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RESUMO

NAVARRO, J. O. Deteccéao e caracterizagdo moleculares de Picobirnavirus
bovinos na regido centro-sul do Brasil. 2015. 64f. Dissertacdo (Mestrado) —
Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos, Universidade de Sé&o

Paulo, Pirassununga, 2015.

Picobirnavirus (PBV) pertencem a familia Picobirnaviridae, divididos em duas
espécies Human Picobirnavirus e Rabbit Picobirnavirus. Sdo pequenos virus
constituidos de genoma bissegmentado de cadeia dupla de RNA (dsRNA), ndo
envelopados, com capsideo de simetria icosaédrica, sendo divididos em dois
genogrupos, Gl e Gll. Ja foram detectados em fezes humanas e de uma ampla
gama de espécies animais, com ou sem sinais diarreicos, sendo considerados
agentes emergentes e oportunistas, e seu potencial zoonético foi sugerido.
Entretanto, os estudos epidemiol6gicos e moleculares de PBV em bovinos sao
raros na literatura nacional e internacional. Devido a caréncia de dados a
respeito de PBV em bovinos, o presente estudo foi realizado objetivando-se a
deteccdo e caracterizacdo moleculares de cepas de PVB bovinos dos
genogrupos Gl e GIll em amostras fecais de bovinos com ou sem
sintomatologia diarreica de diferentes idades e regifes do Brasil. O estudo foi
conduzido a partir de 77 animais, obtendo-se 18 (23,3%) amostras positivas
para Gl, compreendendo animais provenientes dos estados de S&o Paulo,
Minas Gerais e Goias. Nao foram detectadas amostras positivas para Gll. A
identidade nucleotidica das amostras obtidas apresentou média de 67,4%
guando comparadas uma com as outras e de até 83,77% quando comparadas
com amostras de PBV de referéncia. Na reconstrucdo filogenética, trés
amostras agruparam-se em clado de PVB humano e somente uma agrupou-se
em clado de PVB bovino. Em sintese, os resultados obtidos indicam, de
maneira inédita, a circulagdo de PVB bovino pertencente ao genogrupo Gl em

diferentes estados brasileiros, com perfis filogenéticos heterogéneos.

Palavras chave: picobirnavirus bovino, epidemiologia molecular, sanidade de

bovinos.



ABSTRACT

NAVARRO, J. O. Molecular detection and characterization of bovine
Picobirnavirus in central-south region of Brazil. 2015. 64f. M.Sc.
Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2015.

Picobirnavirus (PBV) belong to the Picobirnaviridae family, divides into two
species Human Picobirnavirus and Rabbit Picobirnavirus. They are small, non-
enveloped, bisegmented double-stranded RNA (dsRNA) virus with an
icosahedral capsid, being divided into two genogroups, Gl and GIl. They have
been detected in feces of humans and many animal species, with or without
diarrheal signs and are considered emerging and opportunistic agents, and its
zoonotic potential has been suggested. However, epidemiological and
molecular studies of bovine PBV are rare in the national and international
literature. Due to lack of data on PBV in cattle, this study was conducted aiming
to detect and molecularly characterize bovine PBV strains of GI and Gll
genogroups in feces from animals with or without diarrheal signs of different
ages and regions of Brazil. Seventy-seven animals were sampled, resulting in
18 (23.3%) positive samples for Gl, including animals from the states of Sao
Paulo, Minas Gerais and Goids. There were no positive samples for Gll. The
nucleotide identity of the samples obtained showed a mean of 67.4% compared
to each other and up to 83.77% compared to PBV reference samples. In
phylogenetic reconstruction, three samples were grouped in the human PBV
clade and only one sample was clustered in the bovine PVB clade. In summary,
the results indicate in an unprecedented way the circulation of the bovine PBV
belong to GI genogroup in different Brazilian states, with heterogeneous

phylogenetic profiles.

Keywords: bovine picobirnavirus, molecular epidemiology, bovine health.
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1. INTRODUCAO

1.1. CARATERISTICAS GERAIS DO PICOBIRNAVIRUS

Picobirnavirus € o Unico género da familia Picobirnaviridae, tendo duas
espécies classificadas em 2008 pelo Comité Internacional de Taxonomia Viral
(ICTV): Human picobirnavirus e Rabbit picobirnavirus (GANESH et al., 2012;
TAKIUCHI et al., 2015). E um virus de RNA segmentado de cadeia dupla
(dsRNA), nao envelopado, constituido por um capsideo de simetria icosaédrica
que protege os dois segmentos do dsRNA gendmico (Figura 1). J& foram
detectados em fezes humanas e em uma ampla gama de espécies animais,
com ou sem sinais diarreicos (GANESH et al., 2014; GANESH et al., 2011).

Fonte: GANESH et al.,2014.

Figura 1. Representagdo esquematica do virion de picobirnavirus.

O nome do picobirnavirus (PBV) foi proposto baseando-se nas suas
caracteristicas. O prefixo “pico” denota o pequeno didmetro da particula viral
(35nm) e “birna” refere-se ao genoma que € constituido por dois segmentos,
que variam em tamanho desde 2.4 a 2.6 Kbp, perfil longo, e 1.5 a 1.8 Kbp,
perfil curto. (MONDAL & MAJEE, 2014). O tamanho dos segmentos gendmicos

tem sido estimado utilizando-se como referéncia o perfil de migracédo
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eletroforética do genoma de estripes de rotavirus padrdo em eletroforese em
gel de poliacrilamida (PERERIRA et al., 1988).

A caracterizacdo molecular das estirpes humanas e animais revelou que
PBV sédo altamente variaveis, reconhecendo assim dois genogrupos,
Genogrupo | (Gl) e Genogrupo Il (Gll), que foram baseados em diferentes
sequéncias gendmicas do segmento 2 (MONDAL & MAJEE, 2014; MALIK et
al.,, 2014; SILVA et al.,, 2014). A identidade entre o Gl e o GIl é de
aproximadamente 37 a 40% para nucleotideos e 17 a 28% para a sequéncia de
aminoacidos (BAYAI et al., 2003). Notavelmente, até a presente data, 805
sequéncias de PBV de ambos os segmentos 1 e 2 estdo disponiveis no Centro
de Informacdo sobre Biotecnologia (NCBI), 83,11% sao do genogrupo | e
2,52% sé&o do genoprupo Il.

A organizacdo gendmica deste virus é baseada na amostra de PBV
humano (Hy005102), originaria da Tailandia. Esta era a Unica sequéncia de
genoma PBV completo conhecido até 2012 quando Woo et al. (2012) relataram
o0 genoma completo de PBV detectado em fezes de ledo marinho. Na estirpe
humana Hy005102, o segmento 1, também conhecido como segmento longo,
possui 2.525 pb e duas fases de leitura, ORF1 e ORF2, responsaveis pela
expressdo de uma proteina ainda desconhecida e a proteina do capsideo,
respectivamente. O segmento 2, chamado de seguimento menor possui 1745
pb e contem uma fase de leitura (ORF1) que codifica um peptideo de 534
aminoé&cidos, uma RNA polimerase viral dependente de RNA (RdRp), conforme
demonstrado na figura 2 (NATES et al., 2011).
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Fonte: NATES et al., 2011.

Figura 2. Representagdo do genoma de picobirnavirus baseado na estirpe humana
Hy005102.

A circulacdo de PBV é bem heterogénea, sendo que as estirpes
circulantes apresentam uma variedade de identidade de nucleotideos e
aminoacidos de 60 a 87% e 64 a 90%, respectivamente. Entretanto, a
relevancia biologica ou clinica relacionadas aos dois genoprupos ainda sao
desconhecidas (BHATTACHARYA et al., 2007; VAN LEEUWEN et al.,2010).

1.2. EPIDEMIOLOGIA E PATOGENIA

A primeira descricdo de PBV foi através de amostra de fezes de crianga
utilizando a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE), relatado
por Pereira et al. (1988a). A partir desse relato, diversos estudos descreveram
a presenca desses virus em diferentes espécies de mamiferos: ratos
(PEREIRA et al, 1988b; FREGOLENTE et al, 2009), bovinos
(VANOPDENBOSCH & WELLEMANS, 1989; GHOSH et al., 2009; BUZINARO
et al., 2003; MALIK et al., 2011), bafalos (MONDAL et al., 2013; MALIK et al.,
2011), suinos (GATTI et al., 1989; LUDERT et al., 1991; PONGSUWANNA et
al., 1996; BANYAI et al., 2008), cavalos (BROWNING et al., 1991), coelhos
(GALLIMORE et al., 1993; LUDERT et al., 1995), tamandua bandeira (HAGA et
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al.,1999), jumento, orangotango e tatu (MASACHESSI et al., 2007), macacos
(WANG et al., 2012), ledo (WOO et al., 2012; GILLMAN et al., 2013), puma,
jaguar e gato (GILLMAN et al.,, 2013). Em aves, PBV ja foi detectado em
galinhas (LEITE et al., 1990; SILVIA et al., 2014), frangos de corte (TAMEHIRO
et al.,, 2003), gansos (MASACHESSI et al., 2007), ema, pelicano e faiséo
(MASACHESSI et al., 2007); em répteis, PBV ja foi encontrado em diferentes
espécies de cobras (MASACHESSI et al., 2007).

Recentes estudos de monitoramento ambiental realizados nos EUA e
Alemanha detectaram PBV em altas frequéncias no esgoto comum (efluente
final apds tratamentos de aguas residuais e de amostras de aguas superficies
naturais). PBVs do genogrupo | foram detectados em 12/12 (100%) do esgoto e
4/12 (33%) de efluentes de aguas residuais finais em instalacées de tratamento
em areas costeiras metropolitanas dos Estados Unidos da América, nos
estados de Alabama, Califérnia, Connecticut, Louisiana, Maine, Maryland, Nova
Jersey, North Carolina, Oregon e Washington (HAMZA et al., 2011; Symonds et
al., 2009).

Desde a sua descoberta no ano de 1988 até janeiro de 2014, varios
paises tém relatado PBV (Figura 3): Estados Unidos da América, Argentina,
Bélgica, Brasil, Venezuela, Italia, Alemanha, Hungria, Russia, China, india,
Tailandia, Austrélia, Holanda, Uruguai, Hong Kong, Espanha, Gra-Bretanha,
Irlanda e Sul da Asia (GANESH et al., 2014). Dados publicados sobre a
prevaléncia do virus em diversos paises indicam uma frequéncia bastante
variavel: na Venezuela, de 2,14% (LUDERT & LIPRANDI, 1993); no Brasil, de
0,45% (PEREIRA et al., 1988a); na Italia, de 0,42% (CASCIO et al., 1996) e na
Argentina, de 0,09% (GIORDANO et al., 2008).
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Fonte: Adaptado de GANESH et al., 2014.

Figura 3. Distribuicdo mundial de picobirnavirus. Paises que tém relatado PBV estédo

indicados em cor escura com base em publicactes de 1998 a dezembro de 2015.

A excrecdo de PBV nas fezes de humanos tem sido relatada tanto em
individuos com diarreia como também em hospedeiros assintomaticos. Embora
alguns estudos epidemiologicos tenham relatado a presenca do virus em
amostras fecais de adultos e criangas com diarreia, a relacéo etiolégica do PBV
com a sindrome diarreica ainda ndo pode ser estabelecida, atribuindo-se essa
relacdo inconclusiva a escassez de estudos epidemiologicos controlados
(GANESH et al., 2010). A falta de um padrdo consistente para a deteccdo do
PBV concomitantemente em individuos saudaveis e com diarreia levanta
questdes sobre o potencial patogénico do PBV, embora tenham sido
frequentemente implicados em infeccbes oportunistas em pacientes
imunocomprometidos (GANESH et al., 2011).

Frequéncia significativa em pacientes imunocomprometidos foi
observada, quando comparados ao grupo controle, variando entre 10 a 13% de
presenca de PBV em amostras de fezes coletadas de pacientes adultos
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e com quadro clinico
de diarreia (GROHMANN et al., 1993; GIORDANO et al., 1998; GONZALEZ et
al., 1998; GIORDANO et al., 1999).



22

A deteccdo do PBV em coinfeccéo ja foi relatada em casos de diarreia,
juntamente com o0 rotavirus, astrovirus, calicivirus, Escherichia coli e
Salmonella, dificultando a interpretacéo de que o PBV seja o0 agente etioldgico
primario. Entretanto, em um estudo holandés que analisou 84 amostras fecais
de pacientes humanos com diarreia de etiologia desconhecida (fezes
previamente triadas como negativas para 0s principais enteropatdgenos), o
PBV foi detectado como patdégeno singular em 21% das amostras (VAN
LEEUWEN et al., 2010).

Por outro lado, no Reino Unido, foram encontradas taxas de excrecéo de
PBV muito proximas; 9 e 13% em pacientes com diarreia e sem diarreia,
respectivamente (GALLIMORE et al., 1995). Desta forma, a participacdo deste
virus como agente etiolégico primario da diarreia em humanos ndo esta
totalmente esclarecida e a possibilidade de que possa atuar como um patégeno
secundario oportunista ou um virus in6cuo do trato intestinal tem sido sugerida
(NATES, GATTI e LUDERT, 2011).

Entre os animais, varios estudos de prevaléncia de PBV ja foram
realizados. O primeiro relato em animais foi na espécie suina: em 912 amostras
de fezes suinas analisadas no Brasil, o PBV foi detectado em 15,3% das
amostras diarreicas e 9,6% em fezes ndo diarreicas (GATTI et al.,, 1989),
sugerindo que PBV seria um novo agente causador de diarreia na espécie
suina. Por outro lado, Ludert et al. (1991) detectaram o virus em frequéncia
semelhante entre os suinos com e sem diarreia em fazendas na Venezuela.
Takiuchi et al. (2015) obtiveram a primeira sequéncia nucleotidica de PBV a
partir de bovinos no Brasil: em 289 amostras de fezes de bezerros, 24 (8,3%)
foram positivas pela técnica de PAGE, sendo que 15 dessas positivas pelo
PAGE (62,5%) também o foram pela reacdo de transcricdo reversa seguida
pela reacdo em cadeia pela polimerase (RT-PCR).

Apesar dos numerosos relatos da presenca de PBV em amostras fecais,
a partir de varias espécies animais, 0s resultados sdo controversos e néo
permitem concluir sobre a relacdo etiolégica do PBV e a sindrome diarreica.
Em estudos conduzidos em humanos, os resultados também séo contraditorios
(FREGOLENTE et al., 2009; GANESH et al., 2012)

A deteccdo de PBV nas fezes de mamiferos diarreicos, numa grande

variedade de aves selvagens e também em animais de zoolégico aumenta a
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preocupacdo em relacdo a saude publica, devido aos aspectos de transmissao
e de circulacdo destes virus representarem uma ameaca zoonotica, uma vez
gue o hospedeiro natural ou espécies que servem como reservatorio natural do

virus permanecem indefinidos (GANESH et al., 2014).

1.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Ainda nado foram estabelecidas linhagens celulares para isolamento ou
modelos animais para amplificacdo do PBV em laboratério (GANESH et al.,
2014), e até o momento nenhum teste imunoldgico para deteccdo e/ou
caracterizacdo do PBV esta disponivel; sendo assim, os testes moleculares
(PAGE e RT-PCR) sao os unicos disponiveis e utilizados rotineiramente para
deteccdo de PBYV, contribuindo de forma notavel também para o diagnéstico de
outras enfermidades infecciosas (FREGOLENTE et al., 2009).

Para virus com genoma segmentado, tais como os rotavirus (11
segmentos) e o PBV (2 segmentos), o PAGE € uma técnica barata e facil de
ser aplicada, podendo ser utilizada com eficiéncia para a deteccdo dos
segmentos gendmicos bem como para a caracterizacdo do eletroferogrupo
destes virus (PEREIRA et al., 1988a). O PAGE ¢é considerada a técnica padrao
ouro para a o diagndstico do PBV; essa técnica consiste na separa¢ao dos dois
segmentos dos PBVs, através do tamanho molecular dos mesmos em gel de
poliacrilamida. A distancia de migracdo de cada segmento de RNA viral na
eletroforese € inversamente proporcional ao tamanho molecular do mesmo.
Estes segmentos podem ser visualizados por coloragdo com nitrato de prata
(NATES, GATTI e LUDERT, 2011; SOUZA, 2011).

A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) é uma técnica de amplificacdo
de acidos nucléicos que possui uma alta sensibilidade e especificidade e que
permite a deteccdo e identificacdo de quantidades minimas do material
genético do agente suspeito. Pode ser utilizada para detectar DNA e RNA
virais, desde que se conheca alguma sequéncia do seu genoma (FLORES,
2007). Para a deteccdo de virus de RNA é utilizada a RT- PCR (reacdo de
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transcricdo reversa seguida pela reacdo em cadeia pela polimerase) que usa
como molde uma sequéncia de RNA para sintetizar um DNA complementar
(cDNA), e a partir desse cDNA realiza-se a PCR para amplificagcdo do
fragmento de interesse (BURTIS et al., 2006).

A identificacdo do PBV nas amostras de fezes variam amplamente,
sendo principalmente influenciada pelos métodos laboratoriais escolhidos para
a deteccdo. Devido a alta diversidade genémica das estirpes, muitas vezes 0s
pares de primers utilizados podem falhar na amplificacdo de fragmentos de
algumas amostras que sao claramente positivas pelo PAGE, gerando
resultados falsos-negativos ao RT-PCR. Desta forma, embora o PAGE
apresente uma sensibilidade inferior a RT-PCR, permanece como uma técnica
valida e util para a deteccédo de PBV por ser a Unica capaz de detectar todas as
estirpes variantes. Por outro lado, a RT-PCR possui uma grande vantagem
pela geracdo de fragmentos que podem ser sequenciados posteriormente,
permitindo-se a realizagdo de estudos evolutivos e de polimorfismos,
contribuindo assim para melhor elucidacdo da epidemiologia das infeccdes
causadas por PBV (NATES et al., 2011).

1.4. PICOBIRNAVIRUS EM BOVINO NO BRASIL

A bovinocultura é um dos principais destaques do agronegdcio brasileiro
no cenario mundial. O Brasil € dono do segundo maior rebanho efetivo do
mundo, com cerca de 200 milhdes de cabecas, ficando apenas atras da india.
Além disso, desde 2004, assumiu a lideranca nas exporta¢des, com um quinto
da carne comercializada internacionalmente e vendas em mais de 180 paises
(BRASIL, 2014)

Vista como uma das principais enfermidades que acometem bezerros
neonatos, a diarreia gera mundialmente perdas econdmicas na pecuaria
bovina, as gastroenterites acometendo bovinos podem estar relacionadas a
diversos enteropatdgenos, a severidade eventualmente depende do agente

causador podendo ser bacteriano, fangico, viral, protozoario ou helmintico
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(VIRTALA et al., 1996; BARRINGTON et al., 2002; KANEENE & HURD, 1990;
(RADOSTITS et al., 2000).

Em relacdo a ocorréncia viral de picobirnavirus em bovinos e estudos
epidemioldgicos e moleculares sdo raros na literatura nacional e internacional,
ao contrario das pesquisas em hospedeiros humanos e suinos (TAKIUCHI et
al., 2015).

A primeira deteccdo do PBV associado a diarreia em bovinos foi feita em
1989 por Vanopdenbosch e Wellemans. Em 2003, Buzinaro e colaboradores
fizeram a primeira detec¢ao do PVB no Brasil. Nesse estudo, foram analisadas
576 amostras fecais de bezerros com idade entre 1 e 45 dias com e sem
sintomatologia de diarreia, criados em 63 fazendas de gado leiteiro no estado
de S&o Paulo. Das amostras analisadas, 0,68% (4/576) foram positivas para
PVB.

Depois deste, apenas trés outros estudos foram realizados para a
deteccdo de PBV em bovinos ao redor do mundo. Malik et al. (2011) relataram
uma positividade de 3,7% (5/136) nas amostras analisadas. Mondal et al.
(2013) avaliaram 113 amostras de fezes obtidas a partir de bufalos e bovinos
diarreicos; desse total, 3,53% (4/113) foram positivas para PBV. Estes dois
estudos foram realizados na india utilizando-se a técnica de PAGE, tendo
apresentado resultados semelhantes. Takiuchi et al. (2015) analisaram 289
amostras de fezes de bezerros pela técnica de PAGE detectando 8,3%
(24/289) de positivos para PBV; a partir dessas amostras positivas, realizou-se
a técnica de RT-PCR, sendo que das 24 amostras positivas somente 15
(62,5%) apresentaram positividade neste método. Tal estudo foi realizado com

animais oriundos do estado do Parana, Brasil.

Em termos de caracterizagdo gendmica, o numero de sequéncias
nucleotidicas de PVB depositadas em bancos de dados ainda permanece
limitado, ndo ultrapassando 13 no GenBank, incluindo uma oriunda de bovino
do Brasil (TAKIUCHI et al., 2015), sendo que apenas uma € pertencente ao
genotipo I, oriunda de espécime da India  (Picobirnavirus
GlI/PBV/Bovine/India/HP/2012 H7).
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2. OBJETIVOS

Nesse contexto, tendo-se em vista a necessidade de estudos
envolvendo a possivel circulacdo de picobirnavirus bovino em rebanhos
leiteiros e de corte da regido centro-sul e norte do Brasil, enfocando-se o
diagnostico laboratorial, através de técnicas moleculares, empreendeu-se 0

presente estudo que teve como objetivos:

1. Deteccdo de sequéncias gendmicas especificas de PBV, relativas ao
gene da RNA polimerase dependente de RNA (RdRp), a partir de amostras
oriundas de banco de amostras clinicas fecais de bovinos de varios estados do

pais;

2. Caracterizar as sequéncias nucleotidicas obtidas através de analise

filogenética;

3. Verificar a correlacdo entre as amostras positivas para o diagnostico

molecular com sinais clinicos de diarreia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. COLETA DE AMOSTRAS FECAIS

As amostras utilizadas no presente trabalho, totalizando 77, sé&o
provenientes de banco de amostras fecais, coletadas conforme recomendam
HOET et al. (2003), pertencente ao Laboratério de Higiene Zootécnica do
Departamento de Medicina Veterinaria da Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos da Universidade de S&o Paulo (FZEA-USP). O
referido banco é composto por 77 amostras fecais de bovinos diarreicos e
sadios, colhidas de rebanhos leiteiros e de corte de diferentes municipios dos
estados de S&o Paulo, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Goias, Rondobnia,
Parand e Rio Grande do Sul. Estas amostras sdo provenientes de animais
classificados quanto ao sexo, raca, idade e aptiddo, e distribuidas em trés
categorias: bezerros (£ 6 meses), jovens (< 2 anos) e adultos (> 2 anos). Tais
amostras foram coletadas diretamente do reto, acondicionadas em sacos
plasticos individuais e mantidas sob refrigeracdo (banho de gelo) até o
laboratorio, onde foram diluidas a 1:10 em meio essencial minimo, pH 7,4,
acrescido de 1% de bicarbonato de sédio e 1% de mistura de antibidticos
(penicilina e estreptomicina); em seguida, as suspensdes foram submetidas a
vortex por 30 segundos e centrifugadas (8000 x g, 20 min, 4°C); os
sobrenadantes foram colhidos e armazenados a —80°C até o momento do uso.
Os procedimentos de coleta das amostras foram realizados sob autorizagéao da
Comissdo de Etica no Uso de Animais da FZEA-USP, de acordo com o
protocolo n® 13.1.543.74.2. (ANEXO)

3.2. DIAGNOSTICO MOLECULAR DAS INFECCOES POR
PICOBIRNAVIRUS ATRAVES DE RT-PCR

3.2.1. PRIMERS E CONTROLE INTERNO

Os primers foram selecionados para a amplificacdo de fragmento
gendmico do gene RdRp de PBV, através da técnica de RT-PCR de acordo

com as recomendacfes de ROSEN et al. (2000), utilizando-se amplificagdo de
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produto do gene da actina bovina (RENSHAW et al., 2000) como controle
interno. As sequéncias dos primers utilizados, os respectivos tamanhos dos
produtos amplificados, bem como o0s genes alvos correspondentes estao

descritos na tabela 1.

Tabela 1. Primers utilizados nas reac¢des de RT-PCR para picobirnavirus de bovinos e

controle interno.

Nome  Orientacdo Sequéncia (5’ -3’) Gene Genogrupo  Produto (pb)
PicoB25 senso TGGTGTGGATGTTTC RdRp  Genogrupo |
PicoB43 antissenso A(GA)TG(CT)TGGTCGAACTT RdRp  Genogrupo | 201
PicoB23 senso CGG TATGGATGTTTC RdRp  Genogrupo Il
PicoB24 antissenso AAG CGA GCCCATGTA RdRp  Genogrupo I 369
Actin-F senso ACCAGCCATCCAGACAAAAC  Actina
Actin-R  antissenso ATCTTCAGGGACTTTGGACG  Actina 360

Fonte: RENSHAW et al., 2000; ROSEN et al., 2000.

3.2.2. EXTRACAO DE RNA

Aliguotas de 300 pL de suspensfes fecais, conforme descrito no item
3.1, foram submetidas a extracdo de RNA, utilizando-se o método do TRIzol™
(Life Technologies, EUA), apés prévio descongelamento, conforme as
recomendacdes do fabricante. Ao final do respectivo protocolo de execucéo,
realizou-se a quantificagdo em micrograma/mililitro (ug/mL) do RNA obtido para
cada amostra por espectrofotometria (DS-11/DS-11+ Spectrophotometer,
DeNovix, EUA), segundo a razao de absorbancia Azso/Azs0, cOm a finalidade de
se determinar o volume de cada amostra de RNA a ser submetido a reacéo de
transcricéao reversa (RT), a fim de se evitar quantidades maiores do que 1,0 ug
de RNA por amostra, conforme indicacdo de kit comercial descrito no item

3.2.3, limite adotado para todas as reac¢0es realizadas.
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3.2.3. TRANSCRICAO REVERSA (RT)

Para a reacdo de transcricdo reversa, foi utilizado o kit ImProm-|I™
Reverse Transcription System (Promega, EUA), segundo as recomendacdes
do fabricante. Em linhas gerais, em microtubo livre de nucleases, foram
adicionados 4,0 puL de cada amostra de RNA extraido e 1,0 yL de random
primer e do primer Actin-F para as reacdes de RT-PCR a 10 micromolar (uM).
Logo apds, os microtubos foram aquecidos a 70°C, por 5 min, e, em seguida,
foram resfriados em gelo por 5 min para permitir o anelamento dos primers com
o RNA. Na sequéncia, foram adicionados 3,2 pyL de agua livre de nucleases, 4
ML do tampé&o ImProm-II™ 5X Reaction Buffer, 4,8 yL de cloreto de magnésio
(MgCl,), 1 pL de conjunto de nucleotideos (NTP Mix), 1 pL de Recombinant
RNasin®Ribonuclease Inhibitor e 1 pL de enzima ImProm-lI™ Reverse
Transcriptase. A mistura, totalizando 20 pL, foi homogeneizada e incubada em
termociclador, seguindo um protocolo consistindo de 25°C por 5 min, 42°C por
60 min e 70°C por 15 min. Como controle negativo, foi utilizada aliquota de
agua livre de nucleases. O &cido desoxirribonucleico complementar (CDNA)
sintetizado foi diretamente utilizado nas reacdes de PCR ou congelado a -80°C

até o momento do uso.

3.2.4. PCR E RECUPERACAO DOS AMPLICONS

Para as reacdes de PCR, foi utilizado o kit GoTaq® Colorless Master Mix
(Promega, EUA), seguindo as recomendacfes do fabricante. Em sintese, 3 uL
do produto da transcricdo reversa (cDNA) foram misturados com 12,5 uL de
GoTaqg® Colorless Master Mix 2X, 1,0 yL do primer senso especifico (PicoB25
ou PicoB23 ou Actin-F) a 10 uyM, 1,0 yL do primer antissenso especifico
(PicoB43 ou PicoB24 ou Actin-R) a 10 uM e 7,5 pL de agua livre de nucleases
(GE Healthcare, EUA) totalizando 25 pL. Como controle negativo, foi utilizada

aliquota de agua livre de nucleases.

O protocolo de termociclagem empregado (Swift™ MaxPro Thermal
Cycler, Esco Technologies Inc., EUA), visando a amplificacdo de fragmento

gendmico de PBV, compreendeu: incubagéo a 94°C por 2 min., e, em seguida,
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40 ciclos de 94°C por 1 min., 49°C por 2 min. e 72°C por 1 minuto, sendo a
extensao final dada a 72°C por 3 minutos, consoante recomendam ROSEN et
al. (2000). Para as reacbes de amplificacdo do fragmento do gene da actina
bovina, o protocolo seguiu a seguinte sequéncia: incubacéo a 94°C por 3 min.,
e, em seguida, 35 ciclos de 94°C por 1 min., 55°C por 1 min. e 72°C por 2
minutos, sendo a extenséo final dada a 72°C por 10 minutos (RENSHAW et al.,
2000).

Os amplicons obtidos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5% em tampao Tris-Acetato/EDTA (TAE 1X), num volume de 8 uL
por amostra, adicionado de um volume de 2 yL de uma solugdo contendo 10
mM Tris-HCI, 10mM EDTA, 0,3% (w/v) de azul de bromofenol e 65% (p/v) de
sacarose, pH=7,5, (BlueJuice® Gel Loading Buffer, Life Technologies, EUA). Na
sequéncia, o gel foi submetido & coloracdo em solucéo de SYBR® Gold nucleic
acid gel stain (Life Technologies, EUA). Em seguida, o gel foi observado a luz
ultravioleta, utilizando-se sistema de fotodocumentacéo L-Pix ST e software L-
Pix Image (Loccus Biotecnologia, Brasil). O tamanho dos amplicons foi
determinado pela comparacdo do padrdo de migracdo eletroforética de um

marcador de peso molecular de 100 pb (GE Healthcare, EUA).

3.2.5. EXTRACAO DE DNA DE GEL DE AGAROSE

Para as amostras positivas ao RT-PCR, foi realizada a extracdo dos
fragmentos de DNA dos géis de agarose, apOs reamplificacdo pelo PCR
anteriormente descrito (item 3.2.4), utilizando o kit illustra™ GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare, EUA), segundo as recomendacodes
do fabricante. O procedimento de extracdo de DNA envolveu a excisdo do
fragmento do gel de agarose, por meio de lamina de vidro estéril, sendo
acondicionado em microtubo estéril. Em seguida, o fragmento excisado foi
pesado em balanca analitica, uma vez que, de acordo com o protocolo, para
cada 100 mg do gel de agarose séo acrescentados 100uL de Buffer NT tipo 3,
primeiro reagente utilizado no protocolo de extragdo. Uma vez adicionado o
tampao NT, as amostras foram incubadas a temperatura de 60°C por 15 a 30

minutos, sendo submetidas a homogeneizacdo em vortex a cada 2-3 minutos
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até a completa dissolugdo do fragmento de gel. Na sequéncia, a amostra foi
aplicada em coluna com membrana de silica do illustra™ GFX™ PCR DNA and
Gel Band Purification Kit, apoiada em tubo coletor, incubada por 1 minuto a
temperatura ambiente e submetida a centrifugacdo por 30 segundos a 11.000 x
g, a temperatura ambiente, descartando-se o conteudo que passou pelo filtro e
colocando-se a coluna novamente no tubo coletor. Procedeu-se entdao a
lavagem da membrana de silica; para tanto, foram adicionados 500uL de Wash
Buffer tipo 1 na coluna, submetendo-a a centrifugacéo a 11.000 x g durante 30
segundos; novamente o eluato foi descartado e a coluna colocada no tubo
coletor. A secagem da membrana de silica foi realizada através da
centrifugacéo a 11.000 x g durante 30 segundos, a fim de se remover o tampé&o

Wash Buffer tipo 1 completamente.

Por fim, o DNA foi eluido com 18 pL do tampéo Elution Buffer tipo 6 em
microtubo estéril de 1,5 mL, deixando-se, inicialmente, a coluna em repouso,
apos a adicdo do eluente, a temperatura ambiente por 1 minuto, sendo, na
sequéncia, submetida a centrifugacdo por 11.000 x g, durante 1 minuto, a
temperatura ambiente. O DNA obtido para cada amostra através do
procedimento de extracdo de DNA de géis de agarose foi devidamente
quantificado em nanograma/microlitro (ng/pL) por espectrofotometria (DS-
11/DS-11+ Spectrophotometer, DeNovix, EUA), segundo a razdo de
absorbancia Azeo/Azs0, cOm 0 intuito de atender a concentracdo de DNA
necessaria (15 ng/ul) se determinar a quantidade de DNA, para a realiza¢do do

sequenciamento dos fragmentos gendmicos obtidos.

3.2.6. SEQUENCIAMENTO DE NUCLEOTIDEOS

A reacdo de sequenciamento foi realizada com a utilizagéo do BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems,
Life Technologies, EUA), contendo AmpliTag DNA Polymerase, de acordo com
as especificacdes do fabricante, e dos primers senso e antissenso. As reacoes
foram preparadas em microplaca de 96 cavidades (MicroAmp® Optical 96 wells,

Applied Biosystems, Life Technologies, EUA) e o sequenciamento foi realizado
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num sequenciador automatico Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer (Applied
Biosystems, Life Technologies, EUA) pelo Setor de Sequenciamento de DNA
do Centro de Estudos do Genoma Humano do Instituto de Biologia da
Universidade de Sao Paulo (IB-USP).

3.2.7. ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS NUCLEOTIDICAS

A busca de similaridade das sequéncias-consenso geradas com o
programa CAP3 Contig (HUANG & MADAN, 1999) e editadas com o programa
BioEdit 7.0.9 (HALL et al., 1999) foi realizada pelo programa BLAST verséao 2.0
(ALTSCHUL et al., 1997). A edicdo e alinhamento mdltiplo das sequéncias
nucleotidicas obtidas, juntamente com outras depositadas no GenBank (tabela
2), foram realizados com o programa ClustalW versao 1.4 (THOMPSON et al.,
1994), implementado no programa BioEdit Sequence Alignment Editor verséo

7.0.9 (HALL et al., 1999), utilizando-se, para tanto, dos parametros em ‘default’.

3.2.8. ANALISE FILOGENETICA

Reconstrucdes filogenéticas para sequéncias de 201 nucleotideos,
relativas ao gene RdRp, foram realizadas através do método Neighbor-Joining
(NJ), utilizando-se o modelo de substituicdo Kimura-2-Parametros com suporte
nodal de bootstrap para 1000 pseudo-réplicas através do programa MEGA 5.0
(KUMAR et al, 1994). Para as reconstrugbes foram utilizadas outras
sequéncias de picobirnavirus depositadas no GenBank, conforme indicado na
tabela 2.
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Tabela 2. Sequéncias nucleotidicas de picobirnavirus utilizadas para reconstrucéo

filogenética com indicagdo das suas variantes, nome, origem e respectivos niUmeros

de acesso no GenBank.

Variantes Nome Origem N° acesso
GenBank

AvPBV AVE_108 Brasil KC865829
AvPBV AVE_104 Brasil KC865826
PigPBV CHH-B4 China KC846783
BovinePBV PVB18 PR Brasil KP843617
TurkeyPBV MD - 2010 Estados Unidos HM803965
BovinePBV PTN P, india JX310440
BovinePBV PTN P120 india JX310441
PigPBV CHHN - B13 China KC846792
AvPBV AVE 61v1 Brasil KC865807
AvPBV AVE 57v1 Brasil KC865804
HPBV GPBV 12 india AB517739
HPBV Park — HPBV - 2 Estados Unidos GQ915029
HPBV GPBV10 india AB517736
PigPBV CHHN - B18 China KC846797
HPBV GPBV6C2 india AB517732
BovinePBV RUB - P Brasil GQ221268

3.2.9. ANALISE ESTATISTICA

O teste de Qui-quadrado foi utilizado para analisar a associacdo entre 0s
resultados de RT-PCR e quadro clinico dos animais amostrados, através do
programa STATISTICA v.10 (StatSoft, Inc., USA).
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4. RESULTADOS

4.1. COLETA DE AMOSTRAS FECAIS

No total, 77 amostras fecais provenientes de rebanhos leiteiros e de
corte foram processadas, 35 eram do estado de Sdo Paulo, 36 de Minas
Gerais, 3 de Mato Grosso do Sul, 2 de Goias e 1 do Rio Grande do Sul. O
apéndice (Quadro 3) apresenta o banco de dados dos 77 animais utilizados
neste estudo, com os dados de idade, raca, sexo, aptidao, sistema de criacéo,
propriedade de origem, municipio e ocorréncia ou ndo de diarreia.

Do total de animais amostrados, 53 (68,8%) eram bezerros (< 6 meses),
20 (25,9%) eram jovens (< 2 anos) e 4 (5,2%) eram adultos (> 2 anos). Os
bovinos apresentando aptiddo para leite totalizaram 63 animais (81,8%),
engquanto que 14 (18,9%) eram provenientes de rebanhos para corte. Mesticos
totalizaram 24 (31,5%) bovinos, enquanto 53 animais (68,8%) pertenciam a
raca holandesa. Os machos perfizeram 21 animais (27,3%), enquanto que 56
(72,7%) fémeas foram amostradas. Animais criados em regime extensivo de
producao totalizaram 14 bovinos (18,2%), enquanto que o restante 63 animais
(81,8%) estavam sob sistema semi-intensivo. Em relacdo a ocorréncia ou ndo
de diarreia, 31 animais (40,3%) apresentavam quadro diarreico, sendo que
todos se enquadravam na categoria de bezerros, ou seja, possuiam < 6 meses

de vida.

4.2. APLICACAO DA TECNICA DE RT-PCR PARA A DETECCAO DE
FRAGMENTOS GENOMICOS DE PICOBIRNAVIRUS DE BOVINO

Do total de 77 amostras fecais, 18 animais foram considerados positivos
ao RT-PCR para PBV pertencente ao Gl, com a amplificacdo de fragmento do
gene RdRp de tamanho esperado (201pb) (Figura 5), perfazendo no total uma
positividade de 23,8% (18/77) entre os animais (Quadro 1). As mesmas 77
amostras foram processadas para o Gll de picobirnavirus, entretanto nenhum

produto de tamanho esperado foi obtido, sendo, portanto, consideradas
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negativas para esse genogrupo. A figura 4 ilustra a amplificacdo de fragmentos
especificos para o gene da actina bovina, utilizada como controle interno.

Do total de amostras positivas, 11 eram originarias de bezerros (61,1%)
e 7 de animais jovens (38,9%). Quanto ao sexo, a maior parte dos animais
eram fémeas (n=14, 77,8%) e 4 (22,2%) eram machos. Treze animais (72,2%)
nao apresentavam quadro de diarreia, enquanto cinco (27,8%) apresentavam,
embora sem associacao estatisticamente significante com os resultados do RT-
PCR (P>0,05), dentro do total de amostras testadas (n=77). Todos
apresentavam aptidao leiteira (94,5%), exceto 1 (5,5%) de aptidao para corte.

As amostras positivas para PBV bovino seguiram a seguinte distribuicao:
13 amostras (72,3%) oriundas do estado de Sao Paulo, 4 amostras (22,2%) do

estado de Minas Gerais e 1 amostra (5,5%) do estado de Goias (Figura 6).

4.3. SEQUENCIAMENTO NUCLEOTIDICO E ALINHAMENTO DE
SEQUENCIAS

Do total de 18 amostras positivas para o Gl através de RT-PCR, 11
amostras puderam ser submetidas ao sequenciamento nucleotidico, dada a
adequada concentracdo de DNA apresentada pelas mesmas (minimo
necessario para a realizacdo do sequenciamento: 15 ng/uL, segundo a razdo
de absorbancia Azso/Azs0). E estas amostras foram submetidas a andlise
filogenética (figura 7).

Das 11 amostras de PBV sequenciadas, 8 amostras eram provenientes
do estado de S&o Paulo (nUmeros de cadastro das amostras: 6, 19, 20, 21, 24,
75, 164 e 283), 3 de Minas Gerais (nUmero de cadastro: 115, 246) e 1 de Goias
(nimero de cadastro: 188).

A maior porcentagem de identidade de nucleotideos obtida entre as
amostras de PBV sequenciadas foi de 87,76%, sendo a menor porcentagem de
53,28%, quando comparadas umas com as outras. Com relacdo as amostras
de referéncia de PBV, recuperadas do GenBank, as amostras obtidas no
presente trabalho apresentaram uma identidade que variou entre 51,52 a

83,77%. A amostra 20-Pedregulho/SP, oriunda do animal de cadastro n° 20
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(Apéndice — Quadro 3), apresentou maior identidade com a sequéncia HPBV,
detectado em humanos na india.

O quadro 2 elenca as porcentagens de identidade das sequéncias de
nucleotideos entre 11 amostras sequenciadas e submetidas a analise
filogenética e sequéncias de referéncia para picobirnavirus recuperadas do
GenBank.

4.4. ANALISE FILOGENETICA

A figura 8 ilustra o cladograma obtido da reconstrucéo filogenética de
nucleotideos para as sequéncias de picobirnavirus. Em linhas gerais, as
amostras 21-Pedregulho/SP, 20-Pedregulho/SP, 164-Jaboticabal/SP
agruparam-se no mesmo clado de amostras de picobirnavirus humano, o
mesmo aconteceu com a amostra 6-Pedregulho/SP apresentando um valor de
bootstrap de 42%. Entretanto, a amostra 75-Jaboticabal/SP agrupou-se em
clado abrangendo picobirnavirus de suino com um valor de bootstrap de 65%.
Somente a amostra 283-Lins/SP agrupou-se em clado de picobirnavirus bovino
apresentando um valor de bootstrap de 40%.



Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raga / Sistema de Criagdo Municipio Iheit
Cadastro colheita  e. " TN3o
6 Macho da Dengosa 2 meses M idem idem Pedregulho-SP 03/07/07 X
17 Macho da Garga M idem idem idem idem X
5 meses
19 278 + 8 meses F idem idem idem idem X
20 279 + 8 meses F idem idem idem idem X
21 268 vacinada 8 meses F idem idem idem idem X
24 282 + 8 meses F idem idem idem idem X
25 276 + 8 meses F idem idem idem idem X
Holandés preto e branco/
2 meses e . Sistema intensivo (vacas e . .
75 1352 . F Leite . . idem idem X
26 dias bezerras) e semi-intensivo
(novilhas)
77 1354 2 meses F idem idem idem idem X
Holandés preto e branco/
. Sistema intensivo (vacas e
108 742 7 meses F Leite ) . Machado-MG 07/12/07 X
bezerras); Sistema semi-
intensivo (novilhas)

Quadro 1 - Relagdo dos animais amostrados positivos para picobirnavirus bovino através de RT-PCR, segundo as caracteristicas investigadas.
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Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raga / Sistema de Criagdo Municipio Iheit
Cadastro colheita  e. " TN3o
113 734 8,5 meses F idem idem idem idem X
115 736 8 meses F idem idem idem idem X
Holandés preto e branco/
164 77/08 46-60 dias F Leite Sistemas intensivo e semi- Jaboticabal-SP 03/09
intensivo X
166 79/08 46-60 dias F idem Idem idem idem X
188 285/08 16-20 dias M Corte Angus (Sistema extensivo) Serranépolis-GO 04/09 X
S61 60 dias F . Holandés/ Sistema semi- Carmo do X
246 Leite . . . 05/07/2010
intensivo Cajuru/MG
526 45 dias M . Holandés/ Sistema semi- Carmo do
263 Leite ] ] ] 05/07/2010 X
intensivo Cajuru/MG
688 15 dias F « . .
) Holandés/ Sistema semi- )
283 Leite i ) Lins/SP 18/07/2010 | X
intensivo

M= masculino, F= feminino, |= idem

Quadro 1 - Relagdo dos animais amostrados positivos para picobirnavirus bovino através de RT-PCR, segundo as caracteristicas investigadas.
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Figura 4. Fotografia de gel de agarose corado com SYBR®Gold, sob luz UV, ilustrando
amplicons obtidos para actina bovina como controle interno, a partir da
técnica de RT-PCR, utilizando extracdo de RNA com TRIZOL®. As amostras
fecais de bovinos foram aleatoriamente selecionadas entre as amostras
testadas (1) Marcador de peso molecular de 100bp. (2) Amostra 159. (3)
Amostra 170. (4) Amostra 172. (5) Amostra 205. (6) Amostra 266. (7)

Amostra 213. (8) Controle negativo (agua livre de nucleases).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14

201pb —

Figura 5. Fotografia de gel de agarose corado com SYBR®Gold, sob luz UV, ilustrando
resultado de amplificagdo de fragmentos de 201bp, relativo ao gene RdRp
do genoma de PBYV, apds aplicacao das técnicas de RT-PCR, a partir de
amostras fecais bovinas. (1) Marcador de peso molecular de 100bp. (2)
Amostra 6. (3) Amostra 17. (4) Amostra 19. (5) Amostra 20. (6) Amostra 21.
(7). Amostra 24. (8) Amostra 25. (9) Amostra 83. (10) Amostra 92. (11)
Amostra 113. (12) Amostra 115. (13) Amostra 164. (14) Amostra 166.



B S3o Paulo
B Minas Gerais

Goias

Figura 6. Localizagéo geogréfica dos estados em que foram detectados PBV no

presente estudo.
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Figura 7. Visdo parcial (79nt) do alinhamento entre as sequéncias nucleotidicas das
11 amostras detectadas por RT-PCR no presente estudo, a partir das
amostras fecais testadas e outras sequéncias de PBV conhecidas,
recuperadas do GenBank, conforme a tabela 2. As amostras detectadas no
presente estudo estdo em destaque.
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Identidade (%)

Virus com seus nimeros correpondentes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 n 13 " 15 16 17 18 19 2 i) 2 p] u 5 2 7

1 BovinePBV RUB-P - 5152 6220 53.50 53.50 5048 6115 59.24 54.73 4946 594 63.06 5833 60.27 65.61 61.65 61.04 61.04 59.57 59.57 6115 5087 60.51 63.06 63.06 6242 60.51
2. 188-Serranopolis/G0 @ 5152 — 5648 65.15 65.15 63.08 63.64 62.88 51.26 6044 5833 5158 51.02 328 8.3 5385 60.00 5645 5424 5152 59.85 5530 56.06 56.82 56.82 5158 5985
3. 283Lins/sP @ 6220 56.48 — 67.72 67.72 70.08 7402 £6.93 £4.80 £0.00 6299 64.57 67.46 £4.80 £8.50 65.57 69.05 £9.05 £5.08 56.59 69.9 63.78 6299 64.57 6457 59,06 6142
4: AvPBV AVE_108 53.50 65.15 61.72 - 100.00 7451 75.16 7.3 7230 67.74 JENS) 70.06 68.75 64.38 7134 63.16 70.78 69.59 68.09 63.06 7472 66.88 70.06 70.06 70.06 70.70 75.16
5: AvPBV AVE_104 5350 65.15 61.72 100.00 — 7451 75.16 7134 7230 61.74 125 70.06 68.75 64.38 7134 63.16 7078 69.59 68.09 63.00 7452 66.88 70.06 70.06 70.06 70.70 75.16
6: 675-Jaboticabal/sp @ 59.48 63.08 70.08 7451 7451 — 8235 647 68.7L 63.04 66.01 L4 69.44 6207 £9.28 63.16 L7 68.03 63.12 6013 67.97 66.01 7059 .4 7059 68.63 69.28
7: PigPBV CHH-B4 6115 63.64 74.02 75.16 75.16 LYK — 6433 7095 6129 66.88 69.43 70.14 6438 £8.15 64.66 0.3 £6.89 £8.09 59.87 7134 67.52 68.79 £6.83 £6.24 63.06 67.52
8: BovinePBV PTN P2 59.24 62.88 66.93 .34 .34 64.71 0433 — 68.42 6129 7070 69.43 63.89 65.75 70.06 6541 na 7230 63.83 66.88 70.70 6433 66.88 70.06 70.06 66.88 7261
9: 19-Pedregulho @ 5473 51.26 64.80 7230 7230 68.71 7095 68.42 — 51.78 7162 68.24 67.61 63.89 65.54 67.18 7075 66.44 68.25 64.19 68.24 6157 7027 66.22 66.22 65.54 6419
10: 246-Carmo @ 4946 60.44 60.00 6774 6174 63.04 6129 6129 578 0 — 63.27 65.59 093 58.24 £5.59 68.29 .8 64.84 n9 6237 58.06 58.06 67.74 64.52 64.52 097 69.89
11: PigPBV CHHN-B18 59.24 5833 629 71325 125 66.01 66.88 070 7162 03.27 — 8153 69.44 nRY n 7820 1.2 7838 66.67 5433 n9 66.24 68.15 6.5 66.24 138 7261
12: HPBV GPBV10 63.06 5158 6457 70.06 70.06 .24 69.43 69.43 68.24 65.59 8153 — n2 7055 80.89 81.20 76.62 7103 68.79 63.06 9 66.24 66.24 7191 7134 7898 7452
13: 115-Machado/sP @ 5833 57.02 67.46 68.75 68.75 69.44 7014 6389 67.61 709 69.44 n.2 — 7163 7639 .18 79.86 4.8 £9.29 65.97 68.06 6736 nn 68.75 £8.06 n.2 0.4
14: 164-Jaboticabal @ 6027 5328 64.80 6438 6438 62.07 64.38 65.75 63.89 5824 129 7055 7163 — 74.66 138 8207 7124 68.12 6233 69.86 63.70 6849 67.81 69.18 69.18 65.75
15: HPBV GPBV 12 65.61 5833 6850 7134 7134 69.28 68.15 70.06 65.54 65.59 7 8089 7639 74.66 — 7820 871 8243 6241 64.97 3.8 66.88 70.06 7134 70.70 75.16 7580
16: 6-Pedregulho/SP @ 6165 5385 65.57 63.16 63.16 8316 £4.66 6541 67.18 £8.29 7820 8120 .18 7385 7820 — 8346 84.85 65.15 £6.17 68.42 63.13 £9.17 6442 £6.92 7368 69.92
17: 20-Pedregulho/SP@ 61.04 60.00 69.05 7078 7078 nn 1013 JARS] 70.75 n8 1.2 76.62 79.86 8207 871 8346 — 81.76 70.00 63.64 nn 66.23 7208 69.48 68.83 7532 7338
18: 21-Pedregulho/SP @ 61.04 5645 69.05 69.59 69.59 68.03 66.89 7230 66.44 64.84 7838 7103 748 1.4 LIXS] 84.85 81.76 - 66.43 64.36 B35 6157 291 7291 7297 9 027
19: 24-Pedregulho/SP @ 59.57 54.24 65.08 68.09 68.09 8312 £8.09 6383 £8.25 n9 66.67 68.79 £9.29 68.12 6241 65.15 70.00 £6.43 — 83.12 68.09 68.79 7163 £9.50 £8.79 65.25 64.54
20: BovinePBV PTN P120 59.57 5152 56.59 63.06 63.06 60.13 59.87 66.88 64.19 6237 5433 63.06 65.97 6233 64.97 66.17 63.64 64.86 63.12 — 63.06 6497 7134 65.61 65.61 68.15 7134
21: BovinePBV PBV18_PR 6115 59.85 69.29 7472 7452 67.97 7134 7070 68.24 58.06 n9 9 68.06 69.86 JER:S) 6842 nn3 YENE) 68.09 63.06 — 8089 71389 71325 JEY-) 70.70 7134
22: TurkeyPBV MD-2010 59.87 5530 63.78 66.88 66.88 £6.01 67.52 6433 67.57 58.06 66.24 66.24 6736 63.70 £6.88 63.13 66.23 67.57 68.79 6497 80.89 — 68.79 £9.79 £9.79 66.24 68.79
23: PigPBV CHHN-B13 6051 56.06 629 70.06 70.06 7059 68.79 66.88 027 61.74 68.15 66.24 nn 68.49 70.06 69.17 7208 9 7163 7134 138 68.79 —_ 75.16 75.16 .34 .34
24: AvPBV AVE6Iv1 63.06 56.82 6457 70.06 70.06 24 66.88 70.06 66.22 64.52 6152 791 68.75 67.81 7134 64.42 6948 9 69.50 65.61 71325 69.79 75.16 — %873 80.25 Y
25: AvPBV Ave STv1 63.06 56.82 64.57 70.06 70.06 7059 £6.24 70.06 £6.22 64.52 66.24 7134 68.06 £9.18 70.70 66.92 68.83 n97 68.79 £5.61 7325 69.79 75.16 873 — 80.25 717
26: HPBV GPBV 12 6242 5758 59.06 70.70 7070 68.63 63.06 66.88 65.54 7097 138 7898 nn 69.18 75.16 7368 7532 19 65.25 68.15 70.70 66.24 7134 80.25 80.25 — 85.25
27: HPBV Park-HPBV-2 6051 59.85 6142 7516 75.16 69.28 61.52 7261 64.19 69.89 7261 7452 7014 65.75 7580 69.92 71338 021 64.54 7.3 .34 68.79 7134 7 7.1 8.25 —

Observacdo: Os nomes dos virus estdo elencados na primeira coluna precedidos por nimeros. Esses mesmos numeros estdo dispostos na segunda linha do quadro,
representando os nomes dos virus.

Quadro 2. Comparagcdo das porcentagens de identidade das sequéncias nucleotidicas para fragmento de 201lbp do gene RpRd de
picobirnavirus bovino, entre 11 amostras detectadas por RT-PCR no presente estudo estdo em destaque e sequéncias de outros

picobirnavirus (humano, peru, bovino, suino, aviario) recuperadas do GenBank.
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g5 —— # 75-Jaboticabal/SP
N L KCB846783 Porcine picobimavirus
# 188-Semanopdlis/GO
| KC865829 Avian picobimavirus

100! KC865826 Avian picobimavirus
JX310440 Bovine Picobirmnavirus India
— @ 115-Machado/MG

ML #246-Carmo do Cajuru/MG

47 JX310441 Bovine Picobirmavirus India
Q915029 Human picobirnavirus

L ABA517739 Human picobimavirus
KC846792 Porcine picobirnavirus

| KCBB5807 Avian picobirmavirus

498L KC865804 Avian picobirnavirus
42— # 6-Pedregulho/SP
L AB517732 Human picobimavirus
KCB46797 Porcine picobirnavirus

AB517736 Human picobimavirus
# 21-Pedregulho/SP
# 20-Pedregulho/SP

5 @ 164-Jaboticabal/SP
—— KP843617 Bovine Picobimavirus Brasil
43 HMB03965 Turkey Picobimavirus
@ 19-Pedregulho/SP
¥ 24-Pedregulho/SP
& 283-Lins/SP
40 GQ221268 Bovine Picobirmnavirus India

0.05

Figura 8. Cladograma representando reconstrucao filogenética através do método
Neighbor-Joining (NJ), utilizando-se o modelo de substituicdo Kimura-2-
Parametros com suporte nodal de bootstrap para 1000 pseudo-réplicas
entre sequéncias gendmicas de PBV do genogrupo I, relativas a produto

de 201pb do gene RpRd. As sequéncias obtidas neste estudo estdo em
destaque.
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5. DISCUSSAO

A presente investigacdo, na perspectiva de bioprospeccdo de agentes
virais entéricos bovinos no Brasil, objetivou a deteccdo e caracterizacdo de
picobirnavirus bovino em animais com e sem sinais clinicos de diarréia,
procurando-se contribuir com a identificagdo e caracterizacdo de possiveis
agentes de acao enteropatogénica em bovinos no Brasil, dada a limitacdo de

estudos associados ao tema.

Na presente investigacdo, amostras fecais de bovinos pertencentes a
rebanhos de diferentes municipios da regido centro-sul do pais foram testadas,
permitindo previamente a realizacdo do trabalho de prospeccao, subsidiar a
eventual deteccdo de variantes de picobirnavirus bovino em circulacdo no pais
associada a fatores de variabilidade geogréfica, para os quais os virus de RNA
sdo susceptiveis, contribuindo preponderantemente para a ecologia desses
microrganismos (DUKE-SYLVESTER et al., 2013).

Para deteccdo de RNA viral de picobirnavirus bovino, optou-se por
utilizar o procedimento de RT-PCR buscando-se amplificacdo de fragmento do
gene RdRp, segundo ROSEN et al. (2000). Do total de amostras testadas, 18
apresentaram positividade através da técnica de RT-PCR, confirmando, a
circulacao de picobirnavirus bovino em 3 estados do Brasil, sendo inédita nos

estados de Minas Gerais e Goias.

Ainda que a RT-PCR aplicada ao gene RdRp apresente niveis de
sensibilidade e especificidade adequados (ROSEM et al., 2000), buscou-se
confirmar através do sequenciamento nucleotidico, a real identidade dos
fragmentos amplificados a partir das amostras fecais. Embora o objetivo inicial
fosse sequenciar todas as amostras positivas para amplificacdo de fragmento
do gene RdRp, das 18 amostras, 11 (61,1%) puderam ser sequenciadas,
devido a impossibilidade de se realizar o sequenciamento de amostras
apresentando valores inferiores a 15 ng/uL de concentragcdo de DNA por
amostra; sendo que, mesmo apos reamplificagcdes, ndo obtivemos éxito na
obtencdo de quantidades necessarias para 0 sequenciamento tipo Sanger,
conforme o protocolo realizado. Este fato pode ter ocorrido devido a baixa
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concentracdo viral nas fezes ou ainda pela degradacdo de RNA viral em

consequéncia do periodo de armazenamento das amostras em questao.

Na presente investigagdo 0s animais com sinais clinicos de diarreia
representaram 27,8% do total testado, enquanto que 72,2% n&o apresentaram
tais sinais; quanto a idade, 61,1% dos animais positivos na RT-PCR para PBV
eram bezerros. O presente estudo corrobora resultados de trabalhos ja
publicados utilizando amostras de fezes bovinas e bubalinas provenientes de
animais diarreicos e nao diarreicos. BUZINARO et al. (2003) analisaram 576
amostras fecais de bovinos, obtendo 4 amostras positivas para PBV, sendo 2
provenientes de animais com sinais clinicos de diarreia e 2 sem sinais clinicos.
MALIK et al. (2011) encontrou uma positividade de 3,67% (5/136), sendo 3 de
bezerros de bufalos e 1 de vaca, todos com sinais clinicos de diarreia, e
também em 1 bufalo adulto sem diarreia. GHOSH et al. (2009) detectaram por
microscopia eletrbnica particulas virais de PBV, numa amostra fecal
proveniente de bezerro com 1 més de vida apresentando quadro diarreico. Isso
sugere que as infec¢Bes de picobirnavirus ndo estdo associadas somente com

manifestacfes gastroentéricas como descrito em varios estudos.

No tocante a andlise de composi¢cdo das sequéncias nucleotidicas, a
identidade para as amostra sequenciadas apresentou uma meédia de 67,4%
quando comparadas umas com as outras, sendo que as amostras que
apresentaram maior identidade foram 20-Pedregulho/SP com a 21-
Pedregulho/SP (87,76%); jA quando comparadas com amostras de PBV de
referéncia a que apresentou maior identidade (83,77%) foi 20-Pedregulho/SP
com a AB517736 Human picobirnavirus. Este resultado corrobora os resultados
de MALIK et al. (2014), quando identificaram um PBV bovino com uma
identidade de 78,7% com PBV humano (3-HUN-01/AJ504796). Quando
comparada a amostra 20-Pedregulho/SP com o protétipo PBV bovino RUBV-P,
detectado na india (GQ221268 Bovine picobirnavirus India), esta obteve uma
identidade de 61,05%, mostrando uma alta divergéncia genética do prototipo, ja

descrita pelos proprios autores (GHOSH et al., 2009).

Realizou-se a construcdo de arvore filogenética a partir de onze

sequéncias nucleotidicas geradas neste estudo e de outras 16 sequéncias de
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picobirnavirus de espécies divergentes, de varios paises, recuperadas a partir
do GenBank. No cladograma obtido, observa-se um perfil de agrupamento
heterogéneo, ja relatado em estudos anteriores, particularmente entre amostras
humanas e suinas (GANESH et al.,, 2014), indicando uma dinamica de
transmissao interespécie (cross-species transmission). Os dados obtidos no
estudo ressaltam tal perfil de relacionamento genético, ampliando-o também a
espécie bovina, colaborando de forma inédita com a melhor definicdo dessa
dindmica de transmissédo, conforme demandas ja indicadas por outros autores
(GANESH et al., 2014). Em tempo, das amostras sequenciadas e submetidas a
andlise filogenética no presente estudo, apenas a amostra 283-Lins/SP
demonstrou perfil esperado de agrupamento, ao compor com sequéncia de
outro picobirnavirus bovino (GenBank: CQ221268), oriundo da india, um clado
em separado, ratificando os dados obtidos pela andlise de identidade. A
proposito, BHATTACHARYA et al. (2007) e BANYAI et al. (2008) relatam que
PBV podem apresentar sequéncias nucleotidica com diferentes niveis de
identidade, mesmo sendo classificados como pertencentes ao genogrupo |,
indicando a heterogeneidade encontrada entre os PBVs.

Nesse contexto, a caracterizacdo molecular dos fragmentos parciais do
gene RdRp do PBV bovino revelou uma alto grau de diversidade genética
dentro das sequéncias de GI, detectadas no presente estudo, circulantes na
regido centro-sul do pais. TAKIUCHI et al. (2015) previamente indicaram tal
diversidade com relacdo até entdo Unica sequéncia nucleotidica de PBV bovino
do genogrupo | obtida no pais, originaria do estado do Parana, dividindo
filogeneticamente um clado com amostra de peru originario dos EUA.
Adicionalmente, BANYAI et al. (2008) observaram, utilizando técnicas
moleculares, a existéncia de heterogeneidade entre cepas de PBV detectadas
em um unico hospedeiro. A referida heterogeneidade pode ser explicada pela
natureza do material genético do PBV (RNA segmentado), que facilita o
rearranjo de sequéncias, promovendo o surgimento de novas estirpes (NATES,
GATTI e LUBERT, 2011).

Essa heterogeneidade genética, considerando o0 mesmo genogrupo,
pode justificar a auséncia de amostras positivas relativas ao genogrupo I,
também investigado no presente estudo. E plausivel que as sequéncias dos

primers utilizados para deteccao de cepas Gll, no presente estudo, apresentem



48

complementariedade inferior a necessaria para 0 anelamento dos mesmos
dada a diferenca de variantes de PBV do GllI, limitando a amplificagdo do gene
RpRd, diferindo dos resultados de MALIK et al. (2014) que realizaram a
primeira deteccdo do PBV pertencente ao genogrupo |l, na india, utilizando os
mesmos primers. Por outro lado, também ndo se pode descartar a
possibilidade que, aos menos nas regides investigadas no presente trabalho,
cepas de PBV do genogrupo Il ndo estejam circulando. Nao obstante, torna-se
notoria a necessidade de realizacdo de outras investigacdes para corroborar ou
nao tais assertivas, principalmente quando se considera a extensao geogréfica

do territorio brasileiro.
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6. CONCLUSOES

1. Através da técnica de RT-PCR aplicada a amplificacdo de
fragmento de 201pb do gene RdRp de picobirnavirus bovino pertencente ao
genogrupo |, foram detectadas 18 amostras positivas oriundas de bezerros e
de animais jovens, sendo a maioria sem manifestacdes clinicas de diarréia,
originarios dos estados de S&o Paulo, Goias, Minas Gerais. Sendo inéditas no
estado se Goias e Minas Gerais. Por outro lado, ndo houve deteccdo de
amostras positivas para o genogrupo |l de picobirnavirus bovino no presente
estudo.

2. A partir das amostras positivas ao RT-PCR, 11 amostras foram
submetidas a andlise filogenética, onde observou-se padrdo heterogéneo de
agrupamento entre sequéncias oriundas de espécies hospedeiras distintas,
corroborando resultados de outros estudos, excetuando-se a amostra 283-
Lins/SP que formou clado com variante de picobirnavirus bovino oriundo da

india, ratificando os dados obtidos pela anélise de identidade.

3. Das 18 amostras detectada no presente estudo, 11 nao
apresentavam sinal clinico de diarréia, sugerindo que as infeccdes de
picobirnavirus podem estar associadas a manifestacdes gastroentéricas

subclinicas ou inaparentes como ja descrito em varios estudos.



50

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALTSCHUL, S. F.; MADDEN, T. L.; SCHAFFER, A. A.; ZHANG, J.; ZHANG, Z.;
MILLER, W.; LIPMAN, D. J. Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation
of Protein data base search programs. Nucleic Acids Research, v.25, p.3389—
3402, 1997.

BANYAI, K., MARTELLA, V., BOGDAN, A., FORGACH,P., JAKAB, F. MELEG,
E., BIRO,H., MELEGH, B., SZUCS, G. Genogroup | picobirnaviruses in pigs:
evidence for genetic diversity and relatedness to human strains. Journal of
General Virology, n.89, p.534 — 539, 2008.

BANYAI K.; JAKAB, F.; REUTER, G.; BENE, J.; UJ, M.; MELEGH, B.; SZUES,
G. Sequence heterogeneity among human picobirnavirus detected in a
gastroenteritis outbreak. Archives of Virology; v.148, p.2281 — 2291, 2003.

BARRINGTON, G. M.; GAY, J. M.; EVERMANN, J. F. Biosecurity for neonatal
gastrointestinal diseases. Veterinary Clinics of North America: Food Animal.
Practice, v.18, p.7-34, 2002.

BHATTACHARYA, R.; SAHOO, G. C.; NAYAK, M. K.; RAJENDRAN, K.
DUTTA, P.; MITRA, U.; BHATTACHARYA, M. K.; NAIK, T.N,;
BHATTACHARYA, S.K.; KRISHNAN, T. Detection of genogroup | and Il human
picobirnaviruses showing small genomic RNA prolife causing acute watery
diarrhoea among children in Kolkata, India. Infection Genetics and Evolution,
V.7, p.229 — 238, 2007.

BRASIL, MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014. Disponivel em:
<http://www.agricultura.gov.br/animal/especies/bovinos-e-bubalinos>. Acesso
em 04/01/2016.

BROWNING, G F; CHALMERS, R M; SNODGRASS, D R; BATT, R M; HART,
C A;,ORMAROD, S E; LEADON, D; STONEHAM, S J; ROSSDALE, P D. The
prevalence of theenteric pathogens in diarrhoeic thoroughbred foals in Britain
and Ireland. Equine Veterinary Journal, n.23,p.405 — 409, 1991.


http://www.agricultura.gov.br/animal/especies/bovinos-e-bubalinos

51

BUZINARO, M. G.; FREITAS, P. P. S.; KISIELLIUS, J. J. UEDA, M.; JEREZ, J.
A. ldentification of bisegmented double — stranded RNA virus (picobirnavirus) in
calf faeces. The Veterinary Journal, p. 185 — 187, 2003.

CAMPANELLA, J. J.; BITINCKA, L.; SMALLEY, J. MatGAT: an application that
generates similarity/identity matrices using protein or DNA sequences. BMC
Bioinformatics, v.4, p.29, 2003.

CASCIO, A.; BOSCO, M.; Vizzl, E.; GIAMMANCO, A.; FERRARO, D
ARISTA, S. Identification of picobirnavirus from faeces of Italian children
suffering from acute diarrhea. European Journal of Epidemiology, n.12, v.5,
p.545-547, 1996.

DELPORT, W.; POON, A. F.; FROST, S. D.; KOSAKOVSKY POND, S. L.
Datamonkey 2010: a suite of phylogenetic analysis tools for evolutionary
biology. Bioinformatics, v.26, p.2455-2457, 2010

DUKE-SYLVESTER, S. M.; BIEK, R.; REAL, L. A. Molecular evolutionary
signatures reveal the role of host ecological dynamics in viral disease

emergence and spread. Philos. The Royal Society, v.368, p.2-11, 2013.
FLORES, E. F. Virologia Veterinaria. Editora da UFSM, Santa Maria, 2007.

FREGOLENTE, M. C. D.; CASTRO-DIAS, E.; MARTINS, S. S.; SPILKI, F. R.;
ALLEDRITTIC, S. M.; GATTI, M. S. V. Molecular characterization of

picobirnaruses from new hosts. Virus Research, p.134 — 136, 20009.

GALLIMORE, C. I; APPLETON, H.; LEWIS, D.; et al. Detection and
characterization of bisegmented double-stranded RNA  viruses
(picobirnaviruses) in human faecal specimens. Journal of Medical Virology,
v.45, p.135-140 1995.

GALLIMORE C, LEWIS D, BROWN D: Detection and characterization of a
novel bisegmented double-stranded RNA virus (picobirnavirus) from rabbit
faeces. Archives of Virology, n.133, p.63 — 73, 1993.



52

GANESH, B.; MASACHESSI, G.; MLADENOVA, Z. Animal Picobirnavirus.
Virus Disease, v.25, p. 223 — 238, 2014.

GANESH, B.; BAYAI, K.; MARTELLA, V.; JAKAB, F.; MASACHESSI, G.;
KOBAYASHI, N. Picobirnavirus infections: viral persistence and zoonotic

potential. Reviews in Medical Virology, v.22, p.242 - 256, 2012.

GANESH, B.; NATARAJU, S. M.; RAJENDRAN, K.; RAMAMURTHY, T
KANUNGO, S.; MANNA, B.; NAGASHIMA, S.; SUR, D.; KOBAUASHI, N.;
KRISHNAN, T. Detection of closely related picobirnaviruses among diarrhoeic
children in Kolkata: evidence of zoonoses? Infection Genetics and Evolution,
v.10, p.511 - 516, 2010.

GANESH, B.; NAGASHIMA, S.; GLOSH, S.; NATARAJU, S. M,
RANJENDRAN, K.; MANNA, B.; RAMAMURTHY, T.; NIYOGI, S. K;
KANUNGO, S.; SUR, D.; KOBAYASHI, N.; KRISHNAN, T. Detection and
molecular characterization of multiple strains of Picobirnavirus causing mixed
infection in a diarrhoeic child: Emergence of prototype Genogroup Il — like strain
in Kolkata, India. International Journal Molecular Epidemiology Genetic,
v.2; p.61-72, 2011.

GATTI, M S; PESTANA DE CASTRO, A F; FERRAZ, M M G; FIALHO, A M;
PEREIRA, H G. Viruses with bisegmented double-stranded RNA in pig faeces.
Research in Veterinary Science, n.47, p.397-398, 1989.

GIORDANO, M.O.; MASACHESSI, G.; MARTINEZ, L.C.; BARRIL, P.A,;
FERREYRA, L.J.; ISA, M.B.; NATES, S.V. Two instances of large genome
profile picobirnavirus occurrence in Argentinian infants with diarrhea over a 26-
year period (1977-2002). Journal of Infectious Diseases, n.56, v.5, p.371-
375, 2008.

GIORDANO, M. O; MARTINEZ, L. C; RINALDI, D.; et al. Diarrhea and enteric
emerging viruses in HIV-infected patients. AIDS Research and Humam
Retroviruses, v. 15, p.1427-1432, 1999.



53

GIORDANO, M.O.; MARTINEZ, L.C.; RINALDI, D.; GUINARD, S.; NARETTO,
E.; CASERO, R.; YACCI, M.R.; DEPETRIS, A.R.; MEDEOT, S.I.; NATES, S.V.
Detection of picobirnavirus in HIV-infected patients with diarrhea in Argentina.
Journal Acquir Immune Deficency Syndrome Humam Retrovirol., v.18, p.
380 — 383, 1998.

GILLMAN, L.; SACHEZ, A. M.; ARBINA, J. Picobirnavirus in captive animals
from Uruguay: identification of new hosts. Intervirology, n. 56, p. 46 — 49,
2013.

GONZALEZ, G. G.; PUJOL, F. H.; LIPRANDI, F.; DEIBIS, L.; LUDERT, J. E.
Prevalence of enteric viruses in human immunodeficiency virus seropositive

patients in Venezuela. Journal Medical Virology, v.55, p.288 — 292, 1998.

GHOSH, S.; KOBAYASHI, N.; NAGASHIMA, S.; NAIK, T. N. Molecular
characterization of full-length genomic segment 2 of a bovine picobirnavirus
(PBV) strain: evidence for high genetic diversity with genogroup | PBVs.
Journal of General Virology, v. 90, p.2519 — 2524, 20009.

GROHMANN, G. S.; GLASS, R. |.; PEREIRA, H. G.; MONROE, S. S;
HIGHTOWER, A. W.; WEBER, R.; BRYAN, R. T. Enteric Opportunistic
Infections Working Group. Enteric viruses and diarrhea in HIV-infected patients.
The New England Journal of Medicine., n.329, p.14-20, 1993.

HAGA, L.R.; MARTINS, S.S.; HOSOMI, S.T. Identification of a bisegmented
double-stranded RNA virus (Picobirnavirus) in faeces of giant anteaters
(Myrmecophaga tridactyla). The Veterinary Journal, n. 158, p.234 —236, 1999.

HAMZA, I. A.; JUZIK, L.; UBERLA, K.; WILHELM, M. Evaluation of pepper mild
mottle virus, human picobirnavirus and Torque teno virus as indicators of fecal

contamination in river water. Water Research, n. 45, p. 1358 — 1368, 2011.

HALL, T. A. BioEdit: a user-friendly biological sequence alignment editor and
analysis program for Windows 95/98/NT. Nucleic Acids Symposium Series,
v.41, p.95-98, 1999.



54

HOET, A. E.; NIELSEN, P. R.; HASOKSUZ, M.; THOMAS, C.; WITTUM, T. E.;
SAIF, L. J. Detection of bovine torovirus and other enteric pathogens in feces
from diarrhea cases in cattle. Journal of Veterinary Diagnostic, v.15, p.205—
212, 2003.

KANEENE, J. B.; HURD, H. S. The national animal health monitoring system in
Michigan. Ill. Cost estimates of selected dairy cattle diseases. Preventive
Veterinary Medicine, v.8, p.127-140, 1990.

HUANG, X.; MADAN, A. CAP3: A DNA sequence assembly program. Genome
Research, v.9, p.868-877, 1999.

KUMAR, S.; TAMURA, K.; NEI, M. MEGA: Molecular Evolutionary Genetics
Analysis software for microcomputers. Comput. Appl. Biosci., v.10, p.189—
191, 1994.

LEITE, J. P. G., MONTEIRO, S. P., FIALHO, A. M. & PEREIRA, H. G. A novel
avian virus with trisegmented double-stranded RNA and further observations on
previously described similar viruses with bisegmented genome. Virus
Research, v.16, p.119-126, 1990.

LUDERT, J. E.; ABDUL - LATIFF, L.; LIPRANDI, A.; LIPRANDI, F.
Identification of picobirnavirus, viruses with bisegmented double stranded RNA,

in rabbit faeces. Research in Veterinary Science, n.59, p.222 — 225, 1995.

LUDERT JE, LIPRANDI F. Identification of viruses with bi- and trisegmented
double-stranded RNA genome in faeces of children with gastroenteritis.
Research Virology, p.219-24, 1993.

LUDERT, J. E.; HIDALGO, M.; GIL, F.; LIPRANDI, F. Identification in porcine
faeces of a novel virus with a bisegmented double-stranded RNA genome.
Archives of Virology, v. 117, p.97 — 107, 1991.

MASACHESSI, G., MARTINEZ, L.C., GIORDANO, M.O.; BARRIL, P.A, ISA,
B.M, FERREYRA, L.;VILLAREAL, D.; CARELLO, M.; ASIS, C.; NATES, S.V.
Picobirnavirus (PBV) natural hosts in captivity and virus excretion pattern in
infected animals. Archives of Virology, n.152, p.989 — 998, 2007.



55

MALIK, Y. S.; SHARMA, A. K.; KUMAR, N.; SHARMA, K.; GANESH, B,
KOBAYASHI, N. Identification and characterisation of a novel genogroup Il

picocirnavirus in a calf in India. Veterinary Record, 2014.

MALIK, Y. S.; CHANDRASHERKAR, K. M.; SHARMA, K.; HAQ, A. A.; VAID,
N.; CHAKRAVARTI, S.; BATRA, M.; SINGH, R.; PANDEY, A. B. Pocobirnavirus
detection in bovine and buffalo calves from foothills of Himalaya and Central
India. Tropical Animals Health Production, v.43, p. 1475 — 1478, 2011.

MONDAL, A.; MAJEE, S. Novel bisegmented virus (picobirnavirus) of animals,
birds and humans. Asian Pacific Journal of Tropical Medicine, v.2; p. 154 —
158, 2014.

MONDAL, A.; CHAKRAVARTI, S.; MAJEE, S. B.; BANNLINK, A. S. Detection
of pocobirnavirus and rotavirus in diarrhoeic faecal samples of cattle and buffalo
calves in Mumbai metropolis, Western India. Veterinaria Italiana, v.4, p.357 —
360, 2013.

NATES, S. V.; GATTI, M. S. V.; LUDERT, J. The picobirnavirus: an integrated
view on its biology, epidemiology and pathogenic potential. Future Virology.,
v.6, p.223 — 235, 2011.

PEREIRA, H. G.; FIALHO, A. M.; FLEWETT, T. H.; TEIXEIRA, J. M. S.;
ANDRADE, Z. P. Novel viruses in human faeces. The Lancet, 1988a.

PEREIRA, BY H. G.; FLEWETT, T. H.; CANDEIAS, J. A. N. BARTH, O. M. A
virus with a bisegmented double — stranded RNA genome in rat (Oryzomys

nigripes) intestine. Journal of General Virology, v.69, p.2749 — 2754, 1988.

POND, S. L. K.; MURRELL, B.; FOURMENT, M.; FROST, S. D.; DELPORT,
W.; SCHEFFLER, K. A random effects branch-site model for detecting episodic
diversifying selection. Molecular Biology and Evolution, v.28, p.3033-3043,
2011.

PONGSUWANNA, Y.; TANIGUCHI, K.; CHIWAKUL, M.; URASAWA, T,
WAKASUGI, F.; JAYAVASU, C.; URASAWA, S. Journal Clinical
Microbiology, v.34, p.1050 — 1057, 1996.



56

RENSHAW, R. W.; RAY, R.; DUBOVI, E. J. Comparison of virus isolation and
reverse transcription polymerase chain reaction assay for detection of bovine
viral diarrhea virus in bulk milk tank samples. Journal of Veterinary
Diagnostic, v.12, p.184-186, 2000.

RADOSTITS, O. M.; BLOOD, D. C.; GAY, C. C.; HINCHCLIFF, K. Diseases of
the alimentary tract. In: Veterinary medicine: a textbook of the diseases of

cattle, sheep, pigs, goats and horses, 9.ed., p. 234-246, 2000.

ROSEN, B. I; FANG, Z. Y.; GLASS, R. I.; MONROE, S. S. Cloning Human
Picobirnavirus Genomic Segments and Development of an RT-PCR Detection
Assay. Virology, v.227, p.316-329, 2000.

ROZAS, J.; SANCHEZ-DELBARRIO, J. C.; MESSEGUER, X., ROZAS, R.
DnaSP, DNA polymorphism analyses by the coalescent and other methods.
Bioinformatics, v.19, p.2496-2497, 2003.

SILVA, R. R.; BEZERRA, A. M.; KAIANO, J. H. L.; OLIVEIRA, D. S,
SILVESTRE, R. V. D.; GABBAY, Y. B.; GANESH, B.; MASCARENHAS, J. D. P.
Genogroup | avian picobirnavirus detected in Brazilian broiler chickens: a
molecular epidemiology study. Journal of General Virology, v.95, p. 117 —
122, 2014.

SOUZA, F. M. Ivenstigacdo de virus entéricos de interesse em saude publica
(Rotavirus A, B E C, Noravirus e Sapovirus) em primatas ndo humanos em
localidades do sul Brasil, 2011. Dissertagdo (Mestrado em ciéncia
farmacéutica) Universidade do Parana, Curitiba.

SYMONDS, E. M; GRIFFN, D. W.; BREITBART, M. Eukaryotic viruses in
Wastewater samples from the United States. Applied and Environmental
Microbiology, n.5, v. 75, 20009.

TAKIUCHI, E.; MACEDO, R.; KUNZ, A. F.; GALLEGO, J. C.; MELLO, J. L;
OTONEL, R. A.; ALFIERI, A. A. Electrophoretic RNA genomic profiles of
Brazilian Picobirnavirus (PBV) strains and molecular characterization of a PBV
isolated from diarrheic calf. Virus Research. v.211, p.58-63, 2015.



57

TAMEHIRO, C., ALFIERI, A. F., MEDICI, K.C., ALFIERI, A. A. Segmented
double-stranded genomic RNA viruses in fecal samples from broiler chicken.
Brazilian Journal of Microbiology, n.34, p.349-353, 2003.

THOMPSON, J. D.; GIBSON, T. J.; PLEWNIAK, F.; JEANMOUGIN, F.
HIGGINS, D. G. The CLUSTAL_X windows interface: flexible strategies for
multiple sequence alignment aided by quality analysis tools. Nucleic Acids
Research, v.25, p.4876-4882, 1994.

VAN LEEUWEN, M.; WILLIAMS, M. M. W.; KORAKA, P., SIMON, J. H.; SMITS,
S. L; OSTERHAUS, A. D. M. E. Human picobirnaviruses identified by
molecular screening of diarrhea samples. Journal Clinical Microbiology, v.48,
p.1787 — 1794, 2010.

VANOPDENBOSCH, E.; WELLEMANS, G. Birna-type virus in diarrhoeic calf
faeces. Veterinary Record, n.125, p.610, 1989.

VIRTALA, A. K.; MECHOR, G. D.; GROHN, Y.T.; ERB, H. N. Morbidity from
nonrespiratory diseases and mortality in dairy heifers during the first three
months of life. Journal of the American Veterinary Medical Association,
v.208, p.2043-2046, 1996.

WANG, Y.. BANYAI, K. TU, X.; JIANG, B. Simian Genogroup |
Picobirnaviruses: Prevalence, Genetic Diversity and Zoonotic Potential. Journal
of Clinical Microbiology, v.50, n.8, p.2779-2782, 2012.

WOO, P. C. Y.; LAU, S. K. P.; BAI, R.; TENG, J. L. L.; LEE, P.; MARTELLI, P.;
HUI, S. W.; YUEN, K. Y. Complete genome sequence of a novel picobirnavirus,
otarine picobirnavirus, discovered in California Sea Lions. Journal of Virology,
v.86, p.6377 — 6378, 2012.



APENDICE
Ndmero Data de Diarréia
Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raga / Sistema de Criagdo Municipio ]
Cadastro colheita Sim | No
Mestico (holandés-gir-
> Macho da Graciosa 2 meses M Leite |nelore) / Sistema semi- Pedregulho-SP | 03/07/07 X
intensivo
6 Macho da Dengosa 2 meses M idem idem idem idem X
9 289 2 meses F idem idem idem idem X
12 Macho da Dama 5 meses M idem idem idem idem X
17 Macho da Garga 5 meses M idem idem idem idem X
19 278 + 8 meses F idem idem idem idem X
20 279 + 8 meses F idem idem idem idem X
21 268 vacinada 8 meses F idem idem idem idem X
24 282 + 8 meses F idem idem idem idem X
25 276 + 8 meses F idem idem idem idem X

Quadro 3. Relagdo dos animais amostrados em

investigadas (continua).

propriedades da regido centro-sul do Brasil, segundo as caracteristicas
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Ndmero Data de Diarréia
Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raca / Sistema de Criacdo Municipio ]
Cadastro colheita Sim | N3o
Mestico (guzerd, canchim e
30 | e 7 meses F Corte |red angus) / Sistema Claraval-MG 17/09/07 X
extensivo
31 202 13 meses F idem idem idem idem X
32 104 8 meses F idem idem idem idem X
33 270 8 meses F idem idem idem idem X
36 271 8 meses F idem idem idem idem X
37 136 8 meses F idem idem idem idem X
40 86 8 meses M idem idem idem idem X
50 300 4 meses M idem idem idem idem X
52 177 3 meses F idem idem idem idem X
56 103 3 meses M idem idem idem idem X
60 68 40 dias F idem idem idem idem X

Quadro 3. Relacdo dos animais amostrados em

investigadas (continua).

propriedades da regido centro-sul do Brasil, segundo as caracteristicas
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Ndmero Data de Diarréia
Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raca / Sistema de Criacdo Municipio ]

Cadastro colheita o~
61 479 50 dias M idem idem idem idem X
63 169 50 dias F idem idem idem idem X

Holandés preto e branco/
2 meses e . Sistema intensivo (vacas e .
75 1352 ) F Leite . i Jaboticabal-SP | 28/09/07 X
26 dias bezerras) e semi-intensivo
(novilhas)
77 1354 2 meses F idem idem idem idem X
Holandés preto e branco/
. Sistema intensivo (vacas e
83 282 9,5 anos F Leite ] ) Machado-MG 07/12/07 X
bezerras); Sistema semi-
intensivo (novilhas)
88 1122 2,5 anos F idem idem idem idem X
90 548 4,5 anos F idem idem idem idem X
92 315 9 anos F idem idem idem idem X

Quadro 3. Relagdo dos animais amostrados em

investigadas (continua).

propriedades da regido centro-sul do Brasil, segundo as caracteristicas
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Ndmero Data de Diarréia
Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raca / Sistema de Criacdo Municipio ]

Cadastro colheita o~
95 709 1ano F idem idem idem idem X
101 1151 6 meses F idem idem idem idem X
107 741 7 meses F idem idem idem idem X
108 742 7 meses F idem idem idem idem X
113 734 8,5 meses F idem idem idem idem X
115 736 8 meses F idem idem idem idem X
116 1146 9 meses F idem idem idem idem X
122 720 1ano F idem idem idem idem X
123 729 9,5 meses F idem idem idem idem X
131 1139 1,5 anos F idem idem idem idem X

Holandés preto e branco/
141 01/08 M Leite Sistemas intensivo e semi- | Descalvado-SP | 11/04/08 X
intensivo

Quadro 3. Relagdo dos animais amostrados em

investigadas (continua).

propriedades da regido centro-sul do Brasil, segundo as caracteristicas

61



) Diarréia
Numero Data de
Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raga / Sistema de Criagdo Municipio ]
Cadastro colheita
Sim | Nao

146 09/08 35 dias M idem idem idem idem X

147 15/08 35 dias F idem idem idem idem X

149 19/08 35 dias F idem idem idem idem X

150 20/08 35 dias M idem idem idem idem X

155 38/08 35 dias M idem idem idem idem X

46/08 15 dias Mestico (nelore, o
159 F Corte oo . Catigua-SP 14/07/08 X
guzera/Sistema extensivo)

164 77/08 46-60 dias F idem Idem idem idem X

166 79/08 46-60 dias F idem Idem idem idem X

167 80/08 46-60 dias F idem Idem idem idem X

170 83/08 46-60 dias F idem idem idem idem X

Quadro 3. Relacdo dos animais amostrados em propriedades da regido centro-sul do Brasil, segundo as caracteristicas

investigadas (continua).
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Ndmero Data de Diarréia
Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raca / Sistema de Criacdo Municipio ]
Cadastro colheita Sim | N3o
195/08 1-5 dias Mestico (Sistema L
176 M Corte . Cassilandia-MS 04/09 X
extensivo)
188 285/08 16-20dias | M idem idem idem Idem X
190 288/08 16-20 dias F idem idem idem Idem X
GUI 20 dias Holandés preto e
193 M Leite branco/sistema semi- Descalvado-SP | 17/1/2012 X
intensivo
195 5186 15 dias F idem Idem idem Idem X
201 3477 10 dias F idem Idem idem Idem X
202 5177 17 dias F idem idem idem Idem X
203 4945 16 dias F idem idem idem idem X
205 5163 24 dias F idem idem idem idem X

Quadro 3. Relacdo dos animais amostrados em propriedades da regido centro-sul do Brasil, segundo as caracteristicas

investigadas (continua).
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Diarréia

Numero Data de
Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raca / Sistema de Criacdo Municipio ]
Cadastro colheita Sim | N3o
UVA 193 10 dias M Holandés preto e branco/
211 211 _ - , Araras-SP | 28/02/2012 | X
Sistema semi-intensivo
213 ABACATE 195 26 dias M Idem idem Idem Idem X
215 ARROZ 197 10 dias M Idem idem Idem Idem X
216 SEU HUDSON 198 10 dias M Idem idem Idem Idem X
03 30 dias F ) Holandés preto e branco/ Rosaério do
219 Leite ) o ) 20/10/2009 | X
Sistema semi-intensivo Sul/RS
S61 60 dias F . Holandés/ Sistema semi- Carmo do X
246 Leite ) ) i 05/07/2010
intensivo Cajuru/MG
247 S62 60 dias F Idem Idem Idem Idem X
248 S63 60 dias F Idem Idem Idem Idem X
250 S65 60 dias F Idem Idem Idem Idem X
251 S66 60 dias F Idem Idem Idem Idem X

Quadro 3. Relacdo dos animais amostrados em propriedades da regido centro-sul do Brasil, segundo as caracteristicas
investigadas (continua).




Ndmero Data de Diarréia
Nome/Numero Idade Sexo | Aptiddo | Raca / Sistema de Criacdo Municipio ]
Cadastro colheita o~
571 60 dias F . Holandés/ Sistema semi- Carmo do X
256 Leite . . ) 05/07/2010
intensivo Cajuru/MG
259 574 60 dias F Idem Idem Idem Idem X
526 45 dias M ) Holandés/ Sistema semi- Carmo do
263 Leite i i i 05/07/2010 | X
intensivo Cajuru/MG
263 526 45 dias M Idem Idem Idem Idem X
266 529 60 dias F Idem Idem Idem Idem X
271 534 1 semana M Idem Idem Idem Idem X
688 15 dias F . Holandés/ Sistema semi- .
283 Leite . . Lins/SP 18/07/2010 | X
intensivo
284 689 15 dias F Idem idem Idem Idem X
M = Masculino F = Feminino | =ldem

Quadro 3 - Relagdo dos animais amostrados em propriedades da regido centro-sul do Brasil, segundo as caracteristicas

investigadas

(concluséo).
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