=Negativo; P=Positivo; ND=N&o definido; NI = N&o identificado



56

Tabela 4 - Resultados dos testes diagndsticos e de genotipagem para rotavirus do grupo A e de PCR para
rotavirus do grupo D das amostras de pools de aves do presente estudo (continuagdo) - Sdo Paulo -

2013
(continuacéo)
PCR ROTA PCR-VP7 PCR-VP4 (P) PCR ROTA D
(G) PCR- VP7
ID ELISA PAGE A-NSPS (GOUVEA (GOUVEA (Desenhado vPe Procedéncia | Tipo criagdo
i Mool ol et el
7 1994a) i

36 N N N - - N N NI NI

37 N N N - - N N GO MATRIZ
38 N N N - - N P GO MATRIZ
39 N N N - - N N SC MATRIZ
40 N N N - - N N NI NI

41 N N P G[8] P[1] N N NI NI

42 N N N - - N N SP CORTE
43 N N N - - N N NI NI

44 N N N - - N N NI NI

45 N N N - - N N PR CORTE
46 N N P ND P[1] N N PR CORTE
47 N N N - - N P PR CORTE
48 N N N - - N N PR CORTE
49 N N N - - N N PR CORTE
50 N N N - - N N PR CORTE
51 N N N - - N N PR CORTE
52 N N N - - N N SP POEDEIRA
53 N N P G[11] G[5] P[1] N N SP MATRIZ
54 N N N - - N N SP MATRIZ
55 N N P G[8] ND N N RS MATRIZ
56 N N N - - N N RS MATRIZ
57 N N P ND ND N N RS MATRIZ
58 N N N - - N N NI NI

59 N N N - - N N NI NI

60 N N N - - N P SP CORTE
61 N N P ND ND N N SP CORTE
62 N N N - - N N SP CORTE
63 N N P ND ND N N SP CORTE
64 N P P ND P[1] N N SP CORTE
65 N N P G[5] P P N PR CORTE
66 N N N - - N N PR CORTE
67 N N N - - N N PR CORTE
68 N N N - - N N PR CORTE
69 N N N - - N N PR CORTE
70 N N N - - N N SP POEDEIRA
71 N N P ND ND N N SP POEDEIRA
72 N N N - - N N SP POEDEIRA
73 N N N - - N N SP POEDEIRA
74 N N N - - N N SP POEDEIRA
75 N N N - - N N SP POEDEIRA
76 N N P G[8] ND N N SP POEDEIRA
77 N N P G[8] P[1] N N SP POEDEIRA
78 N N P ND ND N N SP POEDEIRA

Nota: N=Negativo; P=Positivo; ND=Na&o definido; NI = N&o identificado
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Tabela 4 - Resultados dos testes diagndsticos e de genotipagem para rotavirus do grupo A e de PCR para
rotavirus do grupo D das amostras de pools de aves do presente estudo (conclusdo) - Sdo Paulo -

2013
(conclusao)
PCR ROTA PCR-VP7 PCR-VP4 (P) PCR ROTAD
(G) PCR- VP7
ID ELISA PAGE A-NSPS (GOUVEA (GOUVEA (Desenhado vPe Procedéncia | Tipo criagdo
anar | [ e
i 1994a) i
79 N N P G[8] ND N N SP POEDEIRA
80 N N P ND ND N N SP POEDEIRA
81 N N N - - N N SP POEDEIRA
82 N N P ND ND N N SP CORTE
83 N N P ND ND N N SP CORTE
84 N N P ND ND N N SP CORTE
85 N P N - - N N SP CORTE
86 N N N - - N N SP CORTE
87 N N P ND ND N N SP CORTE
88 P P P ND ND N N SP CORTE
89 N N N - - N N SP CORTE
90 N N N - - N N SP CORTE
91 N N N - - N N SP CORTE
92 N N P ND ND N N SP CORTE
93 N N N - - N N SP CORTE
94 N N P ND ND N N SP CORTE
95 N N N - - N N SP CORTE
96 P N N ND ND N N SP CORTE
97 N N P ND ND N N SP CORTE
98 N N N - - N N SP CORTE
99 N N N - - N N SP CORTE
100 N N N - - N N SP CORTE
101 N N P ND ND N N SP CORTE
102 N N N - - N N SP CORTE
103 N N N - - N P SP CORTE
104 P N N ND P[1] N N SP CORTE
105 N N N - - N P SP CORTE
106 N N N - - N P SP CORTE
107 N N P ND P[1] N N SP CORTE
108 N N P ND ND N N SP CORTE
109 N N N - - N N SP CORTE
110 N N N - - N P SP CORTE
111 P P P ND ND N N SP CORTE

Nota: N=Negativo; P=Positivo; ND=N&o definido; NI = N&o identificado
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5.4 Reagdo de sequenciamento nucleotidico

Neste topico serdo apresentados os resultados das reacdes de sequenciamento nucleotidico

realizadas neste estudo.

5.4.1 Confirmacao das RT-PCR visando o gene codificador da NSP5

Os “amplicons” de 3 amostras (item 5.3.1), também positivas por PAGE e ELISA,
foram adicionalmente sequenciados visando confirmar a especificidade da reacdo de RT-PCR
(NSP5), cujas sequéncias estdo apresentadas no Anexo A.

Considerando que as sequéncias parciais apresentaram 100% de identidade
nucleotidica com diferentes amostras de rotavirus do grupo A, através de consulta ao servigo
BLAST-n.

5.4.2 Caracterizacao de genotipos G

Foi possivel obter sequéncias parciais de duas amostras positivas pela reacdo de PCR
visando o gene VP7, de rotavirus do grupo A, realizada com os primers desenhados no

decorrer do projeto (item 5.3.3).
O genotipo definido a partir da inferéncia filogenética da VVP7 foi G19 (item 5.5.1).

As sequéncias de VP7 obtidas no estudo estdo representadas no quadro 5 de acordo
com a identificacdo da amostra, estado e tipo de criacdo; tamanho do fragmento do gene

sequenciado e nimero de acesso GenBank.
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Quadro 5 - Relagdo das amostras de campo positivas para rotavirus do grupo A, com sequenciamento parcial do
gene codificador da VVP7, de acordo com estado, tipo de criacdo e nimero de acesso GenBank - Sdo
Paulo - 2013

Tipo de NUmero de Acesso
Amostra/ ID Estado Criacio GenBank
USPARVO05/ 7 PR Corte KC962122
USPARV06/ 65 PR Corte KC962123

Fonte: Beserra (2013)

5.4.3 Caracterizacao de genotipos P

Com relacdo ao sequenciamento do gene codificador da proteina VP4 de rotavirus do
grupo A, foi possivel obter oito sequéncias parciais (8/13) a partir dos produtos da primeira
amplificacdo do gene (item 5.3.4).

O genotipo definido a partir da inferéncia filogenética da VP4 foi P[31] (item 5.5.2).

As sequéncias de VP4 obtidas no estudo estéo representadas no quadro 6 de acordo
com a identificacdo da amostra, estado e tipo de criacdo; tamanho do fragmento do gene

sequenciado e nimero de acesso GenBank.

Quadro 6 - Relacdo das amostras de campo positivas para rotavirus do grupo A, com sequenciamento parcial do
gene codificador da VP4, de acordo com estado, tipo de criacdo e nimero de acesso GenBank - Sdo

Paulo - 2013
Amostra/ ID Estado Tipo de Criacéo Numer(i/(g)e‘lAcesso
USPARVO01/ 46 PR Corte KC962114
USPARV02/ 1 NI NI KC962115
USPARV03/ 103 SP Corte KC962116
USPARV04/ 106 SP Corte KC962117
USPARVO05/ 7 PR Corte KC962118
USPARV06/ 65 PR Corte KC962119
USPARVO7/ 4 PR Corte KC962120
USPARV08/ 3 PR Corte KC962121

NI: Amostras em que ndo foi possivel identificar estado e tipo de criagdo de origem.

Fonte: Beserra (2013)
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5.4.4 Confirmacéo de rotavirus do grupo D

Foi possivel obter quatro sequéncias parciais das sete amostras positivas por PCR
visando o gene codificador da VP6 de rotavirus do grupo D, tendo sido confirmado pela

inferéncia filogenética (item 5.5.3)

As sequéncias de VVP6 obtidas no estudo estéo representadas no quadro 7 de acordo
com a identificacdo da amostra, estado e tipo de criacdo; tamanho do fragmento do gene

sequenciado e nimero de acesso GenBank.

Quadro 7- Relacdo das amostras de campo positivas para rotavirus do grupo D, com sequenciamento parcial do
gene codificador da VP6, de acordo com estado, tipo de criacdo e nimero de acesso GenBank - S&o

Paulo - 2013
. - NUmero de Acesso
Amostra/ ID Estado Tipo de Criacdo VPG (Rota D)
AVRVBR1/ 38 GO Matrizeiro KC689306
AVRVBR2/ 47 PR Corte KC689307
AVRVBR3/ 103 SP Corte KC689308
AVRVBR4/ 106 SP Corte KC689306

5.5 Analise das sequéncias

Neste topico serdo apresentadas as inferéncias filogenéticas realizadas neste estudo.

5.5.1 Genotipos G

Fonte: Beserra (2013)

A inferéncia filogenética referente a um fragmento parcial (862 nt) dos nucleotideos

codificadores da proteina VP7 dos rotavirus do grupo A detectados no presente estudo
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juntamente com sequéncias representativas dos demais genotipos recuperadas do Genbank
estdo apresentadas na figura 2. Os nimeros proximos a cada nd representam os valores de
“bootstrap” (1.000 repetigdes) e a escala representa o numero de substituigdes/sitio. A escala
representa 0 nimero de substituicdes/sitio. Os triangulos representam as sequéncias definidas
no presente estudo.
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Figura 2 - Arvore filogenética construida com o método de neighbor-joining através do modelo de substituicio
maximum composite likelihood (Software Mega v. 5.2) para a regido parcial do gene codificador da
proteina VP7 dos rotavirus. As amostras apresentam a identificagdo “accession number”/ hospedeiro /
amostra / genotipo VP7. Os nlmeros préximos a cada no representam os valores de 1.000 repeticGes
de “bootstrap™, tendo sido demonstrados apenas aqueles superiores a 70%. A escala representa o
namero de substitui¢Oes/sitio. Os triangulos representam as sequéncias definidas no presente estudo -

Sao Paulo - 2013

JF712582 Equine E403 ] G14
AB605258 Porcine TJ41 ] G26
D86271 Human Aul ]G3
AB180969 Human W161 ]G
AB621363 SugarGlider SG33 ]G27
X04613 Porcine OSU ]G5
£ M23194 Porcine YM  JG11
GU983676 Bat KE4852 ] G25

X65940 Bovine RF ] G6
FJ347116 Bovine B383 ]Gi15

EF672560 Human 69M | G8
GQA479955 Mouse ETD822 | Gi6
K02033 HumanWa JG1
] X13603 Human ST3 ]G4
100 l A01321 Human A64 G10
M58290 Human L26 ]G12
JF712560 Equine L338 ] G13
AB454421 Bovine AzuK1 ]G21
100 [ AB0BO737 Avian Ty3
81 L x56784 Avian CH2 }67
FN393054 Avian Pheal4246 7 G23

S58166 Avian Tyl ]G17
% D82979 Avian Po13 ]G18

100 [ EU486973 Avian 03VO002E10
4' G22
98 JX204827 Avian 3V0O002E 10
A KC962122
I: This study

A KC962123

100 JQ085407 Avian AVRV2
J; EU486975 Avian 03V0358F3

_[ EU486974 Avian 03V0158G3

100

EU486977 Avian 06V0661 G19

o || EU486976 Avian 04V0027G6
g9 | FI169861 Avian 02V0002G3
92l EU486971 Avian 02V0002G3

AB118023 Human DS1 G2

AB513837 Bovine Dail0 ] G24
EU805773 Human Ecu534 G20

0.1
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5.5.2 Genotipos P

A inferéncia filogenética referente a um fragmento parcial (644 nt) dos nucleotideos
codificadores da proteina VP4 dos rotavirus do grupo A detectados no presente estudo
juntamente com sequéncias representativas dos demais genotipos recuperadas do Genbank
estdo apresentadas na figura 3. Os nimeros proximos a cada nd representam os valores de
“bootstrap” (1.000 repetigdes) e a escala representa o numero de substituigdes/sitio. A escala
representa o numero de substitui¢fes/sitio. Os triangulos representam as sequéncias definidas

no presente estudo.
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Figura 3 - Arvore filogenética construida com o método de neighbor-joining através do modelo de substituicdo
maximum composite likelihood (Software Mega v. 5.2) para a regido parcial do gene codificador da
proteina VP4 dos rotavirus. As amostras apresentam a identificagdo “accession number”/ hospedeiro /
amostra / genotipo VP4. Os nimeros préximos a cada né representam os valores de 1000 repetices
de bootstrap, tendo sido demonstrados apenas aqueles superiores a 70%. A escala representa o
namero de substitui¢Oes/sitio. Os triangulos representam as sequéncias definidas no presente estudo -

Sao Paulo - 2013
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5.5.3 Rotavirus D

A inferéncia filogenética referente a um fragmento parcial dos nucleotideos
codificadores da proteina VP6 dos rotavirus do grupo D detectados no presente estudo
juntamente com sequéncias representativas dos demais grupos recuperadas do Genbank estdo
apresentadas na figura 4. Os numeros proximos a cada no representam os valores de
“bootstrap” (1.000 repeticdes) e a escala representa o nimero de substituicdes/sitio. Os

triangulos representam as sequéncias definidas no presente estudo.
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Figura 4 - Arvore genealdgica referente ao fragmento parcial dos nucleotideos codificadores da proteina VP6 dos
rotavirus do grupo D detectados no presente estudo juntamente com sequéncias representativas dos
demais grupos definidos recuperadas do Genbank estdo apresentadas na figura 11. Os nUmeros
proximos a cada no6 representam os valores de “bootstrap” (1.000 repeticdes) e a escala representa 0
namero de substituicdes/sitio. Os triangulos representam as sequéncias definidas no presente estudo -
Séo Paulo — 2013
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5.6 Alinhamento das sequéncias

Na figura 5 encontra-se representado o alinhamento de nucleotideos do gene
codificador da VVP7 de rotavirus do grupo A referente as amostras geradas no presente estudo,
identificadas como KC962122 e KC962122, tomando-se como referéncia a amostra Ch-
03V0358F3 (nimero de acesso EU486975).
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Figura 5 - Alinhamento do fragmento parcial do gene codificador da VP7 de rotavirus do grupo A em aves
gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
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Na figura 6 encontra-se representado o alinhamento das sequéncias traduzidas para
aminoacidos do gene codificador da VP7 de rotavirus do grupo A referente as amostras
geradas no presente estudo, identificadas como KC962122 e KC962122, tomando-se como
referéncia a amostra Ch-03V0358F3 (numero de acesso EU486975).

Figura 6 - Alinhamento do da sequéncia traduzida para aminoacidos do gene codificador da \VP7 de rotavirus do
grupo A em aves gerados no presente estudo. O quadro em preto representa parte do dominio
hidrofébico da proteina - S&o Paulo - 2013
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Na figura 7 encontra-se representado o alinhamento das sequéncias traduzidas para
aminoacidos do gene codificador da VP4 de rotavirus do grupo A referente as amostras
geradas no presente estudo, identificadas como KC962114 a KC962121, tomando-se como
referéncia a amostra Ch-06VV0661 (nimero de acesso EU486962).
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Figura 7 - Alinhamento do fragmento parcial do gene codificador da VP4 de rotavirus do grupo A em aves

gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
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Figura 7 - Alinhamento do fragmento parcial do gene codificador da VP4 de rotavirus do grupo A em aves
gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
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Na figura 8 encontra-se representado o alinhamento das sequéncias traduzidas para

aminoacidos do gene codificador da VP4 de rotavirus do grupo A referente as amostras

geradas no presente estudo, identificadas como KC962114 a KC962121, tomando-se como
referéncia a amostra Ch-06VV0661 (nimero de acesso EU486962).

Figura 8 - Alinhamento das sequéncias traduzidas para aminoacidos do gene codificador da VP4 de rotavirus do
grupo A em aves geradas no presente estudo. As setas em preto indicam dois sitios de clivagem
proteolitica - Sdo Paulo - 2013
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O alinhamento das sequéncias de nucleotideos contemplando tanto as amostras
geradas neste estudo com as demais do Genbank representativas dos genotipos G19 e P[31]
de VP7 e VP4, respectivamente, visando a elaboracdo da matriz de identidade e da inferéncia
filogenética esta apresentado no apéndice B e foi feito mediante a definicdo de uma area
consensual de 683 nt de comprimento para VP7 e 603 nt para VP4. A regido corresponde aos
residuos de nucleotideos 113 a 796 do gene codificador da VP7 e de 145 a 752 da VVP4.

No que se refere a VP6 de rotavirus do grupo D, encontra-se representado na figura 9
o alinhamento de nucleotideos do gene codificador da VVP6 de rotavirus do grupo D referente
as amostras geradas no presente estudo, identificadas como KC689306 a KC689306, com as

demais sequéncias de rotavirus do grupo D em aves recuperadas do GenBank.

Figura 9 - Alinhamento do fragmento parcial do gene codificador da VP6 de rotavirus do grupo D em aves
gerados no presente estudo - Sdo Paulo - 2013
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Figura 9 - Alinhamento do fragmento parcial do gene codificador da VP6 de rotavirus do grupo D em aves
gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
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Figura 9 - Alinhamento do fragmento parcial do gene codificador da VP6 de rotavirus do grupo D em aves
gerados no presente estudo - S&o Paulo - 2013
(concluséo)
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Fonte: Beserra (2013)

Na figura 10 encontra-se representado o alinhamento das sequéncias traduzidas para
aminoacidos do gene codificador da VP6 de rotavirus do grupo D referente as amostras
geradas no presente estudo, identificadas como KC689306 a KC689306, com as demais

sequéncias de rotavirus do grupo D em aves recuperadas do GenBank.
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Figura 10 - Alinhamento da sequéncia traduzida para aminoacidos do gene codificador da VP6 de rotavirus do
grupo D em aves gerados no presente estudo. As setas em preto indicam os residuos de aminoacidos
hidrofébicos - Sdo Paulo - 2013
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O alinhamento das sequéncias de nucleotideos contemplando tanto as amostras de
rotavirus do grupo D geradas neste estudo com as demais do Genbank também de rotavirus
do grupo D, visando a elaboracdo da matriz de identidade e da inferéncia filogenética esta
apresentado no apéndice B e foi feito mediante a definicdo de uma area consensual de 664 nt
de comprimento para VP6. A regido corresponde aos residuos de nucleotideos 46 a 714 do

gene codificador da VP6

5.7 Matrizes de identidade

Os valores de identidade nucleotidica e de aminoécidos da regido consensual das
sequéncias de rotavirus do grupo A geradas neste estudo (USPARV05 e USPARVO06) e frente
as demais representativas do genotipo G19 de VP7 depositadas no Genbank, estdo

apresentadas no quadro 8 e apéndice D.

Quadro 8 - Valores de identidade nucleotidica e de aminoéacidos da regido consensual das sequéncias de
rotavirus geradas neste estudo (USPARVO05 e USPARVO06), bem como frente as demais
representativas do genotipo G19 de VP7 de rotavirus do grupo A depositadas no Genbank - S&o

Paulo - 2013
Identidade Nucleotideos (max/ min) Aminoacidos (max/ min)

93,7%: 96,6%:

Entre as sequéncias geradas | \;5p AR\/05 x USPARVO6 USPARV05 x USPARV06

neste estudo

Entre as sequéncias geradas 93,7%: 97.7%:

neste estudo frente as demais o

G19 selecionadas do GenBank USPARVOS x JQ085407 USPARVO05 x JQ085407
91,9% 94,3%

EU486977

Fonte: Beserra (2013)
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Os valores de identidade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das
sequéncias de rotavirus do grupo A geradas neste estudo (USPARVO01 a USPARVO06) e frente
as demais representativas do genotipo P31 de VP4 de rotavirus do grupo A depositadas no

Genbank, estdo apresentadas no quadro 9 e apéndice E.

As amostras USPARVO07 e USPARV08, por possuirem uma regido consensual
diferente das demais geradas no estudo, tiveram seus valores de identidade nucleotidica e de
aminoéacidos definidos separadamente e estdo apresentados no quadro 10.

Quadro 9 - Valores de identidade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de

rotavirus geradas neste estudo (USPARV01 a USPARVO06), bem como frente as demais
representativas do genotipo P31 de VP4 de rotavirus do grupo A depositadas no Genbank - S&o

Paulo - 2013
Identidade Nucleotideos (max/ min) Aminoacidos (max/ min)
100% 100%:
Entre as sequéncias geradas | \yopaR\/03 x USPARVO4 USPARV03 x USPARV04
neste estudo
80,2% 87,1%
USPARVO3 x USPARV04 USPARV03 x USPARV04 X
USPARV05 USPARV06
89,3%: 94,5%:
Entre as sequencias geradas '
neste estudo frente as demais USPARVOL x EU486962 USPARV06 x EU486962
P[31] selecionadas do GenBank 81% 86,1%
USPARV03 x USPARVO4 x USPARV03 x USPARV04 X
EU486962 EU486962

Fonte: Beserra (2013)
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Quadro 10 - Valores de identidade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de
rotavirus geradas neste estudo (USPARV07 e USPARV08), bem como frente as demais
representativas do genotipo P[31] de VP4 de rotavirus do grupo A depositadas no Genbank - Sao

Paulo - 2013
Identidade Nucleotideos Aminoacidos
Entre a sequéncia USPARVO07 86,5% 93,7%

gerada neste estudo frente P[31]
selecionada do GenBank

Entre a sequéncia USPARVO08 0 0
gerada neste estudo frente P[31] 82% 86%
selecionada do GenBank

Fonte: Beserra (2013)

Os valores de identidade nucleotidica e de aminoécidos da regido consensual das
sequéncias de rotavirus do grupo D geradas neste estudo (AVRVBR1 a AVRVBR4) e frente
as demais representativas, também do grupo D, depositadas no Genbank, estdo apresentadas

no quadro 11 e apéndice F.
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Quadro 11 - Valores de identidade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das sequéncias de
rotavirus do grupo D geradas neste estudo (AVRVBR1 a AVRVBR4), bem como frente as
demais representativas de rotavirus do grupo D em aves depositadas no Genbank - Sdo Paulo —
2013

Identidade Nucleotideos (max/ min) Aminoacidos (max/ min)

99,7% 100%:
Entre as sequéncias geradas | A\/pyBR3 x AVRVBRA AVRVBR2 X AVRVBR3 X
neste estudo
94,1% AVRVBR4
AVRVBR1 x AVRVBR4 99,5%
AVRVBR1 x AVRVBR2 x
AVRVBR3 x AVRVBR4
Entre as sequencias geradas o
neste estudo frente as demais de 96.8%: 100%:

rotavirus do grupo D em aves AVRVBR1 x JQ065735 AVRVBR2 x AVRVBR3 X

selecionadas do GenBank
AVRVBR4 x NC014516 x

JIN034682 x IN034680 x
90,1% JQ065734
AVRVBR3 x AVRVBR4 98.2%
x JN034683 x JN034685 AVRVBRI x JN034679

Fonte: Beserra (2013)
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6 DISCUSSAO

Os rotavirus sdo uma das mais importantes etiologias associadas a enterites resultando
em doenca clinica principalmente em aves jovens (RIOS et al., 2012). Sua ocorréncia esta
descrita, entre outras, em galinhas, faisdes, perus, avestruzes (MACLACHAN; DUBOVI,
2011).

Descrevemos aqui a ocorréncia de rotavirus do grupo A em aves provenientes dos
estados do Parand, S&o Paulo, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Goias, com frequéncia de
38,73% através da adocdo em paralelo dos testes de ELISA, PAGE e RT-PCR NSP5 (itens
5.1; 5.2; 5.3.1, respectivamente) sendo 55,81% (24/43) oriundos de criacGes de frango de
corte, 18,6% (8/43) de matrizes, 13,95% de aves de postura, 2,32% (1/43) de avozeiros e em
9,3% (4/43) das amostras nao foi possivel identificar quanto ao estado e tipo de criacdo de

origem.

Além disso, foi definida a frequéncia de ocorréncia de 6,3% (7/111) de rotavirus do grupo
D a partir do mesmo universo amostral por RT-PCR e confirmado por sequenciamento
nucleotidico parcial (itens 5.3.6; 5.4.4), sendo que 85,71% (6/7) sdo provenientes de criacbes de
frango de corte e 14,28% (1/7) de matrizeiro, localizados nos estados de Goias, Parana e Sao

Paulo.

A ocorréncia de rotavirus aviarios no Brasil tem sido relatada desde 1989 (ALFIERI et

al., 1989h), em frangos de corte através da técnica de PAGE.

Tamehiro et al. (2003), também mediante emprego da PAGE, demonstraram
ocorréncia de 8,5% (32/378) de rotavirus em amostras de fezes de aves, com idade entre a
primeira e sétima semanas de vida, provenientes de granjas avicolas localizadas no Estado do
Parang, Brasil. Observaram maior ocorréncia em aves com até um més de idade apresentando
sinais clinicos de enterite. Ao se considerarem apenas as amostras de fezes diarreicas, 0

rotavirus foi detectado em 37,8% (14/37) do total analisado.

Villarreal et al. (2006) ao estudarem matrizes e frangos de corte através da técnica de
PAGE descreveram a ocorréncia de 45,3% (58/128 amostras) de amostras positivas a partir de

conteddo intestinal.
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Rios et al. (2012) descreveram a ocorréncia de 9,25% (5/54) de rotavirus do grupo A a
partir de amostras fecais de frango de corte, com sinais clinicos de enterite, em trés

municipios de Minas Gerais também pela técnica de PAGE.

Além da avicultura, os rotavirus do grupo A foram detectados em contetdo intestinal
de perus através de RT-PCR onde foi definido o genotipo tipicamente bovino, G6P[1],
(ASANO et al., 2011) e em seis amostras fecais de avestruz através de PAGE e RT-PCR
definindo os genotipos P[1], e as associacdes P[1]P[7], G6P[1] e G10P[1] encontradas em
suinos e bovinos, indicando ocorréncia de transmissao interespécie ou “reassortment” (SILVA

etal., 2012).

No que diz respeito aos rotavirus do grupo D, existem poucos relatos na literatura.
Rotaviroses deste grupo foram primeiramente descritos em fezes de frango de corte no Reino
Unido e na Alemanha (MCNULTY et al., 1984; SAIF et al., 1985; PEDLEY et al., 1986).

Alfieri et al. (1989a) analisaram 22 amostras, inicialmente positivas pela reacdo de
PAGE, por duas técnicas de ELISA grupo A (mono e policlonal). Todas as 22 amostras foram
negativas quanto a presenca do rotavirus indicando que as amostras ndo se relacionavam ao

sorogrupo A de rotavirus de mamiferos.

Otto et al. (2012) descreveram a ocorréncia 39,2% de amostras positivas para rotavirus
do grupo D através de PCR convencional e de 65,9% através de PCR em tempo real a partir

de em amostras fecais de frangos e perus em paises da Europa e em Bangladesh.

No Brasil, Bezerra et al. (2012) detectaram nove (9/30) amostras positivas através da
PAGE e 16 (16/30) por RT-PCR, definindo 4 sequéncias que apresentaram elevada identidade

nucleotidica com rotavirus do grupo D, com base no gene codificador da VVP6.

Portanto, os dados de frequéncia de ocorréncia de rotavirus do presente estudo de certa
forma assemelham-se aqueles descritos pelos autores aqui citados. Apesar das limitacdes
amostrais deste estudo, estes resultados permitem afirmar uma ampla disseminagdo dos
rotavirus em aves, visto que em 5 estados brasileiros foi diagnosticada a circulacdo do agente.
Se considerada a modalidade de criacdo, uma menor frequéncia de ocorréncia em avozeiros
pode ser justificada por melhores condi¢cbes de manejo, sobretudo no que diz respeito aos

aspectos de biosseguranca adotados.
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Cabe ressaltar que nenhuma das amostras positivas para rotavirus do grupo D foi também
positiva pela reacdo de RT-PCR (NSP5), confirmando a especificidade das mesmas, ja que esta

ultima é direcionada para a deteccéo de rotavirus do grupo A.

De acordo com a reacdo de ELISA, obteve-se 5,4% (6/111) de frequéncia de amostras
positivas quanto a presenca de rotavirus do grupo A (item 5.1). Neste caso pode-se levar em
consideracdo a possibilidade de ocorréncia de resultado falso-negativo, se comparados a RT-
PCR para o gene codificador da NSP5 de rotavirus A (item 5.3.1; tabela 4), devido a
diferengas antigénicas na VVP6 que é o principal antigeno identificado nos sistemas de ELISA
grupo A especificos (ALFIERI et al., 1989b), excluindo, portanto, as amostras positivas para

rotavirus do grupo D, detectadas no presente estudo pela reacdo de RT-PCR para o gene VP6.

Outra explicacdo para a baixa concordancia entre as provas de ELISA se comparadas
com PAGE (item 5.2; Tabela 1) e RT-PCR (item 5.3.2; Tabela 3), seria a perda da estrutura
das proteinas virais, ja que esta técnica independe da viabilidade da particula, mas sim da sua
integridade, especialmente a VP6 (ESTES; KAPIKIAN, 2007).

No que se refere a PAGE obteve-se uma ocorréncia de 9% (10/111) de rotavirus do
grupo A (item 5.2). Apesar de baixa, a frequéncia aqui encontrada, esta de acordo com outros
estudos citados anteriormente. No entanto pode-se atribuir a baixa concordancia, no que se
refere a RT-PCR NSP5 (item 5.3.1; tabela 4), a sensibilidade analitica da PAGE, pois esta
depende de elevada carga viral para visualizagdo das bandas, o0 que poderia levar a resultados

“falsos-negativos”, sobretudo onde ha pouca eliminagdo viral (HERRING et al., 1982;
WINIARCZYK; GRADZKI 2002).

Com o intuito de aumentar a sensibilidade diagndstica das amostras, realizou-se
adicionalmente a técnica de RT-PCR em paralelo tendo como alvo o gene codificador da proteina
nao estrutural 5 (NSP5) dos rotavirus (SALEM et al., 2010) que apresenta elevada conservacdo
entre os isolados das diversas espécies animais. A partir desta, obteve-se 35,13% (39/111) de
amostras positivas quanto a presenca de rotavirus do grupo A. O sequenciamento nucleotidico de 3
produtos de RT-PCR (NSP5), que alids eram também positivos também por PAGE e ELISA,
confirmaram os achados de rotavirus, com base na elevada identidade (item 5.4.1).

Das 39 amostras positivas por NSP5 (item 5.3.1), foi possivel definir o genotipo G5, G8 e
G11 através de RT-PCR multiplex (item 4.6.1) em 20,31% (8/39) (item 5.3.3; Tabela 4).
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Tais genotipos ndo estdo relacionados com aqueles encontrados tipicamente em aves tais
como o0 G7, G17 e G22 em perus, G18 em pombo, G19 em galinhas, e G23 em faiséo
(MATTHIINSSENS et al., 2011), mas relacionados a surtos em bovinos (G8, além de G6 e G10) e
suinos (G5 e G11), evidenciando a possibilidade de transmissao interespécie (PARK et al., 2006).
Como as fichas de identificacdo das amostras de campo deste estudo ndo continham informacoes
sobre o nivel de biosseguranca e presenca de outras espécies animais que eventualmente poderiam
ter tido contato com estas aves, fica restrita a hipotese de transmissdo, muito embora, por se

tratarem de criacGes comerciais, supde-se minimamente algum tipo de controle.

Algumas hipoteses podem ser levantadas no sentido de se compreender a ndo genotipagem
de todas as amostras positivas pela reacdo de RT- PCR NSP5 (item 5.3.1) citadas anteriormente.
Uma delas diz respeito a integridade do RNA viral, submetido a condi¢des de variacdo de
temperatura, elevada umidade e presenca de inibidores inespecificos, como é o caso das fezes, que
poderiam degradar o genoma viral (WILSON, 1997) e com isso gerar resultados negativos.
Entretanto, podemos refutar parcialmente esta hipétese, visto que a prova de RT-PCR visando a
NSP5 também depende da integridade do material genético viral, que por sua vez resultou em 39

pools positivos.

Alias, a ndo genotipagem é um fato relativamente comum em estudos de caracterizacao
viral, tal como descrito por Silva et al. (2012) que obteve 50% de genotipagem da VP7 em 6
amostras fecais de avestruz oriundas de isolamento viral, sendo que as mesmas foram positivas por
PAGE, seguida de passagens em célula MA-104 e novamente visualizadas as bandas por PAGE

confirmando o isolamento.

Ainda, Winiarczyk e Gradzki (2002) genotiparam 96,8% de G e 87,1% de P das amostras
de rotavirus dos Estados Unidos, mas na Poldnia, obtiveram apenas 54,5% de G e 38,6% de P.
Parra et al. (2008), ao genotiparem 30 amostras argentinas, tiveram sucesso em identificar o

gendtipo de apenas 8 delas (26,67%).

Tal fato pode ser explicado caso o rotavirus presente na amostra pertenga a um outro
diferente daqueles contemplados pelos primers utilizados nas reagfes (WINIARCZYK;
GRADZKI, 2002) ou mesmo mutacBes pontuais nos sitios de ligacdo dos primers (PARRA et al.,
2008). Uma alternativa seria a de se sequenciar 0s produtos provenientes da primeira amplificacéo
por PCR (item 4.6.2) do gene codificador da VVP7, mas que, dada a baixa concentracdo de DNAC,
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entre outros motivos, ndo foi possivel obté-los, restando-nos o desenho de novos primers (item
4.6.2.1)

No que diz respeito a caracterizacdo genotipica do gene codificador da VP4 em aves nao
foi possivel obter genotipos utilizando os “primers” descritos por Gouvea et al. (1994b), obtendo-
se apenas o produto da primeira amplificagdo em 13 amostras (33,33% ou 13/39) (item 5.3.5).
Desta forma a definicdo dos genotipos em 8 amostras foi feita através do sequenciamento destes
produtos (item 5.4.3) e sua respectiva inferéncia filogenética (item 5.5.2), contando com

representantes de todos os genotipos de rotavirus conhecidos.

A semelhanca da VP7, explica-se a ndo genotipagem das amostras testadas neste estudo
por nao pertencem aqueles contemplados pelos “primers” utilizados (item 4.6.2), enquanto que a
dificuldade para obtencdo de sequéncias nucleotidicas consistem principalmente na pouca
quantidade de DNA presente na reagdo de PCR, ou a perda de rendimento nas diferentes etapas da

reacao, entre elas a purificacdo dos produtos ap0s a incorporacéo de terminadores.

De acordo com a arvore filogenética apresentada no item 5.5.2, observa-se que as amostras
deste estudo agruparam-se no genotipo P[31], amparadas também pelo resultado da consulta a base
Rota-C e pelos valores de identidade (Apéndice E). Este genotipo € comumente descrito em aves,
assim como o P[17] em pombos, P[30] em frangos, P[35] em perus (MATTHIINSSENS et al.,
2011) e mais recentemente descrito o genotipo P[37] em faisfes. (TROJNAR et al., 2013). Para o
nosso conhecimento, trata-se da primeira descrigéo do genotipo P[31] no Brasil.

Pode-se observar adicionalmente que as amostras de rotavirus de galinhas ndo se
encontram em um cluster exclusivo de aves, no qual encontra-se a amostra 993/83 (nimero de
acesso D16352), isolada de bezerros com diarreia na Alemanha, que apresenta elevada
similaridade com a amostra PO-13 (nimero de acesso AB0099632) isolada de pombo no Japao

(BRUSSOW et al., 1992), 0 que sugere também transmissao interespécies.

Além disso, a amostral0V0112H5 (nimero de acesso JX204814), identificada em faisdo,
pertencente ao genotipo recentemente descrito P[37], ndo encontra-se no cluster
predominantemente de aves. Essa amostra possui maior relagdo com rotavirus do grupo A de
humanos, suinos e cées, 0 que indica tratar-se de um “reassotment” entre aves € mamiferos ou que
carrega um gene VP4 aviario incomum, ampliando assim o potencial de variabilidade genética e
antigénica entre rotavirus do grupo A (TROJNAR et al., 2013).
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Vale ressaltar que a topologia da arvore (item 5.5.2; Figura 3) manteve segregados o0s

diferentes genotipos, amparados inclusive por altos valores de “bootstrap”.

Com relagdo ao sequenciamento (item 5.4.2) de outras duas amostras pela reacéo de RT-
PCR com os primers desenhados no presente estudo visando o gene codificador da VVP7 (item
4.6.2.1) - USPARVO05 (nimero de acesso KC962122) e USPARVO06 (numero de acesso
KC962123) tiveram identidade nucleotidica de 93,7%, ressaltando que tratam-se de amostras
provenientes de cria¢des de frango de corte do estado do Parana, porém colhidas de uma mesma
propriedade o que sugere a circulagdo de diferentes amostras na regido ao longo do tempo (Tabela
4).

A respectiva inferéncia filogenética (item 5.5.1; Figura 2) guardou correspondéncias com a
matriz de identidade e os genotipos anteriormente descritos (MATTHIINSSENS et al., 2011).
Essas amostras (USPARV05 e USPARV06) mantiveram-se em um cluster isolado G19, cujo nd
contempla predominantemente representantes de aves, com maior proximidade a amostra AVRV2,
confirmado através do uso da base de dados de classificacdo RotaC de rotavirus do grupo A
(MAES et al., 2009).

Entre as sequéncias geradas neste estudo frente as demais G19 selecionadas do GenBank,
mediante a visualizagdo da matriz de identidade (item 5.7; Quadro 8), constatou-se que a amostra
USPARVO05 teve 93,7% de semelhanca em termos de nucleotideos com a amostra aviaria AVRV2
(nimero de acesso JQ085407) enquanto que a maior diferenca observada (8,1%), também em
relacdo aos nucleotideos, foi entre a amostra USPARV06 e as amostras 03VV0358F3 (numero
de acesso EU486975) e 060661 (nimero de acesso EU486977), também de origem aviaria.

Se considerarmos a identidade em termos de aminoacidos entre as amostras geradas no
estudo, ela foi de 96,6% (USPARV05 x USPARVO06). Levando em consideracdo a identidade
entre as amostras geradas e as demais do genotipo G19 selecionadas do GenBank, ela foi de
97,7% entre a amostra USPARVO05 e AVRV?2 e a maior diferenca (5,7%) foi observada entre
as amostras USPARV06 e 060661 (item 5.7; Quadro 8).

No que diz respeito as identidades entre as 8 sequencias parciais do gene codificador da
VP4, as amostras geradas tiveram identidade nucleotidica variando de 100% entre USPARV03
(nimero de acesso KC962116) e USPARV04 (nimero de acesso KC962117) a 81,2% entra estas
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mesmas amostras e a USPARV05 (nimero de acesso KC962118) e USPARV06 (ndimero de
acesso KC962118) (item 5.7; Quadro 9).

Cabe ressaltar que as amostras USPARV03 e USPAARV04 séo provenientes da mesma
granja, porém de aves alojadas em diferentes galpdes, considerando-se também que as aves ndo
possuiam sinais clinicos de enterite no momento da coleta, muito embora tenha sido relatada a

ocorréncia nesta criagdo, sugerindo uma exposicao viral comum.

A identidade nucleotidica entre a amostra USPARVO01 (nimero de acesso KC962114) do
presente estudo e a amostra recuperada do GenBank, pertencente ao genotipo P[31], Ch06V0661
(nimero de acesso EU486962) foi de 89,8%; enquanto que a menor identidade observada (82,1%)
foi entre a mesma amostra ChO6V0661 e USPARVO03 (nimero de acesso KC962116) e
USPARV04 (nimero de acesso KC962117) (item 5.7; Quadro 9).

Se levarmos em consideracéo a identidade em termos de aminoacidos entre as amostras
aqui geradas, temos a variagdo de 100% entre USPARV03 e USPARV04 a 88,1% entre a amostra
USPARV03 e USPARV04 e USPARV06. J4 entre a amostra recuperada do GenBank Ch06V0661
variou de 95,7%, entre a amostra USPARV06 (nimero de acesso KC962119), a 87,7%, entre a
mesma e as amostras USPARVO03 (nimero de acesso KC962116) e USPARV04 (nimero de
acesso KC962117) (item 5.7; Quadro 9).

Estes dados de identidade nucleotidica e de aminoacidos dos genes VP4 e VVP7 convergem
para a constatacao de uma diversidade intra-genotipica entre os rotavirus circulantes, sendo este um
mecanismo que poderia favorecer a transmissao interespécie, nesse sentido a comparacdo da
patogenicidade e viruléncia causadas por substituicdes de aminodcidos é necesséria para a

compreensdo mais ampla das infeccbes causadas por rotavirus (GREGORI et al., 2012).

J& para os rotavirus do grupo D, das sete amostras positivas pela PCR (das 111 testadas)
visando o gene codificador da VVP6, foi possivel definir quatro sequéncias parciais (item 5.4.4). As
amostras AVRVBRO03 (nimero de acesso KC689308) e AVRVBR04 (nimero de acesso
KC689309) tiveram identidade nucleotidica de 99,7% (item 5.7; quadro 11), sendo estas

provenientes da mesma granja e colhidas no mesmo momento.

Entre as sequéncias geradas neste estudo frente as demais selecionadas do GenBank
pertencentes ao grupo D, mediante a visualizagdo da matriz de identidade, constatou-se que a

amostra AVRVBR1 (nimero de acesso KC689306) teve 93,7% de semelhanca em termos de
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nucleotideos com a amostra aviéria 27 (nimero de acesso JQ065735) enquanto que a menor
identidade observada (90,1%) foi entre as amostras AVRVBR3 (numero de acesso
KC689308) e AVRVBR4 (numero de acesso KC689309) e as amostras BS7 (numero de
acesso JQ034683) e MJ5 (nimero de acesso JQ034683), também de origem aviaria (item 5.7,
Quadro 11).

Porém, se considerarmos a identidade em termos de aminoacidos entre as amostras geradas
no estudo, ela foi de 100% (AVRVBR02 x AVRVBR03 x AVRVBRO04).

Ao observar-se a andlise filogenética de sequéncias genémicas completas de rotavirus,
Ogden et al. (2012) identificaram dois grandes clados formados por rotavirus dos grupos A/ C /D
| F e rotavirus dos grupos B / G / H. Essa segregacéo esta claramente definida na andlise de cada
um dos seis genes de proteinas estruturais, bem como também presente em dois dos cinco genes de

proteinas ndo estruturais.

A érvore gerada (item 5.5.3; Figura 4) manteve esta mesma divisdo de grupos em dois
clados principais, suportados por valores elevados de bootstrap, apesar de ser um fragmento parcial
do gene da VVP6. Tomados em conjunto, 0 uso de um primer especifico para rotavirus do grupo D
(BEZERRA et al., 2012), a identidade de sequéncia de aminodcidos elevada (100%) e a
segregacdo das amostras no clado do grupo D, mostram que as amostras detectadas pertencem de

fato ao grupo D.

Finalmente, considerando que os rotavirus A e D encontram-se disseminados nas diferentes
modalidades de criagBes comerciais de aves no Brasil, contando com diferentes genétipos em
circulacdo, alguns deles atipicos para a espécie aviaria, tal como demonstrado no presente estudo,
torna-se necessario um maior entendimento deste agente, ampliando-se 0 escopo para 0s demais
genes e se possivel com a associacdo de achados clinicos e patol6gicos, de modo a se aprimorar a
prevencao e controle desta doenca.
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7 CONCLUSOES

Podemos concluir que:

» Do total de amostras pesquisadas, obteve-se uma frequéncia de ocorréncia de 38,73%
(43/111) de rotavirus do grupo A e 6,3% (7/111) de rotavirus do grupo D.

* As frequéncias de ocorréncia de rotavirus do grupo A em amostras fecais de aves de acordo
com o tipo de criagdo comercial sdo de: frangos de corte - 55,81% (24/43), poedeiras -
13,95% (6/43), matrizes - 18,60% (8/43) e avds - 2,32% (1/43), localizadas nos estados de

Sao Paulo, Paran, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Goias.

« Definiram-se os genotipos G5, G8, G11, G19 e P[31] a partir das amostras positivas para
rotavirus do Grupo A.

« As frequéncias de ocorréncia de rotavirus do grupo D em amostras fecais de aves de acordo
com o tipo de criacdo comercial sdo de: frangos de corte - 85,71% (6/7) e matrizes - 14,28%

(1/7) localizadas nos estados de Sdo Paulo, Parana e Goiés.
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APENDICE A

As sequéncias nucleotidicas parciais de NSP5 de rotavirus aviario do grupo A geradas

no presente estudo encontram-se relacionadas abaixo:

>NSP5 4
GGTGAGTGGATCGTTTGAAGCAGAATCAGATGGTCCAATATCTTCTGGAGACTTT
GACAGCATGTATTTACTGAATGCTTCTGCATCTGGTGAAATGTATTGTTCACTCCT
ACCAATAGATTTTCCAGAAAGAGTTGACGTTGTTGAAGATGATTCATTTTTGTATA
TACTAGAAGAAATAGAAGGAAGACTCGTCACGTCAATACTGAGAGACAT

>NSP5 30
TGAGTGGATCGTTTGAAGCAGAATCAGATGGTCCAATTTCGTCTGGAGACTTCGA
CAGCATGTATTTACTGAATGCTTCTGCATCTGGTGAAATGTATTGTTCACTCCTAC
CAATAGATTTTCCAGAAAGAGTTGACGTTGTTGAAGATGATTCATTTTTGAATAT
ACTAGAAGAAATTGAAGGAAGACTCGTTACGTCAATGCTGAGA

>NSPS 32
TTGAGTGGATCGTTTGAAGCAGAATCAGATGGTCCAATATCTTCTGGAGACTTTG
ACAGCATGTATTTACTGAATGCTTCTGCATCTGGTGAAATGTATTGTGACTCCTAC
CAATAGATTTTCCAGAAAGAGTTGACGTTGTTGAAGATGATTCATTTTTGTATATA
CTAGAAGAAATAGAAGGAAGACTCGTTACGTCAATGCTGAGA

As sequéncias nucleotidicas parciais de VP7 de rotavirus aviario do grupo A geradas

no presente estudo encontram-se relacionadas abaixo:

>USPARV05 (NUMERO DE ACESSO KC962122)
CTTTGTTTAGTTACCGGGAAGTGTACTATCCTTTCTATTGAGATAATATTCTACTTT
ATTGTAGTATTATTAATTTATGATATTATTCATAGAATGGCTAGCTCATATGTTTT
CTGCATTAGTGTTTTCATTATTACTGTCACTATTCTACCACGTTGTTATGCTCAAA
ATTATGGGGTTAATGTTCCAATTACAGGATCGTTAGACGTTACCATACAGAATCA
AACAGTTGAGCCAATTGGCCTAACGTCAACTTTGTGTTTATATTATCCAGCGGAA
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GCATCAACAGAAATAGCTGATACTGAATGGAAACAGACCATAAGTCAGTTATTTT
TAACTAAGGGATGGCCAACGACTTCAATTTACTTTAATGAGTATCAAGATTTGCA
AACGTTTTCGAATAATCCGAATATAAATTGTGATTATAATATAATATTAATAAAA
TATGATGGAAATCAAGGACTAGATATTTCAGAAATTGCTGAACTACTTTTATATG
AATGGTTGTGCAATGAAATGGATATTAGTTTGTATTATTATCAACAGACTTCAGA
GGCTAATAAATGGATAGCGATGGGCACAGATTGTACAGTTAAAGTATGTCCACTA
AATACTCAAACATTAGGAATTGGCTGCAAGACTACCGATGTTTCCACTTTTGAAC
AGCTAACGGCTACAGAAAAATTGGCCATTATTGATGTTGTTGACGGCGTTAGTCA
TAAAATAGATTATACTGTAACGACTTGTAACGTTAAAAATTGTATGCGACTAAAC
CAGCGCGAAAATGTAGCGATAATACAAGTTGGTGGACCAGAGATTATTGATGTTT
CAGAAGATCCAATGGTGGTGCCAAAAATGCAGCGCG

>USPARV06 (NUMERO DE ACESSO K(C962123)
TTAATTTATGATATTATTCATAGAATGGCTAGCTCATATGTTTTCTGCATTAGTAT
TTTCATTATTACTGTCACTATTCTACCACGTTGTTATGCTCAAAATTACGGGGTTA
ATGTTCCAATCACAGGATCGTTAGATGTTACTGTACAGAATCAAACAGTTGAACC
AATTGGATTAACGTCAACTTTATGTTTATATTATCCAGCAGAAGCATCAACAGAA
ATAGCTGATACTGAATGGAAGCAGACCATGAGCCAGCTATTTTTAACCAAGGGAT
GGCCAACGACTTCAATTTACTTTAATGAATATCAAGATCTACAAACGTTTTCGAA
TAATCCAAGTATAAATTGTGATTATAATATAATACTAATAAAATATGACGCAAAT
CAAGGATTAGATATTTCAGAGATTGCTGAGCTACTTTTATATGAATGGCTGTGCA
ATGAAATGGATATTAGTTTGTATTATTACCAACAGACTTCAGAGGCTAATAAATG
GATAGCGATGGGTACAGATTGTACAGTCAAAGTATGTCCACTAAATACTCAAACA
TTAGGAATTGGCTGCAAGACTACTGATGTTTCTACTTTTGAACAGTTAACAACTAC
AGAAAAATTGGCTATCATTGACGTTGTTGACGGCGTTAATCACAAAATAGACTAT
ACTCTAACAACTTGTAACGTTAAAAATTGTATACGACTAAATCAGCGCGAAAATG
TAGCGATAATACAAGTTGGTGGACCAGAGATCATTGATGTTTCAGAAGATCCAAT
GGTTGTGCCCAAAATGCAACGCG

As sequéncias nucleotidicas parciais de VP4 de rotavirus aviario do grupo A geradas

no presente estudo encontram-se relacionadas abaixo:
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>USPARV01 (NUMERO DE ACESSO KC962114)
TTTGGCTTTCGCTTCATTTATAGACAACTTTTAGCGAATTCTTACACTTCAGATTTA
CAGGACGATATTGAIGATATTTCTGCTGAGAAAACACAAGGAGTAACAATTAATC
CGGGGCCTTTTGCCCAGACAGGTTATGCTCCAGTGGAATGGACTCATGGGGATAT
ACCAGTCGATGAAACAATTGAACCAACACTTGATGGACCATATTCAGCTTCATCA
ATTGTAATTCAACCACAATATTGGATATTAGTGAATCCAACAAATCAAGACGTCG
TGATTGAAGCCGACGCGCAGAACAAGAAATTTGCTTGCGTTATGTTACCACCTAA
TACTCCTGAATCAGATAAACAGTACATAATATTAGGTAAACAGATAACGATTAGA
TTAGGTAATACTGATGCTGTGAATTATAAATTTTGTGATTTACTCAGTAATGATGG
AATAACTTACACTAAATCAATAGAACTAGTTACTCCACATCGCTTAAATGCATTT
ATGAAAGACGCTGGTAAATTATATGCATACAGTGGTACTATGCCAACAATAAAA
AGAGAGTACCATACGTTAGATAATATTGAAAATGTACAAACCAATATAACATGTG
AGTATTACATAGTACCTAATAGCCAAGTAAGCACGCTAGAGGAATATTTAAAGA
ATGGATTACCACCAATTCAACAAACGCGTTATTTACTTCCAGTCGCTCGAAGTGTT
GCAAACATATATCGTGCTAAGCCAAACGAAGATATATTAAGTGTCAAAACTTCTT
TATGGAAAGAAATGCAATA

>USPARV02 (NUMERO DE ACESSO KC962115)
TTCATTTATAGACAACTTTTAGCCAATTCATATACTTCAGATTTGCAAGATAATAT
TGATGATATCTCTGCTGAAAAGACTCAAGGAGTAACAATTAATCCAGGACCTTTT
GCCCAAACAGGTTATGCACCAGTAGAATGGACACATGGGGATATACCAGTTGAT
GAAACAATTGAACCAACGCTTGATGGACCTTACTCTGCTTCTTCAATTGTTATACA
GCCACAGTATTGGATATTAGTGAATCCAACAACTCAAGATGTTGTTATTGAAGCT
GATACGCAAAATAAAAAGTTTGCCTGTATTTTATTGCCACCAAATACACCAGAAT
CTGCTAAGCAATATGTAATTTTAGGTAAACAAGTAACAATTATACTAGGTAATCC
TGATAAAATGAATTACAAATTTTGTGATTTATTGAGTAATGATGGCGTGACTTAT
ACAAAATCAATAGAACTTATTACTCCACATCGTCTGAATGCATTTATGAAGGATG
CTGGTAAATTATATGCATATAGCGGTACAGTGCCAACAATTAAAAGAGAATATCA
TGTACTAGACAATATAGAAAATGTACAAACTAACATAAAATGCGAGTACTATATA
GTACCGAATAGTCAAGTAAATACATTAGAAGAATATTTAAAGAATGGCCTGCCAC
CTATTCAACAAACCCGTTATTTAATGCCAGTCGCTCAAAATACTATGAATTCATAT
CGCGCGAAACCCAATGAAGATATAGTAATATCGAAGACTTCATTATGGAAAGAA
ATGCAATATAATAGAGACATAACTATAAGGTTTAAGTT
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>USPARV03 (NUMERO DE ACESSO KC962116)
TATAGACAACTTTTAGCCAATTCATATACTTCAGATTTGCAAGATAATATTGATGA
TATTTCTGCTGAAAAGACTCAAGGAGTAACAATTAATCCAGGACCTTTTGCTCAA
ACAGGTTATGCACCAGTAGAATGGACGCATGGGGATATACCAGTTGATGAAACA
ATTGAACCAACGCTTGATGGACCTTATTCTGCTTCTTCAATTGTTATACAGCCACA
GTATTGGATATTAGTGAATCCAACAACCCAAGATGTTGTTATTGAAGCTGATACA
CAAAATAAAAAGTTTGCTTGTATTTTATTGCCACCAAATACACCAGAATCTGCTA
AGCAATATGTAATTTTAGGTAAACAAGTAACAATTATACTGGGTAATCCTGATAA
AATGAATTATAAGTTTTGTGATTTATTAAGTAATGATGGCGTGAATTATACAAAA
TCAATAGAACTTACTACTCCACATCGTCTGAATGCGTTTATGAAGGATGCTGGTA
AATTATATGCATATAGCGGTACAGTGCCAACAATTAAAAGAGAATATCATGTACT
AGATAATATAGAAAATGTGCAAACTAACATAAAGTGTGAGTACTATATAGTACC
GAATAGTCAAGTAAATACATTAGAAGAATATTTAAAGAACGGCCTGCCACCTATT
CAACAAACACGTTATTTAATGCCAGTCGCTCATTTTACTATGAATTCATATCGCGC
GAAACCTAATGAGGATATAGTAATATCGAAGACCTCATTATGGAAAGAAATGCA
ATAT

>USPARV04 (NUMERO DE ACESSO KC962117)
CCAGGACCTTTTGCTCAAACAGGTTATGCACCAGTAGAATGGACGCATGGGGATA
TACCAGTTGATGAAACAATTGAACCAACGCTTGATGGACCTTATTCTGCTTCTTCA
ATTGTTATACAGCCACAGTATTGGATATTAGTGAATCCAACAACCCAAGATGTTG
TTATTGAAGCTGATACACAAAATAAAAAGTTTGCTTGTATTTTATTGCCACCAAAT
ACACCAGAATCTGCTAAGCAATATGTAATTTTAGGTAAACAAGTAACAATTATAC
TGGGTAATCCTGATAAAATGAATTATAAGTTTTGTGATTTATTAAGTAATGATGG
CGTGAATTATACAAAATCAATAGAACTTACTACTCCACATCGTCTGAATGCGTTT
ATGAAGGATGCTGGTAAATTATATGCATATAGCGGTACAGTGCCAACAATTAAAA
GAGAATATCATGTACTAGATAATATAGAAAATGTGCAAACTAACATAAAGTGTG
AGTACTATATAGTACCGAATAGTCAAGTAAATACATTAGAAGAATATTTAAAGAA
CGGCCTGCCACCTATTCAACAAACACGTTATTTAATGCCAGTCGCTCATTTTACTA
TGAATTCATATCGCGCGAAACCTAATGAGGATATAGT

>USPARV05 (NUMERO DE ACESSO KC962118)
GAATGGACTCATGGGGATATACCAGTCGATGAAACAATTGAACCAACACTTGAC
GGACCATATTCAGCTTCATCAATTGTAATTCAGCCACAATATTGGATATTAGTAA
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ATCCAACAAATCAAGAAGTAGTGATTGAAGCCGACGCGCAGAACAAGAAATTTG
CTTGTGTTATGTTACCACCTAATACTCCTGAATCCGATAAACAGTACATGATATTA
GGTAAACAAATAACGATTAGATTAGGTAATCCCGACGCTGTGAATTATAAATTCT
GCGATTTGCTAAGTAATGATGGAATAACTTATACTAAATCAATAGAACTAGTCAC
TCCGCACCGCTTAAATGCATTTATGAAAGACGCTGGTAAATTATATGCATATAGT
GGCACTGTGCCAATAATAAAAAGAGAGTACCATACGTTAGATAACATAGAAAAT
GTACAAACTAACATAACATGTGAGTATTACATAGTACCGAATAGCCAAGTGAGC
ACGCTAGAGGAATATTTAAAAAATGGATTACCACCAATTCAACAAACGCGTTATT
TACTTCCAGTCGCTCGAAGTGTTGCAAATCTATATCGTGCTAAACCAAACGAAGA
TATATTAGTGTCGAAAACTTCTTTATGGAAAGAAATGCAATATAATAGGGACATA
ACAATACG

>USPARV06 (NUMERO DE ACESSO KC962119)
GAATGGACTCATGGGGATATACCGGTCGATGAAACAATTGAACCAACACTTGAT
GGACCATATTCAGCTTCATCAATTGTAATTCAACCACAATATTGGATATTAGTAA
ATCCGACAAATCAAGAAGTAGTGATTGAAGCTGACGCGCAGAATAAGAAATTTG
CTTGTGTTATGTTACCACCTAATACTCCTGAATCCGATAAACAGTACATGATATTA
GGTAAACAGATAACGATTAGATTAGGTAATACCGATGCTGTAAATTATAAATTTT
GTGATTTGCTAAGTAATGATGGAATAACTTACACTAAATCAATAGAACTAGTCAC
TCCACATCGCCTAAATGCATTTATGAAAGATGCTGGTAAATTATATGCATATAGT
GGTATTGTACCAACAATAAAAAAAGAGTACCATACGTTAGATAACATAGAAAAT
GTACAAACTAACATAACATGTGAGTATTACATAGTACCGAATAGCCAAGTGAGC
ACACTAGAGGAATATTTAAAAAATGGATTACCACCAATTCAACAAACGCGCTATT
TACTTCCAGTTGCCCGAAGTGTTACAAATCTATACCGTGCTAAACCAAATGAAGA
TATATTAGTGTCAAAAACTTCTTTATGGAAAGAAATGCAATATAATAGGGACATA
ACAATACG

>USPARV07 (NUMERO DE ACESSO K(C9621120)
ATATTAGGTAAACAAATAACGATTAGATTAGGTAATCCCGACGCTGTGAATTATA
AATTCTGCGATTTGCTAAGTAATGATGGAATAACTTATACTAAATCAATAGAACT
AGTCACTCCGCACCGCTTAAATGCATTTATGAAAGACGCTGGTAAATTATATGCA
TATAGTGGCACTGTGCCAATAATAAAAAGAGAGTACCATACGTTAGATAACATA
GAAAATGTACAAACTAACATAACATGTGAGTATTACATAGTACCGAATAGCCAA
GTGAGCACGCTAGAGGAATATTTAAAAAATGGATTACCACCAATTCAACAAACG
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CGTTATTTACTTCCAGTCGCTCGAAGTGTTGCAAATCTATATCGTGCTAAACCAAA
CGA

>USPARV08 (NUMERO DE ACESSO KC962121)
CCAGGACCTTTTGCCCAAACAGGTTATGCACCAGTAGAATGGACACATGGGGATA
TACCAGTTGATGAAACAATTGAACCAACGCTTGATGGACCTTACTCTGCTTCTTCA
ATTGTTATACAGCCACAGTATTGGATATTAGTGAATCCAACAACTCAAGATGTTG
TTATTGAAGCTGATACGCAAAATAAAAAGTTTGCCTGTATTTTATTGCCACCAAA
TACACCAGAATCTGCTAAGCAATATGTAATTTTAGGTAAACAAGTAACAATTATA
CTAGGTAATCCTGATAAAATGAATT

As sequéncias nucleotidicas parciais de VP6 de rotavirus aviario do grupo D geradas

no presente estudo encontram-se relacionadas abaixo:

>AVRVBR1 (NUMERO DE ACESSO KC689306)
TTGACTGTTAGAGAAGCACGAGAAAAAATCATAAACGGAACAATATATTCCAAC
GTATCAGATGTGATACAGCAATTCAATCAGATGGTTAGAGTATTGAATGGATCAA
CTTTTACTACTGGTGGATTAGCTACTATGCCACTTAGAGAATGGACTTTTGATTTG
CCGCAGCTAGGTaCAACTCTACTAAATATAGATGCTAACTATGTAGAATCAATGA
CACCAACTCTCGATATGTTGACTGAATTTGTGATTGCTGTATGTGAAACCGAATTG
TTGATTGATAACAATAGAAATGGTGCATATCCACAATCTGAGGCACTGAGACTAC
TGTCTAATAATAAGTATGTTTTCCTTAATATGGATTTAGGATCTAAGTATATTTCA
GAATGGCATTATAGATTGTCAGCTAGAGATCCAATGTTTTCAAATCATGTACCAT
ACATATTTCCATATGATATGGCTATAGCATATGATAGGGTAACGGCTGCTTATGA
CAATGTATCAGGAACCAGATTTGCATCACTGAATAACGCTATACATTTTGCTGCA
TTTGATCAAGACTTTGTTCGTGGGCAGCCAGCCAACGCGAGACAATTCGAGTACC
[TTATAATTTGAGAACACCAGTGTCTAATGCTACTATTGTTATACATCCAATATCA
GACATTCTATCGGTACCGAGTATGATTAGAAATCA

> AVRVBR2 (NUMERO DE ACESSO KC689307)

TTGACTGTCAGAGAAGCACGAGAAAAGATCATAAACGGAACAATATATTCCAAC
GTGTCAGATGTGATACAACAATTTAATCAGATGGTTAGAGTATTGAATGGATCAA
CTTTTACTACTGGTGGATTGGCTACTATGCCACTCAGAGAATGGACTTTTGATTTG
CCGCAGTTAGGTACGACTCTACTAAATATAGATGCTAACTATGTAGAATCAATGA
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CACCAACTCTCGACATGCTGACTGAATTTGTGATTGCCGTATGTGAAACCGAATT
GTTAGTTGATAATAACAGAAATGGTGCGTATCCACAATCTGAGGCACTGAGATTA
CTGTCTAATAATAAGTACGTTTTTCTTAATATGGATTTAGGATCTAAGTACATTTC
AGAATGGCATTATAGATTGTCAGCTAGAGATCCAATGTTTTCAAACCATGTACCA
TATATATTTCCATATGATATGGCTATAGCATATGATAGGGTAACGGCCGCTTACG
ATAATGTATCAGGAACACGATTTGCATCACTGAATAACGCAATACATTTTGCTGC
ATTTGATCAAGACTTTGTTCGTGGGCAGCCAGCTAATGCGAGACAATTCGAATAC
CTTTATAATTTGAGAACACCGGTGTCTAATGCTACTATTGTCATACATCCAATATC
AGACATTCTATCAGTACCGAGTATGATTAGAAATCA

>AVRVBR3 (NUMERO DE ACESSO KC689308)
TTGACTGTCAGAGAAGCACGAGAAAAGATCATAAACGGAACAATATATTCCAAC
GTGTCAGATGTGATACAACAATTTAATCAGATGGTTAGAGTATTGAATGGATCAA
CTTTTACTACTGGTGGATTGGCTACTATGCCACTCAGAGAATGGACTTTTGATTTG
CCGCAGTTAGGTACGACTCTACTAAATATAGATGCTAACTATGTAGAATCAATGA
CACCAACTCTCGACATGTTGACTGAATTTGTGATTGCCGTATGTGAAACCGAATT
GCTAGTTGATAATAACAGAAATGGCGCGTATCCACAATCTGAGGCACTAAGATTA
CTGTCTAATAATAAGTACGTTTTTCTTAATATGGATTTAGGATCTAAGTACATTTC
AGAATGGCATTATAGATTGTCAGCTAGAGATCCAATGTTTTCAAACCATGTACCA
TATATATTTCCATATGATATGGCTATAGCATATGATAGGGTAACGGCCGCCTACG
ACAATGTATCAGGAACACGATTTGCATCACTAAATAACGCAATACATTTTGCTGC
ATTTGACCAAGACTTTGTTCGTGGGCAGCCAGCCAATGCGAGACAATTCGAATAC
CTTTATAATTTGAGAACACCGGTGTCTAATGCTACTATTGTCATACATCCAATATC
AGACATT

>AVRVBR4 (NUMERO DE ACESSO KC689309)
TTGACTGTCAGAGAAGCACGAGAAAAGATCATAAACGGAACAATATATTCCAAC
GTGTCAGATGTGATACAACAATTTAATCAGATGGTTAGAGTATTGAATGGATCAA
CTTTTACTACTGGTGGATTGGCTACTATGCCACTCAGAGAATGGACTTTTGATTTG
CCGCAGTTAGGTACGACTCTACTAAATATAGATGCTAACTATGTAGAATCAATGA
CACCAACTCTCGACATGTTGACTGAATTTGTGATTGCCGTATGTGAAACCGAATT
GCTAGTTGATAATAACAGAAATGGCGCGTATCCACAATCTGAGGCACTAAGATTA
CTGTCTAATAATAAGTACGTTTTTCTTAATATGGATTTAGGATCTAAGTACATTTC
AGAATGGCATTATAGATTGTCAGCTAGAGATCCAATGTTTTCAAACCATGTACCA
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TATATATTTCCATATGATATGGCTATAGCATATGATAGGGTAACGGCCGCCTACG

ACAATGTATCAGGAACACGATTTGCATCACTAAATAACGCAATACATTTTGCTGC
ATTTGACCAAGACTTTGTTCGTGGGCAGCCAGCTAATGCGAGACAATTCGAATAC
CTTTATAATTTAAGAACACCGGTGTCTAATGCTACTATTGTCATACATCCAATATC
AGACATTCTATCAGTACCGAGTATGATTAGAAATCA
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APENDICE B

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos contemplando as amostras geradas
neste estudo com as demais do GenBank representativas do genotipo 19 da VP7 e do gendtipo

31 da VP4, segue abaixo:

Alinhamento de um fragmento parcial de 794 nucleotideos do gene codificador da
VP7 de rotavirus aviario entre as amostras aqui geradas com outras previamente depositadas

junto ao GenBank - Sdo Paulo - 2013 (continua)

10 20 30 40 50 60 70

P T L I o I L T T I Ey E E o IS R |

FJ169861 Avian 02V0002G3 TTGATTTATGATATTATTCATAGAATGGCTAGCTCATATGTTTTCTGCATTAGTGTTTTCATTATTGCTG
EU486975 Awian 03VO0358F3 .. ... ...ttt iasa s iasnas i iasnasransaaas Bt
EU486976 Avian 04VO0027TGE ...ttt me sttt a i am s s s a i m e s e e
EU486974 Avian 03VO01E8G3 .. ... .. . it i s e
EU486977 Avian 06VOG61 .. ... . .. i G it e e
EU486971 Avian 02V0002G3 ...ttt en it s e e
JQOB5407 Awian AVRV2  C..ttt i iinian et P
KC962122 i
KCc962123 S

80 S0 100 110 120 130 140
T T e T e T e L o e [ R P |
FJ169861 Avian 02v0002G3 TCACTATTCTACCACGTTGTCATGCTCAARATTATGGGGTTAATGTTCCAATCACAGGATCGTTAGACAT

EU486975 Awvian 03V0358F3
EU486976 Avian 04V0027G6
EU486974 Avian 03V0158G3
EU486977 Avian 06V0661
EU486971 Avian 02v0002G3
JQ085407 Avian AVRV2
KC962122

KC962123

150 160 170 180 130 200 210
P T e T T L T T A e
FJ169861 Avian 02v0002G3 TACTGTACAGAACCAAACAGCTGAACCAATTGGATTAACGTCAACTTTGTGTTTATATTATCCAGCGGAA

EU486975 Awvian 03V0358F3
EU486976 Avian 04V0027G6
EU486974 Avian 03V0158G3
EU486977 Avian 06V0661
EU486971 Avian 02v0002G3
JQO085407 Awvian AvRV2
KC962122

KC962123

FJ169861 Avian 02V0002G3
EU486975 Awvian 03V0358F3
EU486976 Avian 04V0027G6
EU486974 Avian 03V0158G3
EU486977 Avian 06V0661
EU486971 Avian 02V0002G3
JQ085407 Awvian AVRV2
KC962122

KC962123

FJ169861 Avian 02v0002G3
EU486975 Awvian 03V0358F3
EU486976 Avian 04v0027G6
EU486974 Avian 03v0158G3
EU486977 Avian 06V0661
EU486971 Avian 02v0002G3
JQO085407 Awvian AVRV2
KC962122

KC962123

Fonte: Beserra (2013)
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Alinhamento de um fragmento parcial de 684 nucleotideos do gene codificador da

VP& de rotavirus aviario entre as amostras aqui geradas com outras previamente depositadas

junto ao GenBank - Sdo Paulo - 2013

FJ169861
EU486975
EU486976
EU486974
EU486977
EU486971
JQO085407
KC962122
KC962123

FJl169861
EU486975
EU486976
EU486974
EU486977
EU486971
JQ085407
KC962122
KC962123

FJ169861
EU486975
EU486976
EU486974
EU486977
EU486971
JQ085407
KC962122
KC962123

FJ169861
EU486975
EU486976
EU486974
EU486977
EU486971
JQ085407
KC9262122
KC962123

FJ169861
EU486975
EU486976
EU486974
EU486977
EU486971
JQ085407
KC962122
KC962123

FJ169861
EU486975
EU4B86976
EU486974
EU4B86977
EU486971
JQ085407
KC962122
KC962123

FJ169861
EU486975
EU486976
EU486974
EU486977
EU486971
JQ085407
KC962122
KC962123

Awvian 02vV0002G3
Avian 03V0358F3
Awvian 04v0027G6
Awian 03V0158G3
Avian 06V0661
Awian 02v0002G3
Avian AVRV2

Avian 02V0002G3
Avian 03V0358F3
Avian 04V0027G6
Avian 03V0158G3
Avian 06V0661
Avian 02v0002G3
Avian AVRV2

Avian 02V0002G3
Avian 03V0358F3
Avian 04V0027G6
Avian 03V0158G3
Avian 06V0661

Avian 02V0002G3
Avian AVRV2

Avian 02V0002G3
Avian 03V0358F3
Avian 04V0027G6
Avian 03V0158G3
Avian 06V0661

Avian 02V0002G3
Avian AVRV2

Avian 02V0002G3

Avian 03V0358F3

Avian 04V0027G6
Avian 03V0158G3
Avian 06V0661
Avian 02v0002G3
Avian AVRV2

Avian 02vV0002G3

Avian 03V0358F3

Avian 04v0027Gé
Awvian 03v0158G3
Avian 06V0661
Awvian 02v0002G3
Avian AVRV2

Avian 02vV0002G3

Avian 03V0358F3

04v0027G6
03v0158G3
Avian 06V0661
Avian 02vV0002G3
Avian AvRV2

Avian
Avian

(concluséo)

360 370 380 3350 410
T T e [ L A R AT A T I |
TGATTATAATATAATACTAATAAAATATGACGGAAACCAAGGATTAGACATTTCAG!

400 420

TTGCTGAGCTA

430 440 4350 460 470 480 490

P L T T P T T e e [
CTTCTATATGAATGGTTGTGTAATGAAATGGATATTAGTTTGTATTATTATCAACAGACTTCAGAGGCTA
L. Cl L

500 510 520 530 540 560

T T T T T T T o T T T
ATARATGGATAGCAATGGGCACAGATTGTACAGTTAAAGTATGCCCACTAAATACTCAGACACTAGGAAT

550

570 580 590 600 610 620 630

e T T e O [T E e L L EC e Y [T T T I |
TGGCTGCAAGACTACTGACGTTTCCACTTTTGAACAACTAACGACTGCAGAAARATTAGCTATTATTGAT

640 650 660 670 680 690 700

e e I T L L I T I [ L IETE TR I R |
GITGTTGACGGCGTTAATCATAAGATAGACTATACTGTAACTACTTGTAACGTTAAGAATTGTATGCGAT

710 720 730 740 750 760 770

PR N N S T U N S T S I R T
TAAATCAGCGTGAAAATGTAGCAATAATACAAGTTGGTGGACCAGAGATTATTGATGTTTCAGAAGATCC

780 790
..

R T P I .
AATGGTTGTACCARAAATGCAACGTG




111

Alinhamento de um fragmento parcial de 560 nucleotideos do gene codificador da

VP4 de rotavirus aviario entre as amostras aqui geradas com outras previamente depositadas

junto ao GenBank - Sdo Paulo - 2013 (continua)

EU486962
KC962114
KC962115
KC962116
KC962117
KC962118
KC962119

EU486962
KC962114
KC262115
KC962116
KC962117
KC962118
KC962119

EU486962
KC262114
KC962115
KC962116
KC962117
KC262118
KC262119

EU4869262
KC962114
KC962115
KC962116
KC262117
KC9262118
KC962119

EU486962
KC962114
KC962115
KC262116
KC962117
KC962118
KC962119

EU486962
KC262114
KC262115
KC962116
KC962117
KC962118
KC262119

EU486962
KC962114
KC962115
KC962116
KC962117
KC962118
KC962119

EU486962
KC962114
KC962115
KC262116
KC262117
KC962118
KC962119

EU486962
KC962114
KC262115
KC962116
KC962117
KC962118
KC262119

Avian ChOéV0661

Awvian ChO6V0661

Awvian ChO6V0661

Avian ChO6V0661

Avian ChO6V0661

Avian ChO6V0661

Avian ChOevVOe66l

Avian ChOéV0661

Avian ChO6V0661

10 20 30 40 50 60 70
e T T T e L e L I L T I R
GAATGGACTCATGGAGACATACCAGTTGATGAAACAATTGAACCAACGCTTGATGGACCATATACAGCTT

QaRoRe
HHHAAA

80 90 100 110 120 130 140
e e T e T [ [ e T [ T TN TR R R |
CATCAATTGTAATTCAGCCACAATATTGGATATTAGTGAATCCAACAAATCAGAACGTCGTGATTGAAGC

150 160 170 180 130 200 210
T e T T T T T I R
CGATGCACAGAATAAGAAATTTGCTTGTGTTATGTTACCACCTAATACTCCTGAATCTGATAGACAGTAT

280

T
T
.T.

T

HHEHAHARBH

290 300 310 320 330 340 350
P L T e e I [ T T I T RO R IR
TATTGAGTAATGATGGAATAACTTACACAARATCAATAGAGTTAATCACTCCGCATCGTTTAAATGCATT

360 370 380 390 400 410 420
R T

T T e L I T I P T R
TATGARAGATGCTGGTAAATTGTATGCATATAGTGGTACTGTACCAACAATAARAARAAGAATATCATACG

500 510 520 530 540 550 560
e T T T e L e L I L T I R
GCACATTAGAGGAATATTTG. TGGATTACCACCAATTCAGCAAACGCGCTACATACTTCCAGTAGC

Haoaaaano

570 580 590 600
B L I e e ICITE T IETCr Iy PRI R IR
TCGAAATGTTGCAAGCTTGTACCGTGCTAAARCCARATGAAGATATAGT
..... G........ALAA..T........G.....C.... -. T
-A....AC.ATG.
. .ATTT.AC.ATG.
. .ATTT.AC.ATG.
e -Gl

C....G....A. ..

Fonte: Beserra (2013)



112

O alinhamento de um fragmento parcial de 664 nucleotideos das sequéncias de

nucleotideos contemplando as amostras de rotavirus aviariodo grupo D - VP6 - geradas neste

estudo com as demais do GenBank representativas dos demais grupos definidos, segue abaixo

(concluséo)

NCOl4a51e6
JNO34684
JNO34682
JNO34680
JNO34685
JNO034683
JNO34681
JNO346792
JQOe5735
JNT703463
JQOes5736
JQOe5734
KCceg89230e6
KCceg892307
KCceg892308
KCceg892309

NCOl4a51e6
JNO34684
JNO34682
JNO34680
JNO34685
JNO034683
JNO34681
JNO346792
JQOe5735
JNT703463
JQOes5736
JQOe5734
KCceg89230e6
KCceg892307
KCceg892308
KCceg892309

NCO014516
IJNO34684
IJNO34682
IJNO34680
JNO34685
IJNO34683
IJNO34681
IJNO34679
JQO0E5735
IJNT703463
JQO0E5736
JQO0E5734
KC689306
KC689307
KC689308
KC689309

NCO014516
IJNO34684
IJNO34682
IJNO34680
JNO34685
IJNO34683
IJNO34681
IJNO34679
JQO0E5735
IJNT703463
JQO0E5736
JQO0E5734
KC689306
KC689307
KC689308
KC689309

NCO014516
JNO34684
IJNO34682
IJNO34680
JNO34685
IJNO34683
IJNO34681
IJNO34679
JQO065735
IJNTF03463
JQO065736
JQO065734
KC689306
KC689307
KC689308
KC689309

NCO014516
JNO34684
IJNO34682
IJNO34680
JNO34685
IJNO34683
IJNO34681
IJNO34679
JQO065735
IJNTF03463
JQO065736
JQO065734
KC689306
KC689307
KC689308
KC689309

Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken

Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken

Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken

Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken

Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken

Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken
Chicken

0o5vVo0492
HS-58

10vV0o133
0ev0o0e4

0o5vVo0492
HS-58

10vV0o133
0ev0o0e4

05vV0049
HS-58
10V0133
06V0064
MI-5
BS—7
06V0274
0o6vo04a7
27

105a

&9

37

05vV0049
HS-58
10V0133
06V0064
MI-5
BS—7
06V0274
0o6vo04a7
27

105a

&9

37

05vV00492
HS—-58
10V0133
06V0064
MI-5
BS—7
06V0274
0o6vo0a7
27

105A

69

37

05vV00492
HS—-58
10V0133
06V0064
MI-5
BS—7
06V0274
0o6vo0a7
27

105A

69

37

10

TATAT

s0

100

220

P T
GAATCGATGACACC,

e
c

- O - .T
- O - .T
- O - .T
- O - .T
- O - .T
- O - .T
- O - .T
- O - .T
- O - .T
s00 s10
I - R RS B |
TTGATAAC I TGGTGCATACCCAC
S L L i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S L L i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S L L i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
- - e G [
- - [ -Co ... [
- - e [
- - e [
- - e [
- - e [
e e e e e e e e e e e e e e e e e e e PR
- - -T SO L e e i e e o L= T. . - - . - .
- - -T -G Lol CcC..G. T. . - - . - .
- - -T -G Lol CcC..G. T. . - - . - .
s60 70 ss0

I IR I Ee e IR R B
TTTCCTTAATATGGAT TTAGGATCTAAGTACATCTCAG

110

50

&0 70

P T T P R |
TCCAACGTATCAGATGTAATAC

120

130 140

P T e T I T T L R I |
GTATTGAATGGATCAACTT T TACTACTGETGGATTGGCTACTATGCC

320

-G LG
- . -G..GT
-G LG
-G LG
e -Gl oL
e -Gl oL
e Gl L oL
e Gl L oL
ss0 400
R R e
TGGCATTATAG

410 azo0

R IR I I |
TTGTCAGCTAGGGATCCA

Fonte: Beserra (2013)
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O alinhamento das sequéncias de nucleotideos contemplando as amostras de rotavirus
aviario do grupo D - VP6 - geradas neste estudo com as demais do GenBank representativas

dos demais grupos definidos, segue abaixo (conclusdo) - Séo Paulo - 2013

a3o0 aa0 450 460 a70 aso 490

BRI IR EEE T IR IR IR IRIEEIE IR I IEIE IRNREIE IR IENRIEIEN BRI [N |
NC014516 Chicken 05V0049 ATGTTTTCAAACCATGTACCATATATATTCCCATATGATATGGCTATAGCATATGATAGAGTAACGGCTG
JN034684 Chicken HS-58 T c .
IJNO034682 Chicken LOVOL33 .. ..ttt it ettt et e o et e e et et e e e e e e e e e e e
JN034680 Chicken 06V0064
JN034685 Chicken MJ—5
JN034683 Chicken BS—7
JN034681 Chicken 06V0274 . . . .
JN034679 Chicken 06V0047 A <
JQO065735 Chicken 27 ..uiiiiae e i T i i s e e e e e e e G e
JN703463 chicken 105A
JQ065736 Chicken 69
JQ065734 Chicken 37
KC689306

KC689307

KC689308

KC689309

C.
C.
500 510 520 530 540 550 560
IR I B I B FER IEIRIE IR IR [ESREIE ISR [EIRIIRl ISRt IR |
NC014516 Chicken 05vV0049 CTTACGATAATGTGTCAGGAACACGATTTGCATCACTAAATAATGCTATACATTTCGCTGCATTTGATCA
JN034684 Chicken HS-58 e
JN034682 Chicken 10VO133
JNO034680 chicken 06V0064
JN034685 Chicken MJ—5
JN034683 Chicken BS—7
JN034681 Chicken 06V0274
JN034679 Chicken 06V0047
JQ065735 Chicken 27
JN703463 Chicken 105a
JQO065736 Chicken 69
JQ065734 Chicken 37
KC689306
KC689307
KC689308
KC689309

640 650 660 670 680 690

[ TN [ty [ TR R [ TP I I e I e
NC014516 Chicken 05V0049 TCTAACGCTACTATAGTTATACACCCAATATCAGATATTTTGTCAGTACCAAGTATGATCAGAARACCA
JN034684 Chicken HS-58
JN034682 Chicken 10v0133
JN034680 Chicken 06V0064
JN034685 Chicken MJ-5
JN034683 Chicken BS-7
JN034681 Chicken 06V0274
JN034679 Chicken 06V0047
JQ065735 Chicken 27
JN703463 Chicken 105A
JQ065736 Chicken 69
JQ065734 Chicken 37
KC689306
KC689307
KC689308
KC689309

Fonte: Beserra (2013)
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APENDICE C

O alinhamento das sequéncias parciais convertidas em aminoacidos contemplando as
amostras geradas neste estudo com as demais do GenBank representativas do genotipo 19 da
VP7 e do genodtipo 31 da VP4, segue abaixo:

Alinhamento de um fragmento parcial de 264 aminoacidos do gene codificador da
VP7 de rotavirus aviario entre as amostras aqui geradas com outras previamente depositadas

junto ao GenBank - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Beserra (2013)
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Alinhamento de um fragmento parcial de 202 aminoacidos do gene codificador da

VP4 de rotavirus aviario entre as amostras aqui geradas com outras previamente depositadas

junto ao GenBank - S&o Paulo - 2013.
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Fonte: Beserra (2013)
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O alinhamento das sequéncias convertidas em aminoacidos contemplando as amostras

de rotavirus do grupo D geradas neste estudo com as demais do GenBank representativas de

rotavirus D em aves segue abaixo - Sdo Paulo - 2013
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Fonte: Beserra (2013)
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APENDICE D

Apéndice D - Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das
sequéncias de rotavirus do grupo A geradas neste estudo (USPARV05 e USPARVO06) frente
as demais representativas do genotipo G19 de VP7 depositadas no GenBank. As areas em
branco representam as identidades nucleotidicas, e as cinzas, as identidades de aminoacidos -
Séo Paulo - 2013

FJ169861 JQ085407 EU486975 EU486976 EU486974 EU486977 EU486971 KC962122 KC962123
FJ169861 ID 0,969 0,958 0,996 0,958 0,977 1 0,962 0,958
JQ085407 0,938 ID 0,981 0,973 0,981 0,962 0,969 0,977 0,958
EU486975 0,939 0,942 ID 0,962 0,992 0,954 0,958 0,973 0,954
EU486976 0,997 0,938 0,942 ID 0,962 0,981 0,996 0,966 0,962
EU486974 0,94 0,943 0,996 0,943 ID 0,954 0,958 0,973 0,954
EU486977 0,977 0,933 0,937 0,979 0,938 ID 0,977 0,958 0,943
EU486971 1 0,938 0,939 0,997 0,94 0,977 ID 0,962 0,958
KC962122 0,928 0,937 0,932 0,928 0,933 0,925 0,928 ID 0,966
KC962123 9,929 0,934 0,919 0,932 0,92 0,919 0,929 0,937 ID

Fonte: Beserra (2013)
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APENDICE E

Apéndice E - Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das
sequéncias de rotavirus do grupo A geradas neste estudo (USPARVO01 a USPARV06) frente
as demais representativas do genotipo P[31] de VP4 depositadas no GenBank. As areas em
branco representam as identidades nucleotidicas, e as cinzas, as identidades de aminoacidos -
Séo Paulo - 2013

EU486962 KC962114 | KC962115 | KC962116 | KC962117 | KC962118 | KC962119
EU486962 ID 0,94 0,871 0,861 0,861 0,94 0,945
KC962114 0,893 ID 0,886 0,881 0,881 0,97 0,965
KC962115 0,815 0,815 ID 0,99 0,99 0,886 0,876
KC962116 0,81 0,805 0,967 1D 1 0,881 0,871
KC962117 0,81 0,805 0,967 1 ID 0,881 0,871
KC962118 0,883 0,944 0,81 0,802 0,802 ID 0,975
KC962119 0,889 0,935 0,812 0,804 0,804 0,952 ID

Fonte: Beserra (2013)
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Apéndice F - Valores de similaridade nucleotidica e de aminoacidos da regido consensual das
sequéncias de rotavirus do grupo D geradas neste estudo (AVRVBRO01 a AVRVBRO04) frente
as demais representativas também do grupo D (VP6) no GenBank. As areas em branco

representam as identidades nucleotidicas, e as cinzas, as identidades de aminoacidos - Séo
EH Hl

Paulo - 2013

NC0145 JNO0346 JNO0346 JNO0346 JN0346 JNO0346 JNO0346 JN0346 JQ0657 JN7034 JQ0657 JQ0657 KC6893 KC6893 KC6893 KC6893

16 84 82 80 85 83 81 79 35 63 36 34 06 07 08 09
NC0145 1D 0,995 1 1 0,991 0,991 0,991 0,986 0,995 0,995 0,995 1 0,995 1 1 1
JN%}?AG 0,961 ID 0,995 0,995 0,995 0,995 0,986 0,982 0,991 0,991 0,991 0,995 1 0,995 0,995 0,995
JN3§>4G 0,976 0,961 ID 1 0,991 0,991 0,991 0,986 0,995 0,995 0,995 1 0,995 1 1 1
JN?LEAG 0,974 0,971 0,971 D 0,991 0,991 0,991 0,986 0,995 0,995 0,995 1 0,995 1 1 1
JN3246 0,959 0,998 0,959 0,97 D 0,991 0,982 0,977 0,986 0,986 0,986 0,991 0,995 0,991 0,991 0,991
JN?LEAG 0,962 0,992 0,962 0,973 0,991 ID 0,982 0,977 0,986 0,986 0,986 0,991 0,995 0,991 0,991 0,991
JN?J??:46 0,92 0,917 0,922 0,928 0,916 0,919 ID 0,986 0,986 0,986 0,986 0,991 0,986 0,991 0,991 0,991
JN?J;AG 0,901 0,901 0,908 0,905 0,899 0,896 0,901 ID 0,982 0,982 0,982 0,986 0,982 0,986 0,986 0,986
JQ2257 0,91 0,899 0,905 0,904 0,898 0,898 0,901 0,907 ID 1 1 0,995 0,991 0,995 0,995 0,995
JN3334 0,907 0,902 0,902 0,904 0,901 0,898 0,901 0,904 0,989 ID 1 0,995 0,991 0,995 0,995 0,995
JQggW 0,91 0,902 0,905 0,904 0,901 0,898 0,898 0,907 0,992 0,994 D 0,995 0,991 0,995 0,995 0,995
JQ3257 0,908 0,898 0,904 0,902 0,896 0,896 0,902 0,908 0,995 0,985 0,988 D 0,995 1 1 1
KC33393 0,914 0,91 0,91 0,911 0,908 0,908 0,905 0,905 0,968 0,958 0,961 0,967 ID 0,995 0,995 0,995
KC%%% 0,917 0,907 0,919 0,916 0,905 0,905 0,908 0,916 0,9946 0,94 0,941 0,944 0,949 ID 1
KC%7893 0,913 0,902 0,917 0,911 0,901 0,901 0,905 0,908 0,941 0,932 0,934 0,943 0,944 0,986 ID 1
KC::SZB% 0,913 0,902 0,92 0,911 0,901 0,901 0,905 0,908 0,941 0,932 0,934 0,943 0,941 0,986 0,997 ID

Fonte: Beserra (2013)
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