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RESUMO

Este estudo objetivou investigar a ocorréncia de rotavirus aviario (RVA), picobirnavirus
(PBV) e reovirus aviario (ARV) em aves de corte criadas em granjas situadas na
Mesorregido Metropolitana de Belém, Pard, no periodo compreendido entre 2008 a 2011.
Para tal, foram colhidos 85 pools de amostras fecais provenientes de 37 granjas
pertencentes a oito municipios. O RNA viral foi extraido a partir das suspensdes fecais e
submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) seguido da RT-PCR. Foi
selecionada pelo menos uma amostra de cada municipio positivo para o sequenciamento de
nucleotideos dos genes NSP4 (rotavirus), RARp (picobirnavirus) e S2 (reovirus), sendo que
no caso dos picobirnavirus as amostras foram clonadas antes do sequenciamento. A EGPA
demonstrou positividade em 0/85 (0%) amostras para RVA do grupo A, 13/85 (15,3%)
amostras para PBV e 01/85 (1,2%) amostras para ARV. No caso da RT-PCR foi verificado
positividade em 35/85 (41,2%), 42/85 (49,4%) e 28/85 (32,9%) das amostras para RVA, PBV
e ARV, respectivamente. Dos oito municipios estudados, sete apresentaram amostras
positivas para PBV e seis apresentaram amostras positivas para RVA e ARV. Das 37
granjas estudadas foi observada a presenca dessas infec¢des virais em 19 (51,4%) para
RVA e ARV e 21 (56,8%) para PBV. As sequéncias do gene NSP4 apresentaram entre 86,3
e 90,5% de similaridade ao nivel de nucleotideo (nt) com protétipos de frangos e 93,5 e
100% de similaridade ao nivel de nt quando comparadas entre si. As sequéncias do gene
RdRp apresentaram uma grande heterogeneidade genética com variantes génicas
apresentando entre 56,1 e 100% de similaridade ao nivel de nt com protétipos pertencentes
a vérias espécies e fontes de contaminacéo e entre 50,3 e 100% de similaridade ao nivel nt
guando comparadas entre si. Na andalise das sequéncias do gene S2 de ARV foi observado
entre 90,9 e 94,4% de similaridade ao nivel de nt com protétipos de frangos e 90,1 e 100%
de similaridade ao nivel de nt quando comparadas entre si. Os RVA, PBV e ARV foram
detectados em granjas de frangos de corte da Mesorregido Metropolitana de Belém, sendo a
deteccdo por RT-PCR a mais eficiente ao detectar pelo menos um dos virus nos oito
municipios pesquisados. Excetuando-se o PBV, que apresentou relacionamento
heterogéneo com os protétipos utilizados, o0 RVA e ARV deste estudo relacionaram-se
especificamente com amostras obtidas em aves. Este € o primeiro estudo envolvendo o

sequenciamento génico do RVA, PBV e ARV em frangos de corte na regido norte do Brasil.

Palavras-chave: Rotavirus. Picobirnavirus. Reovirus. Frangos de corte. Analise molecular.



ABSTRACT
This study aimed to investigate the occurrence of avian rotavirus (AvRV),
picobirnavirus (PBV) and avian reovirus (ARV) in chickens raised on farms located in
the Metropolitan mesoregion of Belém, Para state, in the period of 2008 to 2011. For
this purpose, 85 pools of fecal samples were collected from 37 farms belonging to
eight counties. Viral RNA was extracted from fecal suspensions and subjected to
polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) followed by RT-PCR. At least one sample
was selected of each municipality wich positive result for nucleotide sequencing of
the genes NSP4 (AvRV), RdRp (PBV) and S2 (ARV), and in the case of the PBV
samples were cloned before sequencing. PAGE showed positive in 0/85 (0%)
samples for AVRV group A, 13/85 (15.3%) samples for PBV and 01/85 (1.2%)
samples for ARV. In the case of RT-PCR positive results was observed in 35/85
(41.2%), 42/85 (49.4%) and 28/85 (32.9%) of the samples for AvRV, ARV and PBV,
respectively. Of the eight counties studied, seven showed positivity to PBV, and six
for AVRV and ARV. Of the 37 farms studied the presence of these viral infections
was observed in 19 (51.4%) to AVRV and ARV and 21 (56.8%) to PBV. NSP4 gene
sequences had a similarity between 86.3 and 90.5% at the nucleotide level (nt) with
prototypes from chicken and 93.5 and 100% similarity at the nt level when compared
among them. RdRp sequences showed a high genetic heterogeneity with gene
variants resulting between 56.1 and 100% similarity at the nt level with prototypes
belonging to different species and sources of contamination and between 50.3 and
100% similarity at nt level when compared among them. S2 gene sequences
analysis showed between 90.9 and 94.4% similarity at the nt level with chicken
prototypes and 90.1 and 100% similarity at the nt level when compared each other.
AVRV, ARV and PBV were detected in broiler farms of the Metropolitan mesoregion
of Belém, being the detection by RT-PCR more efficient to detect at least one type of
virus in the eight counties surveyed. Except for the PBV, which showed
heterogeneous relationship with the prototypes used, the AVRV and ARV of this
study related specifically to the samples obtained in birds. This is the first study
involving the genomic sequencing of the AvRV, ARV and PBV in broilers in northern

Brazil.

Keywords: Rotavirus. Picobirnavirus. Reovirus. Broilers. Molecular analysis.
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1 INTRODUCAO

O agronegocio cresceu em 2011, o dobro da economia brasileira. Precos
altos e volumes recordes de producao levaram o Produto Interno Bruto (PIB) do
setor a R$ 942 bilhdes. Com isso, a participacdo do agronego6cio na economia
aumentou de 21,78% em 2010, para 22,74% em 2011 (Folha Web, 2012). Segundo
a Unido Brasileira de Avicultura (UBABEF) (2011), a avicultura brasileira
representava um PIB de R$ 36 bilhdes, correspondendo a 1,5% do PIB nacional,
gerando 4,5 milhdes de empregos diretos e indiretos.

A avicultura brasileira nos ultimos anos vem se modernizando por conta de
investimentos em processos tecnoldgicos, o que tem possibilitado maior expansao
deste setor da economia nacional em relagdo ao mercado mundial. Diante desta
perspectiva, de acordo com a UBABEF (2012) as exporta¢gBes avicolas em 2011
somaram 4.118 milhdes de toneladas, com alta de 2,3% sobre o ano anterior. Desta
forma, o Brasil se constitui no maior exportador mundial de carne de frango e

responde por cerca de 40% do comércio mundial.

A producdo brasileira de carne de frango chegou a 13.058 milhdes de
toneladas em 2011, um crescimento de 6,8% em relagdo a 2010. Com este
desempenho o Brasil (terceiro produtor mundial) se aproxima da China, hoje o
segundo maior produtor mundial e a expectativa é de que o Brasil termine 2012 na
segunda posicdo do ranking mundial de produtores de carne de frango. Do volume
total de frangos produzidos pelo pais, 69,8% foi destinado ao consumo interno, e
30,2% as exportacdes. Em 2011, as exportagBes da avicultura brasileira (carnes de
frango, peru, pato, ganso, e outras aves, ovos e material genético) totalizaram U$
8.853 bilhdes, com incremento de 19,7% em relacdo ao ano anterior (UBABEF,
2012).

De acordo com a Federacdo da Agricultura e Pecuéria do Para (FAEPA)
(2012), o Par& produz 130 frangos de corte a cada minuto, 186 mil por dia e um
milhdo e trezentos mil por semana, gerando um faturamento anual de cerca de
R$600 milhdes. Estes nimeros fazem do estado o maior produtor da regido Norte e
0 quarto maior das regides Norte e Nordeste, sendo que nos ultimos cinco anos a
producéo teve um aumento de 35%, com mais de 100 mil empregos diretos gerados

pelos avicultores paraenses.
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A producdo de frangos est4d presente em todas as regides do pais,
impactando a economia da maioria dos estados. Cerca de 90% das aves abatidas
sao produzidas no sistema de integracao vertical, onde a empresa detém o controle
de todos os elos da cadeia, ou seja, producao, abate, processamento e distribuicao.
Isso gera empregos, renda, fixagdo do homem no campo e viabiliza a pequena
propriedade (UBA, 2008).

A sanidade é um dos grandes atributos do frango brasileiro, fato este que tem
elevado a competitividade do frango nacional frente ao mercado externo.
Considerando a importancia da avicultura para a economia do pais, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) instituiu pela Portaria n® 193, de 19
de setembro de 1994, o Programa Nacional de Sanidade Avicola, o que possibilitou
a implantacdo de normas (Instrucbes Normativas — IN) para o controle e/ou
erradicacdo das principais doencas das aves, entre elas a micoplasmose aviaria
(MAPA, IN SDA n°44, de 23 de agosto de 2001), a doenca de newcastle (MAPA, IN
SDA n°32, de 13 de maio de 2002), a influenza aviaria (MAPA, IN SDA n°32, de 13
de maio de 2002) e as salmoneloses (MAPA, IN SDA n°78, de 3 de novembro de
2003).

Os disturbios entéricos que ocorrem principalmente nas primeiras semanas
de vida em muitos mamiferos e espécies aviarias sdo frequentemente de etiologia
viral. Em geral, as patologias ocasionadas por estes agentes em aves sao enterite,
diarreia, desidratacao, fraqueza, anorexia, reducdo na taxa de conversao alimentar e
no ganho de peso, depressdo da taxa de crescimento, perda de uniformidade do
rebanho, aumento nos indices de mortalidade, gerando sérios prejuizos econémicos
aos produtores (YASON e SCHAT, 1987; ALFIERI et al., 2000; ELSCHNER et al.,
2005).

Nesse contexto, 0s mais importantes virus associados a enterites aviarias sao
os rotavirus aviarios (RVA) (OTTO et al., 2006; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007a),
astrovirus (CAstV) (DAY et al., 2007; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007a) reovirus
aviario (ARV) (PANTIN-JACKWOOD et al., 2007a; GOLDENBERG et al., 2010),
picobirnavirus (PBV) (ALFIERI et al., 1988; TAMEHIRO et al., 2003) e o coronavirus
(ACoV) (PANTIN-JACKWOOD et al.,, 2007b). Deste modo, diversos estudos vém
sendo realizados com o enfoque de determinar a prevaléncia e distribuicdo destas

viroses entéricas em rebanhos comerciais (TAMEHIRO et al., 2003; OTTO et al.,
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2006; DAY et al.,, 2007; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007b; ISLAM et al., 2009;
JINDAL et al., 2010a).
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 ROTAVIRUS
2.1.1 Considerac0es iniciais

Os rotavirus (RV) sdo um dos principais agentes etiolégicos causadores de
gastrenterites agudas, entre criangas e animais jovens (principalmente recém-
nascidos) de varias espécies, podendo ser a causa primaria ou estarem associados
a outros enteropatdogenos na génese dos referidos disturbios (BARRIOS et al., 1991;
PARASHAR et al., 1998; LINHARES, 2000; KAPIKIAN et al., 2001, POLANCO et al.,
2004; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007b; WANG et al., 2007).

Bergeland et al. (1977 apud Legrottaglie et al., 1997) foram os primeiros a
detectarem os RVA quando estudaram um grupo de perus diarreicos nos Estados
Unidos. Em seguida, Mcnulty et al. (1978) relataram a presenca dos RVA por
microscopia eletrénica em conteudo intestinal de perus. Desde entdo, o RVA ja foi
encontrado em outras espécies de aves como frangos, patos, pombos, avestruzes
faisOes e outras aves silvestres (LEGROTTAGLIE et al.,, 1997, MORI et al., 2002;
SILVA et al.,, 2006; URSU et al.,, 2011). No Brasil, o RVA foi identificado pela
primeira vez por Alfieri et al. (1989a) em amostras de fezes de frango de corte e,
desde entéo, poucos trabalhos foram desenvolvidos em territorio nacional visando a
detecgédo destes agentes em aves (TAMEHIRO et al., 2003; SILVA et al., 2006;
VILLARREAL et al., 2006). Além disso, alguns estudos tém identificado a
contaminacdo ambiental por RV em amostras obtidas de agua de esgoto (DUBOIS
et al., 1997; SYMONDS et al., 2009).

2.1.2 Organizacao gen6émica dos rotavirus

Os RV sdao classificados como membros da familia Reoviridae, género Rotavirus,
com diametro de aproximadamente 100 nm. A particula viral é icosaédrica e ndo
envelopada conforme demonstrado na Fig. 1. Os RV apresentam em seu material
genético um RNA de fita dupla (RNAfd) dividido em 11 segmentos de acido
ribonucleico com polaridade positiva, envolvido por um triplo capsideo viral, os
capsideos interno, externo (com 60 espiculas distribuidas na superficie) e um core
ou nucleo central, intimamente associado ao genoma viral, formado por 18.556
pares de base (pb) (ESTES e COHEN, 1989; ESTES e KAPIKIAN, 2007).
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Figura 1 - Microscopia eletrénica do RVA.

A barra corresponde a 50 nm. Fonte: Trojnar et al. (2010).

Cada segmento genémico (ou gene) regula a sintese de uma proteina viral
especifica, sendo seis estruturais, denominadas de viral proteins (VPs), VP1-VP4,
VP6 e VP7, e seis ndo estruturais (non structural proteins - NSPs): NSP1-NSP6
(ESTES e KAPIKIAN, 2007). As proteinas NSP5 e NSP6 sao excecao, ja que sdo
codificadas pela regido de sobreposicdo de um uUnico segmento (ESTES, 2001;
SANTOS e SOARES, 2008).

Os segmentos 1, 2, 3, 4, 6 e 9 codificam respectivamente as proteinas VP1,
VP2, VP3, VP4, VP6 e VP7, enquanto que os segmentos 5, 7, 8 e 10 codificam as
proteinas NSP1, NSP3, NSP2 e NSP4, respectivamente e o segmento 11 codifica as
proteinas NSP5 e NSP6. A proteina VP7 pode ser codificada pelos segmentos 7, 8,
ou 9 dependendo da amostra viral (CARMONA, 2010) (Fig. 2).

Figura 2 - Relagcdo dos segmentos gendmicos dos RV com as proteinas codificadas.
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Fonte: Adaptado de Desselberger et al. (2009).
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As proteinas VP1, VP2 e VP3 estdo associadas ao processo de revestimento
do genoma viral. A VP6 constitui o capsideo interno, associando-se a transcricdo do
RNA viral, bem como a entrada na célula hospedeira. A VP4 e VP7 compdem o
capsideo externo e induzem a formacéo de anticorpos neutralizantes (Fig. 3), sendo
que a VP4 é clivada por acdo de enzimas proteoliticas, dando origem a dois
fragmentos, VP5* e VP8* desempenhando papel importante no processo de
reconhecimento do receptor (ESTES e COHEN, 1989; ESTES, 2001; KAPIKIAN et
al., 2001).

Figura 3 - Esquema da particula de RV com a localizagdo das proteinas.
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Fonte: Santos e Soares (2008).
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As funcBes das proteinas do RV e suas relagcbes com o0s segmentos

gendmicos codificadores estdo sumarizadas no quadro 1.

Quadro 1- Localizacdo e fungéo das proteinas dos RV.

Segmento Proteina Localizacdo Funcéo
Genomico
1 VP1 Core RNA polimerase- RNA dependente
2 VP2 Core Ligacdo ao RNA viral
3 VP3 Core Guanililtransferase
4 VP4 (VP5* e Capsideo Hemaglutinina, proteina de ligacéo a célula,
VP8*) externo peptideo de fusao, antigeno neutralizante
5 NSP1 N&o-estrutural Ligacéo ao RNA viral
6 VP6 Capsideo Antigeno de subgrupo necessario para a transcri¢cao
interno
7 NSP3 N&o-estrutural Inibe a tradugéo de proteinas celulares, ligacdo ao
terminal do mRNA viral
8 NSP2 N&o-estrutural Ligacdo ao RNA, helicase, NTPase, forma
viroplasmas com NSP5
9 VP7 Capsideo Glicoproteina antigeno neutralizante
externo
10 NSP4 N&o-estrutural Glicoproteina, papel na morfogénese, modula calcio
intracelular, enterotoxina
11 NSP5 N&ao-estrutural Ligacdo ao RNA, forma viroplasma com NSP2,
interage com VP2 e NSP6
NSP6 N&ao-estrutural Interage com NSP5, presente no viroplasma

Fonte: Santos e Soares (2008).

De acordo com Santos e Soares (2008), as particulas virais mantém sua

integridade e infecciosidade quando expostas ao fluorocarbono, éter, cloroférmio ou

desoxilato. A particula é estavel em pH entre 3 e 9 e pode manter sua infecciosidade

por varios meses a 4°C ou -20°C, quando estabilizada com cloreto de calcio. No

entanto, pode ser inativada por fenol, formalina, cloro, sendo o etanol a 95%,

provavelmente, o melhor desinfetante, pois remove o capsideo externo.

Para virus segmentados existe a possibilidade da ocorréncia do fendémeno de

reestruturacdo de segmentos gendmicos (reassortment) quando no momento da

génese de novas particulas virais, pode-se ter a montagem de particulas que
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incluam segmentos pertencentes a cada um dos tipos virais que estavam co-
infectando uma célula, gerando um terceiro virus diferente dos originais. A
ocorréncia do reassortment € um dos mecanismos importantes para a evolucao viral
e para a geracao da diversidade genética ndo s6 dos RV, como também de outros
virus segmentados (ABE et al., 2009; FREGOLENTE, 2010; WONG et al., 2012).

2.1.3 Classificacdo em grupos

Os RV apresentam trés especificidades antigénicas: grupo, subgrupo e
sorotipo/genotipo. A proteina VP6 confere especificidade para grupo e subgrupo e a
classificagcdo em grupos € baseada nos seus sitios antigénicos. Os grupos vao de A-
G, sendo que o grupo A também pode ser dividido em subgrupos (I, Il, I+, ndo | e
nao Il) (ESTES E COHEN, 1989; ESTES, 2001; KAPIKIAN et al., 2001).

Os RV do grupo A (RV-A) podem ser encontrados em aves e as cepas que
nao possuem o antigeno de grupo A sdo designadas de atipicas, sendo que 0s
grupos D, F e G tém sido documentados somente em aves (DEVITT e REYNOLDS,
1993; OTTO et al., 2006; TROJNAR et al., 2010; JOHNE et al., 2011). Os RV-A, B e
C séo encontrados em seres humanos e outros animais. Os RV-A s&o 0s mais
importantes epidemiologicamente por estarem associados a maioria das infeccbes
(ESTES e KAPIKIAN, 2007).

2.1.4 Perfil eletroforético

De acordo com Desselberger (1996) os RV de origem animal e humana
apresentam uma grande variabilidade em seus perfis eletroforéticos, quadro este
também observado por Tamehiro et al. (2003) em sua pesquisa com frangos de
corte.

Dada a natureza segmentada do genoma viral, este pode ser analisado pela
técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). De acordo com a
mobilidade de cada segmento, devido a diferenca de massa molecular, eles podem
ser agrupados em quatro classes: I, englobando os genes 1 a 4;1l,5e6;1ll,7,8¢e 9;
e IV, 10 e 11, como mostra a Fig. 4. Também por meio da EGPA se pode fazer a
classificacdo do perfil eletroforético, baseada na migracdo do 11° segmento, em
longo, curto e super-curto (KAPIKIAN et al., 2001; SANTOS e SOARES, 2008).
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Figura 4 - Demonstracdo esquematica do padrao de migracdo eletroforética dos
segmentos das amostras de RV dos grupos A a G.
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Fonte: Adaptado de Kapikian et al. (2001).

A EGPA é utilizada para distinguir diferentes grupos de RV. Por meio deste
método diagndstico, os 11 segmentos de RNAfd do genoma do RV produzem um
padrdo de migracdo eletroforética caracteristico para cada grupo. Contudo, a
classificacdo baseada somente no perfil de migracdo é problematica devido aos
diferentes mecanismos de evolugdo que o0s RV podem apresentar
(DESSELBERGER, 1996, ALFIERI et al., 2000; ESTES e KAPIKIAN, 2007;
SANTOS e SOARES, 2008).
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Segundo Otto et al. (2006) os padrées descritos para 0s rotavirus aviario do
grupo A (RVA-A), D (RVA-D), F (RVA-F) e G (RVA-G) sao, respectivamente, 5-1-3-2;
5-2-2-2; 4-1-2-2-2 e 4-2-2-3 (Fig. 5).

Figura 5 - Padrdes genémicos observados em RVA
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Fonte: Adaptado de Otto et al. (2006).

2.1.5 A proteina NSP4

De grande importancia na biologia dos RV, a proteina NSP4, é codificada pelo
10° segmento gendmico, com 175 aminoacidos (aa) e massa molecular de 28 KDa,
sendo a Unica proteina néo estrutural que n&o se liga ao RNA. E uma glicoproteina
nao estrutural multifuncional, sintetizada na membrana do reticulo endoplasmatico,
gue apresenta um alto grau de flexibilidade conformacional e muito provavelmente
existe em diferentes estados oligoméricos e compartimentos na célula infectada
(ESTES, 2001; MORI et al., 2002; CHACKO et al., 2011).

A NSP4 vem sendo descrita como a primeira (e Unica) enterotoxina viral entre as
viroses entéricas. Esta se liga aos receptores extracelulares de superficie (integrina),
sendo capaz de ativar os canais dependentes de Ca*" no intestino, aumentando os
niveis de calcio intracelular, sendo que esta mobilizacdo de calcio é seguida por uma

resposta secretéria de cloreto contribuindo para inducédo da diarreia (BALL et al.,
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1996; ZHANG et al.,, 2000; DIDSBURY et al., 2011; GIBBONS et al.,, 2011). De
acordo com Gibbons et al. (2011), a teoria mais aceita é a que a NSP4 seria liberada
das células infectadas para entéao interagir com receptores de superficie das células
vizinhas desencadeando um evento de sinalizacdo especifico, o que resultaria em

secregao.

Embora ndo participe da estrutura do virus vem sendo muito estudada, devido
sua participacdo na replicacdo viral e na morfogénese do virus. O transporte
intracelular da NSP4 para a membrana plasmética, sua translocacéo através desta
membrana, além da sua exposicao e subsequente secrecao ocorre via um nao usual

e complexo processo célula-dependente (GIBBONS et al., 2011).

O capsideo externo do triplo capsideo viral do RV é perdido durante a entrada na
célula, gerando particulas de duplo capsideo (DLP) que ordenam a sintese de uma
fita molde de RNA para a sintese do genoma do RNAfd segmentado em corpos de
incluséo viral (viroplasma). A NSP4 recruta as DLP formadas nos viroplasmas para o
reticulo endoplasmatico (RE), aonde as particulas serdo convertidas em particulas
de triplo capsideo (TLP) via brotamento. Além disso, no reticulo endoplasmatico, a
NSP4 funcionaria como um receptor intracelular para as DLP facilitando a adicdo da
VP7 e VP4. Portanto, a NSP4 seria fundamental para a formacdo da particula
madura do RV (TAYLOR et al., 1996; NEJMEDDINE et al., 2000; SILVESTRI et al.,
2005; DIDSBURY et al., 2011).

Outro conceito interessante € o que classifica a NSP4 como uma proteina
formadora de poros (proteina pequena e hidrofébica que oligomeriza para criar um
poro aquoso transmembrana), ou seja, uma viroporina. Estas proteinas alteram as
concentracdes intracelulares de ions por sua insercdo nas membranas intracelulares
ou plasmaticas, modificando a permeabilidade destas e perturbando a eletroquimica
normal dos gradientes de ions, promovendo, entre outros aspectos, a quebra da
homeostase do calcio, sendo encontradas em uma ampla variedade de familias de
virus RNA e DNA (HYSER et al., 2010).

Alguns achados tem sustentado a hipétese de que a NSP4 tem um importante
papel no estabelecimento da doenca e na infectividade espécie-especifica. Desta
maneira, a NSP4 tem sido considerada um determinante de viruléncia na infeccao
por RV (ZHANG et al., 1998; KIRKWOOD et al., 1999; PAGER et al.,, 2000). No



30

entanto, Mascarenhas et al. (2007b) demonstraram que a NSP4 pode ndo ser a

Gnica determinante para a viruléncia do virus.

De acordo com Didsbury et al. (2011), enquanto o foco primario sobre a NSP4
tem sido seus efeitos patofisioldgicos sobre as células intestinais e sua funcdo como
uma enterotoxina, os resultados obtidos por estes autores revelam que esta proteina
pode ter um amplo tropismo celular e, portanto, pode exercer uma gama maior de
efeitos moleculares nos hospedeiros e isto pode ter implicagbes na patofisiologia
desta doenca.

A analise sequencial dos genes NSP4 demonstrou que as sequéncias deduzidas
de aminoacidos diferiram muito entre mamiferos e aves. Além disso, ha cinco grupos
geneéticos (genotipos) (NSP4 [A]-[E]) entre as rotaviroses do grupo A estudadas em
seres humanos e animais (mamiferos e aves). As amostras de mamiferos foram
caracterizadas como genotipos A, B, C ou D, e as de origem aviaria como genotipo
E (KIRKWOOD e PALOMBO, 1997; CIARLET et al., 2000; MORI et al., 2002; LIN e
TIAN, 2003).

Por ser um gene bem conservado e nao grupo-especifico, alguns estudos de
epidemiologia molecular e monitoramento do RVA vém sendo desenvolvidos
utilizando iniciadores especificos para o mesmo, facilitando a deteccdo do referido
agente nos plantéis estudados (DAY et al., 2007; PANTIN-JACKWOOD et al.,
2007a; JINDAL et al., 2010a).

2.1.6 Epidemiologia

A transmissdo dos RV ocorre principalmente pela via fecal-oral por meio da
ingestdo de agua e alimentos contaminados com fezes. Durante os episodios
diarreicos, pode-se estimar a excrecao de aproximadamente um trilhdo de particulas
virais por mililitro de fezes, sendo que a dose infectante pode ser de 10 particulas
(WARD et al., 1986). Segundo Yason e Schat (1987) a transmiss&o horizontal ocorre
facilmente entre aves, seja por contato direto ou indireto (vetores
mecanicos/biologicos).

Pantin-Jackwood et al. (2007b) ainda alertam para a possibilidade da
transmissao vertical do RVA, enfatizando a necessidade de outros estudos para
verificar se 0os RV poderiam ser transmitidos a outras aves pelos ovos, seja

transmissao transovariana ou apenas por sua presenca na superficie do ovo.
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Considerando a elevada taxa de infeccdo em todo mundo, a despeito dos
padrdes de higiene, especula-se que a transmissao dos RV também possa ocorrer
via respiratoria pela secrecao traqueal (SANTOS e SOARES, 2008).

Yason e Schat (1987) verificaram que os perus foram mais sensiveis a
infeccdo experimental com RVA que os frangos, e relataram que a presenca de
episodios diarreicos em frangos é rara, diferentemente, do observado em perus.
Barrios et al. (1991) constataram maior positividade de material genémico do virus
em amostras fecais de frangos assintomaticos do que em aves com sintomatologia.
Legrottaglie et al. (1997) isolaram o RVA em um plantel de faisbes que
apresentavam histérico de diarreia e aumento da mortalidade. Segundo Tamehiro et
al. (2003) a possibilidade de diagnéstico positivo para RVA aumentou
consideravelmente na andlise de amostras pastosas e diarreicas. Villarreal et al.
(2006) nao observaram diferencas significativas para a deteccdo de RVA ao
analisarem amostras de plantéis com e sem diarreia. Otto et al. (2006) encontraram
RVA em 32/34 (94,1%) amostras fecais de frangos de corte da Alemanha que

apresentavam distUrbios entéricos.

A pesquisa de RVA em aves assintomaticas merece especial aten¢éo, visto
que as mesmas excretam constantemente o virus sem apresentarem manifestacdes
clinicas aparentes, disseminando o virus para animais susceptiveis (OTTO et al.,
2006; VILLARREAL et al., 2006).

Em geral, as infeccbes por RVA sdo mais comuns em aves jovens do que em
adultas. No estudo realizado por Theil e Saif (1987) em perus com idades variando
entre 3 e 35 dias, a maioria dos casos positivos para RVA ocorreu durante a primeira
semana de vida, sendo sugerido que nesta espécie, as infeccdes se restringiriam
quase que exclusivamente ao primeiro més de vida. Yason e Schat (1987)
acreditaram que pela maior demora na substituicAo das células epiteliais das
vilosidades intestinais em aves de maior idade (56 a 70 dias) se comparado com
aves de menor idade (1 a 7 dias), as adultas seriam mais susceptiveis as infec¢des
por RVA. Barrios et al. (1991), detectaram RVA em material fecal de frangos com
idades variando entre 5 e 60 dias. Tamehiro et al. (2003), demonstraram que o RVA
foi um importante agente etioldgico de distlrbios entéricos, especialmente em

frangos de corte com idades inferior a um més. Por outro lado, Jindal et al. (2010a)



verificaram que a maioria dos casos positivos para RVA ocorreram em perus com
uma semana de idade. Na tabela 1 é demonstrada a frequéncia dos RVA em alguns
estudos ao redor do mundo.

Tabela 1 — Frequéncia dos RVA em frangos e perus com base na EGPA e RT-PCR.

Pais da - o -
_ Teste utilizado Positividade Espécie Autores
Pesquisa
E.UA RT-PCR (gene NSP4) 67,7% Perus Pantin-
Jackwood et
al. (2007b)

Bangladesh EGPA 13,15% Frangos Islam et al.
(2009)

Uma grande vertente dos estudos sobre os RV diz respeito a transmissdo

entre espécies, principalmente a possibilidade de transmissdo animais-humanos.
Nakagomi e Nakagomi (1991) especularam que devido a natureza ubiqua do RV,
uma cepa proveniente de uma espécie animal poderia infectar outra espécie em
condicbes naturais. Estudos vém sendo desenvolvidos nesta area, baseados
principalmente no sequenciamento genético das amostras, abrindo um leque de
discussbes sobre a ocorréncia ou ndo de infec¢do heteréloga (ITO et al., 2001;
CATALOLUK et al., 2005; MASCARENHAS et al., 2007a).

Os relatos dos autores ainda sdo muito controversos no sentido de admitir a
transmissdo entre espécies do RV em condi¢cdes naturais. Brussow et al. (1992),
encontraram alta similaridade entre uma amostra de RV-A isolada a partir de um
bezerro com diarreia e uma amostra aviaria, sugerindo a transmissao entre espécies
envolvendo aves e mamiferos. Entretanto, Mori et al. (2002), alertam que esta nao &
uma evidéncia direta que o RV de aves possa causar sintomatologia clinica em
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bovinos ou outros mamiferos ou que a inducdo da doenca por estes, nos mamiferos,
seguiria 0 mesmo mecanismo patogénico daqueles RV tipicos de mamiferos. Por
outro lado, Wani et al. (2003) informam que, possivelmente, encontraram a primeira

evidéncia da deteccédo de um provavel RV de mamifero do grupo A em aves.

Infeccbes simultdneas com outros enteropatdogenos (incluindo outros virus
segmentados) nos plantéis de aves sao relatadas com frequéncia na literatura, o que
ocasionaria maior gravidade no quadro clinico das aves afetadas (TAMEHIRO et al.,
2003; DAY et al., 2007; PANTIN-JACKWOOD et al., 2007b; JINDAL et al., 2010Db).

2.1.7 Patogenia e sintomatologia

O periodo de incubacdo do RV varia de dois a quatro dias. O intestino
delgado tem na constituicdo de seu epitélio simples colunar as chamadas células da
cripta (precursoras dos enterécitos) e os enterdcitos maduros, sendo estas células
ndo proliferativas dispostas sobre as vilosidades, responsaveis pela absorcao,
sintese de enzimas secretadas em sua porcao apical e digestdo. Esta camada esta
constantemente exposta a fatores exdgenos, encontrados na luz intestinal (p. ex.
nutrientes e patdogenos), e sob acdo de fatores intrinsecos do organismo, a partir da
submucosa (p. ex. peptideos ativos, hormonios e mediadores inflamatérios). As duas
células juntas atuam estabelecendo um fluxo bidirecional de eletrdlitos pelo epitélio,
com os enterdcitos facilitando a absor¢éo, e as células da cripta, a secrecdo (JONES
e BLIKSLAGER, 2002; SANTOS e SOARES, 2008).

De acordo com Santos e Soares (2008) a patogénese dos RV iniciaria com a
ingestdo de agua e alimentos contaminados, chegando posteriormente aos
enterécitos maduros (células apicais) das porcfes média e alta das vilosidades do
intestino delgado de animais e de seres humanos, onde ocorre a replicacdo viral,
provocando a descamacdo dessas ceélulas, acelerando a migracdo das células
secretorias da cripta (que ndo apresentam boa capacidade absortiva) para as
vilosidades, o que leva a quadros graves de diarreia, com excre¢cdo do virus nas
fezes. Um componente secretério ocasionado pela acdo da NSP4 também ajudaria

na génese da diarreia.

Os frangos séo susceptiveis a infeccdo pelo RVA, mas os sinais clinicos sao

leves ou ausentes (YASON e SCHAT, 1987). De uma forma geral, a sintomatologia
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ocasionada pelos RVA é gastroentérica, visto que 0s animais apresentam,
principalmente, enterite e diarreia, levando-os a anorexia, desidratagcao, fraqueza e,
consequentemente, a reducdo no ganho de peso e uniformidade do rebanho. Além
disso, foi observado aumento na susceptibilidade a outras doengas, no custo das
medicacbes, na taxa de mortalidade e queda na producdo de ovos (YASON e
SCHAT, 1987; DECAESSTECKER et al., 1988; LEGROTTAGLIE et al., 1997).

Frequentemente, estes agentes também sdo associados a sindrome da
refugagem/ma-absor¢cdo (Runting and Stunting Syndrome) em frangos de corte e
perus ou ao complexo entérico das aves (PEC) em perus, com uma de suas
manifestacbes mais graves, a sindrome de mortalidade e enterite das aves (PEMS)
(JINDAL et al., 2009, 2010b). Estas sindromes sao entéricas e multifatoriais
envolvendo outros agentes e fatores ambientais. A PEMS é uma doenca que afeta
principalmente perus jovens caracterizada por diarreia, desnutricdo, aumento do
consumo de alimento e tempo de abate. Nas formas mais graves, ha disfuncéo
imune e aumento da mortalidade. A forma mais leve desta sindrome é a chamada
PEC (BARNES et al., 2000). A sindrome da ma absor¢cédo é uma doenca que produz
significativas perdas na producdo, ja que gera lesdes no epitélio da mucosa
intestinal resultando em problemas de ma digestdo e absorcdo (ou absorcao
insuficiente) dos nutrientes, associados a problemas de transito rapido,
caracterizando-se por retardo no crescimento, diarreia e perda de pigmentacao das
aves acometidas (GARCIA e COLAS, 2010).

2.2 PICOBIRNAVIRUS (PBV)
2.2.1 Considerac0es iniciais

Pereira et al. (1988), no Brasil, descreveram o PBV pela primeira vez no
conteudo intestinal de ratos. Posteriormente, Alfieri et al. (1988) relataram pela
primeira vez a infeccdo por PBV em frangos de corte. Desde entdo, viroses com
caracteristicas similares vem sendo detectadas em amostras fecais de seres
humanos e de animais, sugerindo que este virus tem uma ampla variedade de
hospedeiros (BROWNING et al., 1991; GALLIMORE et al., 1993; HAGA et al., 1999;
COSTA et al.,, 2004; BHATTACHARYA et al.,, 2006; MASACHESSI et al., 2007;
WANG et al., 2007; FREGOLENTE et al., 2009; GHOSH et al., 2009; MARTINEZ et
al., 2010). Além disso, os PBV também vém sendo detectados em amostras
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ambientais incluindo esgoto comum e 4guas de superficie, sendo inclusive utilizados
como indicadores de contaminagdo ambiental (SYMONDS et al., 2009; HAMZA et
al., 2011).

O numero de viroses associadas as gastrenterites agudas tem aumentado e 0s
PBV vém sendo incriminados como causas emergentes destas patologias, podendo
ou nao estar associados a outros enteropatdgenos, situacdo ja observada em aves
(ALFIERI et al., 1994; TAMEHIRO et al., 2003; WILHELMI et al., 2003;
BHATTACHARYA et al., 2007; GANESH et al., 2010).

2.2.2 Organizacdo gendmica

Os membros do género Picobirnavirus, de pico -pequeno, bi-bissegmentado e
rna-RNA, pertencem a familia Picobirnaviridae, apresentam uma particula nao
envelopada de aproximadamente 33-41 nm, contendo um RNAfd em seu genoma
envolvido por um capsideo simples de simetria icosaédrica (Figs. 6 e 7). O tamanho
completo do genoma é de aproximadamente 4.200 pb. O maior segmento ou
segmento gendmico 1 tem 2.2-2.7 kb e codifica a proteina do capsideo e o menor
segmento ou segmento gendmico 2 (1.2-1.9 kb) codifica para a RNA polimerase
dependente de RNA (RdRp) (CHANDRA et al., 1997; HAGA et al., 1999;
DUQUERROY et al., 2009).

Figura 6 - Micrografia eletrénica do RV (a), PBV (b) e Reovirus (c).

A barra corresponde a 100 nm. Fonte: Adaptado de Joklik (1981) e Wang et al. (2007).
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Figura 7 - Picobirnavirus demonstrando seus dois segmentos gendmicos (a) e
superficie em 3D (b).

Fonte: Swiss Institute of Bioinformatics (2008); Duquerroy et al. (2009).

As particulas do PBV parecem ser labeis a ciclos de congelamento e
descongelamento (MARTINEZ et al., 2003; MASACHESSI et al., 2007). No entanto,
o fato de serem virus RNAfd conta para sua estabilidade e resisténcia a fatores
ambientais (GANESH et al., 2012).

2.2.3 Classificacéo

Com base nas diferencas contidas nas sequéncias do segmento gendmico 2,
os PBV séo classificados em genogrupos | e Il, ndo-I ou ndo-Il (ROSEN et al., 2000;
FREGOLENTE E GATTI, 2009).

Regides variaveis no gene que codifica para RdRp geram diversidade entre
amostras de mesmo e diferentes genogrupos (BRUENN, 1993). Pesquisas recentes
inferem que 0s genogrupos nao apresentam uma especificidade a hospedeiros, ou
seja, um mesmo genogrupo pode circular entre diferentes espécies. Além disso,
estudos tém observado que os dois genogrupos podem causar infeccdes mistas no
mesmo hospedeiro (BANYAI et al., 2008; CARRUYO et al., 2008; FREGOLENTE et
al., 2009; GANESH et al., 2011a). A maioria das cepas depositadas no banco de
genes pertencem ao genogrupo | e, segundo Ganesh et al. (2012) isto pode
representar uma relativa falha na deteccdo do genogrupo Il pelos iniciadores
especificos utilizados em espécimes clinicos ou a verdadeira predominéancia das

cepas do genogrupo | ao redor do mundo desde os anos 2000.
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2.2.4 Pefrfil eletroforético

Os segmento gendmicos 1 e 2 do PBV também sdo chamados de segmentos

ou bandas de lenta e rapida migracado, respectivamente (HAGA et al., 1999).

Os PBV apresentam um perfil eletroforético longo, quando o maior segmento
ou segmento gendmico 1 apresentar aproximadamente 2.2-2.7 kb e o menor
segmento ou segmento gendmico 2 apresentar 1.2-1.9 kb; ou curto, quando o
segmento gendmico 1 apresentar aproximadamente 1.75 kb e o segmento genémico
2 apresentar 1.55 kb (Fig. 8) (BHATTACHARYA et al., 2006; GANESH et al., 2010).
Bhattacharya et al. (2006) ao estudarem PBV em criancas na india, observaram
amostras de perfil eletroforético longo em que o segmento 1 do PBV migrou entre o
segmento 3 e 4 do RV, enquanto que o segmento 2 do PBV migrou entre o
segmento 4 e 5 do RV (Fig. 8).

Figura 8 - Padréo eletroforético longo e curto do PBV obtido em amostra fecal de
crianca.

a

«—— 2,3Kb

Segmento 1 —
Segmento2——>

<« 1,6Kb
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-
—

Coluna a (PBV eletroferotipo longo); coluna b (RV-A); coluna c (PBV eletroferotipo curto); coluna d
(RV-A). Fonte: Adaptado de Bhattacharya et al. (2006) e Bhattacharya et al. (2007).

Bhattacharya et al. (2007) verificaram significante associacao entre amostras
de perfil curto do PBV e criancas apresentando diarreia. Ghosh et al. (2009) quando
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compararam o perfil eletroforético de uma amostra de PBV bovino com um padrdo
de migracdo de RNA de RV-A de crianga, verificaram que o segmento 1 do PBV
migrou préximo ao segmento 2 do RV, enquanto que o segmento 2 do PBV migrou

entre o segmento 4 e 5 do RV.

Curiosamente, um terceiro segmento gendémico ja foi descrito em frangos,
entretanto, ndo esta claro se estas cepas sdo novos virus com trés segmentos
gendmicos e RNAfd ou representam uma infeccdo mista com multiplas cepas de
PBV e com tamanhos de segmentos gendmicos parcialmente compartilhados
(LEITE et al., 1990; GANESH et al., 2012).

2.2.5 Segmento Genémico 2 do PBV

Wakuda et al. (2005) demonstraram que 0 segmento genémico 1 apresenta
duas regifes aberta de leitura (ORF) responsaveis pela codificacdo das proteinas
estruturais, enquanto que o segmento gendmico 2 apresenta uma ORF simples
codificando 534 aa (Fig. 9).

Figura 9 - Organizacdo gendmica dos segmentos 1 e 2 do PBV humano.

Segmento gendmico 1
H28 552 aa

ORF2 2486

224 aa a3l
ORFl  —— UCAUGAAACAGA-——
ORF? - AUCAUGAAACAG-—

Segmento gendmico 2

%] 534 aa

164E

Fonte: Wakuda et al. (2005).

As sequéncias completas e parciais do segmento gendmico 2 tem
possibilitado analises comparativas revelando elevada heterogeneidade entre as
cepas de PBYV intra e entre espécies (FREGOLENTE et al., 2009; GHOSH et al.,
2009).
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2.2.6 Epidemiologia

A excrecdo do PBV em alguns animais j& alcangou sete meses, 0 que pode
enquadrar este virus em um modelo de infeccdo persistente ou cronica devido ao
longo periodo de excrecéo, sugerindo um padréo similar de liberacdo das particulas
em seres humanos e animais infectados, podendo ou ndo estar associado a quadros
de imunossupressdo. Portanto, animais adultos assintométicos e persistentemente
infectados sao potenciais fontes de infecgéo, pois podem eliminar o PBV nas fezes
por longos periodos servindo como reservatério do agente. No entanto, esta
infeccéo persistente € composta de periodos com alta atividade viral intervalada por
periodos de baixa atividade. Vale ressaltar que condicbes de estresse provocadas
pelo manejo dos animais podem contribuir para as altas taxas de detec¢édo do PBV
em estudos de populacdo (LUDERT et al., 1991; HAGA et al., 1999; MASACHESSI
et al., 2007; MARTINEZ et al., 2010; GANESH et al., 2012).

Alfieri et al. (1988) encontraram PBV em 14,17% das amostras provenientes de
frangos de corte com idades entre 25 e 35 dias. Tamehiro et al. (2003) identificaram

o PBV em aves com maior frequéncia (16,7%) na sexta semana de vida.

Martinez et al. (2010) identificaram o PBV em 21,1% das amostras fecais
estudadas em suinos da Argentina, sendo as fémeas em lactacdo as mais
acometidas. A tabela 2 demonstra a distribuicdo dos PBV em aves de alguns paises

ao redor do mundo.

Tabela 2 — Positividade para PBV em aves nas Américas.

Pais da N o .
Pesquisa Teste utilizado Positividade Espécie Autores
Brasil EGPA 14,2% Frangos Alfieri et al. (1988)
Brasil EGPA 17,1% Frangos Leite et al. (1990)
Brasil EGPA 3,4% Frangos Tamehiro et al.
(2003)
Argentina EGPA - Diversas aves de Masachessi et al.
cativeiro (2007)
E.UA Analise - Peru Day et al. (2010)

Metagendmica
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A descoberta de cepas com completa identidade de sequéncias nucleotidicas
originadas a partir de diferentes animais da mesma espécie sugere a transmissao do
virus de animal para animal. A exposi¢cdo ocupacional de seres humanos a cepas
excretadas por animais pode significar risco consideravel para a saude publica,
principalmente para veterinarios, trabalhadores de abatedouros e moradores de
propriedades agropecuarias. Soma-se a estes fatos a presenca do PBV em fontes
de agua naturais ou esgoto, o que pode proporcionar a transmissdo entre
hospedeiros humanos e animais através de fontes ambientais, alertando para o
potencial zoonoético das picobirnaviroses (BANYAI et al., 2008; CARRUYO et al.,
2008; GANESH et al., 2010; GIORDANO et al., 2011; GANESH et al., 2012).

2.2.7 Patogenia e sintomatologia

Segundo Fregolente (2010), estudos realizados em ratos infectados
experimentalmente com PBV, mostraram que os enterdcitos sao células permissivas
a sua multiplicacdo. No entanto, esclarecimentos quanto as relacdes de viruléncia,
patogenicidade e possiveis hospedeiros para esses virus necessitam de maiores

estudos.

Embora, atualmente, os PBV sejam considerados possiveis patdgenos
entéricos em seres humanos, podendo inclusive causar diarreia persistente em
individuos imunossuprimidos, estudos em outras espécies animais e seres humanos
apresentaram dados contraditorios em relacdo a associacdo do PBV com quadros
gastroentéricos (GATTI et al., 1989; BROWNING et al., 1991; LUDERT et al., 1991;
GALLIMORE et al., 1995; MARTINEZ et al., 2003; TAMEHIRO et al., 2003). Em
aves, Tamehiro et al. (2003) encontraram uma correlacdo estatisticamente
significativa entre a excrecdo do PBV e alteracdo de consisténcia das fezes com
sinais clinicos de enterite. Bhattacharya et al. (2007), observaram maior frequéncia
da infeccdo por PBV em criancas entre 6-12 meses com cerca de 12 episodios
diarreicos/dia. Por outro lado, Banyai et al. (2008), ndo encontraram qualquer
associacao entre suinos positivos para o PBV e a presenca de alguma patologia ou
sinais clinicos. Desta forma, a possibilidade do PBV ser considerado um patégeno
oportunista secundario ou uma virose in6cua ndo pode ser descartada e a sua
associacao direta com a diarreia necessita ser melhor estabelecida (MASACHESSI
et al., 2007; MARTINEZ et al., 2010).
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2.3 REOVIRUS AVIARIO (ARV)
2.3.1 Considerac0es iniciais

O ARV foi isolado em aves pela primeira vez por Fahey & Crawley (1954 apud
Goldenberg et al., 2010) e foi inicialmente associado com doenca respiratéria crénica
em frangos. No Brasil, o primeiro isolamento foi em frangos de corte com processos
inflamatorios articulares (BOTTINO, 1975). As reoviroses aviarias apresentam
distribuicdo mundial, sendo relatados casos em galinhas comerciais e de terreiro (ou
fundo de quintal), perus, gansos e outras aves e sao a principal causa de artrite e
tenossinovite viral (WILCOX et al., 1985; GEORGIEVA e JAMBAZOVA, 2003; CHUA
et al., 2007; dos SANTOS et al., 2008).

Alguns estudos tem identificado reovirus em amostras ambientais de esgoto
(IRVING e SMITH, 1981; SYMONDS et al., 2009). Outros vém demonstrando que o
potencial de transmissdo zoonoética dos reovirus relacionados a morcegos para

seres humanos estaria ocorrendo regularmente (CHUA et al., 2007, 2011).
2.3.2 Organizagao genOGmica

Os ARV sao membros do género Orthoreovirus, um dos 12 géneros da familia
Reoviridae. A denominacdo REOvirus provém das iniciais de “Respiratory Enteric
Orphan”. O ARV é um virus RNAfd, ndo envelopado, icosaédrico, com
aproximadamente 85 nm de diametro (SPANDIDOS e GRAHAM, 1976;
BENAVENTE e MARTINEZ-COSTAS, 2007; BANYAI et al., 2011).
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O ARV apresenta em seu genoma viral 10 segmentos os quais sao divididos
em trés classes, designadas como grande (large=L), média (medium=M) e pequena
(small=S). A classe L apresenta trés segmentos (L1, L2 e L3), a M trés (M1, M2 e
M3) e a pequena quatro (S1, S2, S3 e S4) (Fig. 10) (SPANDIDOS e GRAHAM, 1976;
BENAVENTE e MARTINEZ-COSTAS, 2007; BANYAI et al., 2011).

Figura 10 - Representacdo esquematica do ARV.

AA . l_u!\ Complexo

Transcriptase

Capsideo Interno

oC __,..-?"-.‘ - Capsideo
uB Externo

Fonte: Adaptado de Benavente e Martinez-Costas (2007).

O genoma viral é de cerca de 23,500 pb e codifica 12 produtos primarios de
traducdo, dos quais oito sdo proteinas estruturais e quatro ndo estruturais,
identificadas por letras gregas de acordo com a classe dos segmentos gendmicos
(SPANDIDOS e GRAHAM, 1976; BENAVENTE e MARTINEZ-COSTAS, 2007;
BANYAI et al., 2011).
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As proteinas estruturais codificadas pelos genes da classe L sao designadas
de lambda (A), aquelas codificadas pela classe M de mu (1) e as codificadas pela
classe S sigma (0) (Quadro 2) (SPANDIDOS e GRAHAM, 1976; BENAVENTE e
MARTINEZ-COSTAS, 2007; BANYAI et al., 2011).

Quadro 2: Relacéo dos segmentos gendmicos do ARV e proteinas codificadas.

Segmento . L .
o Proteina Localizacao Funcao
Genbdmico
i , esqueleto para subsequente
L1 NA Capsideo interno
montagem
L2 AB Capsideo interno Trasncriptase
L3 AC Superficie proteina de ligacdo com 0 RNA
M1 A Capsideo interno Co-fator para Transcriptase
) Penetracéo e ativacdo da
M2 uB, uBN, uBC Capsideo externo )
transcriptase
MNS,uUNSC, Formagéo viral e recrutamento
M3 Né&o estrutural B
MNSN proteico
oC; Capsideo externo Ligacdo a célula;
pl0 nao estrutural permeabilidade/fuséo, regula a
s1 proliferacéo celular, sorotipo-
especificidade e inducéo de
anticorpos neutralizantes;
pl7 nao estrutural desconhecida
) _ liga-se ao RNAfd, resisténcia
S2 oA Capsideo interno ,
ao interferon
S3 oB Capsideo externo desconhecida
S4 oNS N&o estrutural ligagdo ao RNA

Fonte: Adaptado de Benavente e Martinez-Costas (2007); Reck (2011).

Existem no minimo 10 diferentes proteinas estruturais no virion, oito das quais
(AA, AB, AC, YA, uB, oA, oB e oC) séo produtos de traducdo priméaria dos seus
RNAmM, enquanto que outras duas pBN e uBC, sdo originarias da clivagem pos-
transducional de seu precursor uB. As duas maiores proteinas ndo estruturais sao

as UNS e oNS, as quais sdo detectadas no citoplasma das células infectadas
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(SPANDIDOS e GRAHAM, 1976; BENAVENTE e MARTINEZ-COSTAS, 2007;
BANYAI et al., 2011).

Outras duas proteinas ndo estruturais sdo a pl0 e pl7 (SPANDIDOS e
GRAHAM, 1976; BENAVENTE e MARTINEZ-COSTAS, 2007; BANYAI et al., 2011).
Embora muitos estudos tenham sido desenvolvidos nos ultimos 20 anos, diversas
guestdes sobre a estrutura e biologia dos ARV ainda permanecem desconhecidas
(BENAVENTE e MARTINEZ-COSTAS, 2007).

O ARV é resistente ao pH 3 e mesmo em temperatura de 60°C resiste por 8-
10h. Resiste a formalina a 3%, cloroférmio e ao lisol, mas é sensivel ao etanol 70%,
iodo orgéanico 0,5%, hipoclorito de sédio e aos raios ultravioleta (REVOLLEDO e
FERREIRA, 2009; GARCIA e COLAS, 2010). Ciclos de congelamento e
descongelamento parecem ser labeis as particulas do ARV (BENAVENTE e
MARTINEZ-COSTAS, 2007).

2.3.3 Classificacéo

As reoviroses sdo divididas em cinco espécies que inclui as prototipicas
reoviroses de mamiferos (MRV) (I), as reoviroses aviarias (Il) e Nelson Bay Virus
(NBV) (um virus isolado em morcegos) e relacionados (lll), reovirose de babuino
(BRV) (IV) e as reoviroses de répteis (V). Além disso, estas espécies apresentam
caracteristicas baseadas na habilidade destes virus em induzir ou néo fuséo celular
e formacado de sincicio, ou seja, caracteristicas fusogénicas e nao fusogénicas. As
MRV néo sdo fusogénicas, enquanto que os demais membros do género sao
fusogénicos. A classificacdo do ARV em sorotipos é baseada na expressao de
antigenos especificos, padrdes soroldgicos e caracteristicas de patogenicidade.
Atualmente séo descritos 11 sorotipos do virus em aves, sendo 0S mais comumente
diagnosticados: 2408 (mais relacionado aos problemas entéricos); S1133
(problemas locomotores) e o 1733 (entéricos e locomotores) (ZHANG et al., 2006;
CHUA et al., 2007; REVOLLEDO e FERREIRA, 2009; MARSCHANG, 2011).
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2.3.4 Perfil eletroforético

O trabalho desenvolvido por Gouvea e Schnitzer (1982) demonstrou
semelhanca na migracdo de varios segmentos de RNAfd, dentro de uma ampla
variedade de amostras de reovirus aviarios examinados. Em patrticular, as bandas
M3 e S1 de muitas das amostras dos isolados aviarios apresentaram mobilidades

idénticas entre si se comparado aos protétipos de mamiferos (Fig. 11).

Figura 11- Padréo eletroforético do ARV (linhas B-F) em comparagdo ao Reovirus
de mamifero (linha A).
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Fonte: Gouvea e Schnitzer (1982).

No entanto, 0 segmento S1 aviario apresentou uma mobilidade
significativamente diferente dos segmentos S ou M de mamiferos fornecendo um
padrdao de distincdo para as reoviroses aviarias. Também ndo foi possivel
demonstrar um padréo especifico de migracdo dos segmentos que pudesse ser

correlacionado a qualquer sorotipo ou apresentacéo da doenca.
2.3.5 Proteina oA do ARV

A proteina oA codificada pelo segmento genémico S2 € a maior componente
do capsideo interno do virion e possui atividade de ligacdo ao RNAfd. Outra funcao
desta proteina esta relacionada a resisténcia do ARV a atividade antiviral do
interferon, inibindo a acédo da proteina quinase (PKR) por competicdo pelo RNAfd.

Estudos sugerem que a A também teria importante funcdo na morfogénese do ARV
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e que esta proteina teria como alvo o nucleo das células infectadas (MARTINEZ-
COSTAS et al., 2000; YIN et al., 2000; XU et al., 2004; VAZQUEZ-IGLESIAS et al.,
2009).

Na pesquisa realizada por Zhang et al. (2006) o segmento gendmico S2 foi o
alvo para a amplificacéo por PCR devido a proteina oA ser a maior proteina do core

e provavelmente ser conservada entre as cepas de reovirus.
2.3.6 Epidemiologia

Os reovirus sédo de distribuicdo cosmopolita e vém sendo isolados de uma
ampla variedade de hospedeiros como mamiferos, aves, peixes e répteis. A
transmissdo do ARV ocorre tanto pela via vertical como pela horizontal. A
transmissao horizontal é a principal e pode ocorrer de forma direta ou indireta, sendo
gue a maioria das aves parece se infectar via fecal-oral, ja que o0 agente € excretado
pelas fezes e via respiratoria, podendo durar cerca de trés meses ou mais. A
transmisséo vertical é conhecida desde 1975 existindo evidéncias de transmisséo
via ovo (JONES, 2000; CHUA et al.,, 2007; REVOLLEDO e FERREIRA, 2009;
MARSCHANG, 2011).

A susceptibilidade das galinhas ao ARV é dependente da idade, visto que as
aves adultas sdo mais resistentes tanto a infeccdo quanto as lesfes induzidas pelo
virus (BENAVENTE e MARTINEZ-COSTAS, 2007). A morbidade pode ser alta,
atingindo 100%, ja a mortalidade pode variar entre 6-10% (REVOLLEDO e
FERREIRA, 2009).

Tamehiro et al. (2003) encontraram ARV em espécimes fecais de frangos de
corte analisados por EGPA, sendo que a primeira semana de vida foi a mais
acometida e a frequéncia de diagndstico desta virose aumentou consideravelmente

guando somente as fezes pastosas e diarreicas foram consideradas.



Jindal et al. (2010a) encontraram o ARV em amostras de fezes de perus
analisadas por RT-PCR, sendo que a faixa etaria mais acometida foi entre 2-3
semanas. A tabela 3 demonstra a distribuicdo dos ARV em aves em estudos ao

redor do mundo.

Tabela 3 — Ocorréncia dos ARV em frangos e perus.

Pais da . o o
Teste utilizado Positividade Espécie Autores

Pesquisa

Brasil EGPA 1,8% Frangos Tamehiro et
al. (2003)

Croacia RT-PCR (gene S2) 13,04% Perus Lojkic” et al.
(2010)

Brasil RT-PCR (gene S1) 33,9% Frangos Reck (2011)

Alfieri et al. (2000) alertam que, como o ARV é resistente ao calor e a acdo de
desinfetantes, € possivel que o agente permaneca viavel em incubadoras e aviarios,

sendo uma provavel fonte de contaminacédo para as populagdes subsequentes.
2.3.7 Patogenia e sintomatologia

O periodo de incubacédo do ARV esta diretamente relacionado com a porta de
entrada do virus, do sorotipo envolvido e a idade da ave, variando de 7 a 11 dias.
Apos a infecgdo pelo ARV a replicacao viral ocorre principalmente nas mucosas dos
tratos digestivo e respiratorio, além da bursa de fabricius, seguida de viremia e
ampla distribuicdo do agente para praticamente todos os érgaos em cerca de 24-
48h, podendo persistir nas tonsilas cecais, oviduto, baco e articulagdes. Assim que
chega ao figado, se multiplica nos hepatécitos e apés quatro dias também pode ser
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observado no coragéo, rins e articulagdes (JONES e GEORGIU, 1984; NI e KEMP,
1995; VASCONCELLOS et al., 2001).

As reoviroses aviarias tém sido associadas a uma variedade de doencas
incluindo as entéricas, imunoldgicas (ex. imunossupressao) e respiratorias, embora
muitas infecgbes ndo causem sinais clinicos reconheciveis em aves. No entanto, a
ligacdo entre a presenca do virus e a doenga sO tem sido conclusivamente
demonstrada em casos de dificuldade na locomog&o por inchago nos membros
pélvicos ocasionados pela artrite e tenossinovite. As aves permanecem em decubito
ventral e, com o0 agravamento da situacdo, pode ocorrer ruptura do tendao
gastrocnémio e edema do tenddo flexor digital, levando a paralisia das
extremidades, redu¢ao do ganho de peso, piora da conversdo alimentar, retardo no
crescimento, prostracdo, palidez das mucosas, despigmentacdao dos tarsos,
plumagem anormal, diarreia, coprofagia, distensdo abdominal, aumento da
mortalidade (por inanicdo e desidratacdo) e condenacéo de carcaca (JONES, 2000;
REVOLLEDO e FERREIRA, 2009; GARCIA E COLAS, 2010).

Os ARV também sdo associados a sindrome de ma-absorgéo/refugagem
(Runting Stunting Syndrome) e PEC/PEMS (PANTIN-JACKWOOD et al., 2007b;
JINDAL et al., 2010b).

2.4 PRINCIPAIS FERRAMENTAS DIAGNOSTICAS  UTILIZADAS NA
DETECCAO E ANALISE MOLECULAR DE VIROSES ENTERICAS EM AVES

2.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA)

A EGPA é um dos métodos de identificagdo e caracterizagdo viral
amplamente utilizada para a deteccado do &cido nucleico dos virus entéricos RNAfd
em aves, sendo comprovadamente proveitoso para a deteccdo de RNA viral em
espécimes fecais. Dentre as suas vantagens estdo a simplicidade, economia e
rapidez na identificacdo das diferencas dos padrbes de migracdo dos segmentos
gendmicos, permitindo a identificacdo de cepas atipicas; sdo excelentes testes de
triagem para analise da infeccdo em rebanhos aviarios, pois ajudam na
epidemiologia molecular por possibilitar a andlise de eletroferotipos (THEIL e SAIF,
1987; BARRIOS et al., 1991; LEGROTTAGLIE et al., 1997; ALFIERI et al., 2000;
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TAMEHIRO et al, 2003; WANI et al, 2003; VILLARREAL et al., 2006;
MASACHESSI et al., 2007).

Entretanto, alguns autores, afirmam ser a EGPA um teste de baixa
sensibilidade ndo detectando, em alguns casos, virus com baixo nivel de excrecéo
ou carga viral nas fezes. A presenca de diferentes cepas com o mesmo padréo
eletroforético na mesma amostra, pode ser um achado desta técnica (MASACHESSI
et al., 2007; CARRUYO et al., 2008; FREGOLENTE et al., 2009; OTTO et al., 2012).
A EGPA foi a principal técnica usada para deteccdo e caracterizacado de PBV até o
ano 2000 (MARTINEZ et al., 2010).

2.4.2 Reacdo em cadeia mediada pela polimerase prec edida por transcricdo
reversa (RT-PCR)

A técnica de PCR ¢é utilizada para deteccdo de muitas viroses que causam
gastrenterites, tanto em seres humanos quanto em animais (WILHELMI et al., 2003;
JINDAL et al., 2010a; GANESH et al., 2011a).

A RT-PCR tem muitas vantagens em relacdo aos métodos tradicionais
(ELISA, microscopia eletrbnica e EGPA), incluindo maior sensibilidade e
especificidade na deteccdo de agentes virais, identificagcdo de mdltiplas viroses na
mesma amostra, deteccdo da infeccdo em animais assintomaticos ou reservatorios,
além de nao necessitar do cultivo celular (OTTO et al., 2006; DAY et al., 2007;
PANTIN-JACKWOOD et al., 2007b; FREGOLENTE et al., 2009; GHOSH et al.,
2009; MARTINEZ et al., 2010; NITURE et al., 2010). Embora a importancia da RT-
PCR esteja bem consolidada, € importante aliar os resultados obtidos nesta técnica
com outras ferramentas de diagndstico disponiveis, gerando maior consisténcia nos
dados obtidos.

No caso do RVA estudos de epidemiologia molecular e monitoramento do
RVA vém sendo desenvolvidos empregando a RT-PCR como ferramenta
diagnoéstica. O uso de iniciadores especificos para amplificacdo do fragmento do
gene que codifica a proteina NSP4 aperfeicoa a deteccdo do referido agente nos
plantéis estudados, visto ser uma proteina bem conservada e, dependendo do
desenho do iniciador, podem identificar os RVA independente do grupo a qual
pertence (DAY et al., 2007; PANTIN-JAKWOOD et al., 2007b; JINDAL et al., 2010a).
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Rosen et al. (2000) desenvolveram uma RT-PCR para deteccédo do PBV em
seres humanos, aumentando em cerca de 100 vezes a sensibilidade na deteccéo
dos PBV em espécimes clinicas quando comparadas com a EGPA. A patrtir dai, os
iniciadores desenhados para a deteccdo do PBV em seres humanos vem sendo
utilizados para a deteccao do referido agente em animais, sendo que os resultados
mais satisfatorios vém sendo observados na amplificagdo do genogrupo | do que no
II, j& que se suspeita que apenas os PBV perfil curto sejam amplificados por este
altimo par de iniciadores. Outra questdo importante esta no fato de que estes
iniciadores teriam uma limitada eficacia em reconhecer todas as cepas de PBV que
circulam em varias espécies, permitindo o0 escape de cepas/genogrupos
emergentes, o que explicaria alguns casos de amostras EGPA (+) e RT-PCR (-)
(MARTINEZ et al.,, 2003; BHATTACHARYA et al., 2006; CARRUYO et al., 2008;
FREGOLENTE et al., 2009; GHOSH et al., 2009).

Zhang et al. (2006) desenvolveram uma RT-PCR que foi suficientemente
sensivel e especifica para amplificar o segmento gendmico que codifica a proteina
oA de 16 independentes cepas de ARV (pato, galinha e ganso), além de ter sido
robusto para detectar uma ampla variedade de cepas de reovirus isoladas em
campo. No entanto, os autores alertaram que a RT-PCR a partir do cultivo celular é
mais sensivel (cerca de 15% maior) do que aquele empregado em amostras
amplificadas diretamente de espécimes clinicos devido a concentragdo viral muitas
vezes nestes espécimes estar abaixo do limiar de deteccdo da RT-PCR ou a
presenca de inibidores de PCR nestas amostras. Mesmo assim, como a propagacao
viral em cultivo leva mais que sete dias e necessita de linhagem celular especial, a
deteccdo do RNA a partir de espécimes clinicos permanece como primeira escolha

visando o diagnadstico precoce das infeccdes virais.

Otto et al. (2006) encontraram 28 (68,3%) amostras positivas para RVA-A por
RT-PCR e seminested PCR de um total de 41 testadas, daquelas somente quatro
casos (9,8%) foram confirmados por EGPA. Da mesma forma, Carruyo et al. (2008)
identificaram como positivas para PBV 58% (61/105) das amostras que foram
negativas pela EGPA. Estes achados confirmam a necessidade de se aliar
ferramentas diagndsticas utilizando testes que aumentem a sensibilidade e

especificidade do sistema escolhido para deteccao de determinado virus.
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2.4.3 Sequenciamento genémico

O sequenciamento gendmico propicia a analise comparativa entre as
sequéncias nucleotidicas ou aminoacidicas de diversas cepas, gerando maior
conhecimento sobre a diversidade genética dos patdgenos recuperados de seres
humanos e animais, 0 que ajuda na compreensao das diferencas na replicacéo e
patogénese das diferentes cepas virais e no monitoramento da emergéncia de novas
variantes (GHOSH et al., 2009).

Pesquisas baseadas no sequenciamento génico da NSP4 do RVA revestem-
se de grande importancia epidemiologica, haja vista a confirmacdo ndo s6 da
presenca do agente viral em rebanhos comerciais, como também a circulacdo de
variantes nos paises e propriedades pesquisadas (PANTIN-JACKWOOD et al.,
2007b; JINDAL et al., 2010a).

Em trabalho realizado por Trojnar et al. (2009) quando compararam a
sequéncia completa da NSP4 da amostra Ch-2G3 (galinha) com quatro NSP4
provenientes de galinha, peru e pombo, 0s mesmos confirmaram a especificidade do
iniciador desenvolvido e que nas analises comparativas entre sequéncias de NSP4,
em geral, as obtidas em galinhas relacionam-se mais intimamente entre si do que
entre as obtidas em perus e pombos (Fig. 12).

Figura 12 - Analise filogenética comparando sequéncia da NSP4 obtida na amostra
Ch-2G3 com as correspondentes em galinhas (iniciadas em Ch), perus (iniciadas em
Tu), pombo (PO-13) e RV simio (SA11).
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Sequéncias completas do PBV ja foram relatadas em algumas espécies
(WAKUDA et al., 2005; GHOSH et al.,, 2009). Entretanto, Day et al. (2010)
disponibilizaram a Unica sequéncia parcial de PBV em aves até o momento, o que
torna de suma importancia a obtencédo de outras sequéncias de PBV em aves para
que se possa proceder a uma melhor andlise comparativa e da relacdo de
identidade entre os PBV aviarios e os de outras espécies animais (Fig. 13). A
clonagem aliada ao sequenciamento vem fornecendo informacdes sobre as relacdes
genéticas existentes entre as cepas de animais e humanos, animais e animais além
de humanos e humanos, revelando a heterogeneidade genética dos PBV (BANYAI
et al., 2008; CARRUYO et al., 2008; GANESH et al., 2011a; GANESH et al., 2012).

Figura 13 - Arvore filogenética mostrando histéria evolucionaria de um fragmento de
201 pb do PBV em peru (turkey NC contig 101) usado em uma analise

metagendmica.
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Fonte: Day et al., 2010.

A analise da sequéncia de nucleotideos do gene S2 realizada por Zhang et al.
(2006) indicou que todos os reovirus de pato (DRV) e gansos (GRV) isolados na
China em diferentes localidades e anos foram estritamente relacionados. A analise
filogenética demonstrou que o gene que codifica a cA do DRV/GRV e ARV segregou

em diferentes grupos, mas foram mais relacionados entre si do que com os demais
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(MRV e BRV). Em outro estudo, realizado em frangos de corte, Banyai et al. (2011)
verificaram que a comparacdo entre os trés genes S2 de distintas cepas
demonstraram alta similaridade entre si.

Carruyo et al. (2008) alertaram para a possibilidade de se obter diferentes
sequéncias originadas de uma mesma amostra, 0 que pode ser fruto do
reconhecimento dos iniciadores a diversas cepas presentes em uma mesma

amostra.



54

3 JUSTIFICATIVA

Os estudos conduzidos até o momento demonstram que a diversidade das
amostras de agentes virais entéricos circulantes no mundo é ampla. Portanto, em
paises como o Brasil, onde tipos ndo usuais sdo encontrados frequentemente e
elevadas taxas de infec¢cdes mistas sdo detectadas, a caracterizacdo das amostras
de RV e outros virus entéricos isolados a partir de aves € muito importante para
investigacbes epidemioldgicas, ajudando na compreensdo do papel de cada um
destes agentes patogénicos na génese dos processos gastrentéricos (RACZ et al.,
2000).

Em Belém um estudo detectou a presenca de RV em criangcas com diarreia
internadas na Santa Casa de Misericordia do Para com perfil eletroforético similar ao
de amostras originarias de aves (GUSMAO et al., 1994). Embora esta evidéncia
tenha ocorrido em amostras de seres humanos, a regido norte ainda carece de
comprovacéao da circulacdo de RV e outros virus entéricos em aves, Vvisto que até o
momento, nenhum estudo desta natureza relatou a presenca de tais agentes na
regido norte do Brasil, demonstrando o pioneirismo deste estudo. Com isso, as
evidéncias demonstrando que os RV sao capazes de atravessar a barreira espécie-
hospedeiro, alertam para o potencial risco a saude publica que estes agentes
representam (MARTELLA et al., 2010).

Ito et al. (2001) ao apresentarem pela primeira vez a sequencia completa do
genoma do RVA, destacaram que o acumulo de informacdo sobre os mesmos é
importante para avaliar o relacionamento genético entre as rotaviroses aviarias e de
mamiferos, o que ajudaria a determinar se a transmissdo cruzada ocorre entre
diferentes espécies. Segundo Elschner et al. (2005), para investigar a presenca de
diferentes tipos de RVA € necessario isolar e caracterizar mais cepas. Obter um
melhor entendimento sobre a estrutura e biologia molecular desses virus com
genoma segmentado de dupla fita pode propiciar um eficaz delineamento de
estratégias para prevenir as perdas econémicas na industria avicola, pela geracéo
de vacinas e sistemas diagnosticos eficazes (BENAVENTE e MARTINEZ-COSTAS,
2007).

Segundo a FAEPA (2012), o Para ocupa o 13° lugar no rebanho nacional de

frangos com a avicultura crescendo a cada ano e ocupando posicdo de destaque no
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cenario produtivo do Estado. Neste contexto, a Mesorregido Metropolitana de Belém
assume grande importancia econdmica, pois nesta regido se concentra a maior
producao avicola do Estado, justificando sua escolha para o desenvolvimento desta
pesquisa. Assim, considerando a evolucéo do plantel avicola do Para, e em especial
da regido metropolitana de Belém nos ultimos anos, é importante se proceder a
pesquisa de RV e outros virus entéricos em aves identificando possiveis fatores que
impecam o perfeito desenvolvimento da atividade e o envolvimento direto e/ou
indireto destes agentes na queda de produtividade das aves, bem como seu
potencial risco para a saude publica.

Desta forma, os dados obtidos auxiliardo o empreséario do setor na identificagdo
de possiveis pontos de entraves da producdo avicola, propiciando a tomada de
medidas profilaticas que minimizariam cada vez mais as perdas sofridas pela
industria em questdo, principalmente no que tange ao concurso de doencgas

infecciosas nos plantéis de aves situados na Mesorregido Metropolitana de Belém.
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4  OBJETIVOS
4.1 GERAL

* Investigar a ocorréncia de rotavirus, picobirnavirus e reovirus em aves criadas
em granjas situadas na Mesorregido Metropolitana de Belém, no periodo

compreendido entre 2008 a 2011.

4.2 ESPECIFICOS

» Detectar RVA, PBV e ARV em espécimes fecais de aves usando ferramentas

moleculares;
» Identificar os eletroferotipos de RVA-A, PBV e ARV;

* Verificar a frequéncia de RVA, PBV e ARV em alguns municipios da

Mesorregido amostrada,;

» Obter informacdes epidemiolédgicas, analisando-as estatisticamente quanto a

sua significancia;

e Comparar as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos obtidas dos
fragmentos dos genes NSP4 dos RVA-A, RdRp do PBV e S2 do ARV com

sequéncias descritas em outros locais.
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5 METODOLOGIA

5.1 ASPECTOS ETICOS E DE BIOSSEGURANCA

O comité de ética em pesquisa animal do Instituto Evandro Chagas aprovou o
referido projeto sob o numero 0004/2007 (Anexo A). Os responsaveis pelas granjas
assinaram o termo de anuéncia (Anexo B), permitindo a visita dos pesquisadores no
estabelecimento para a colheita amostral viabilizando a realizagdo da pesquisa. Os
dados dos estabelecimentos serdo mantidos em sigilo e os resultados somente

serdo utilizados com finalidade de pesquisa.

As exigéncias de biosseguranca foram obedecidas quando da colheita dos
espécimes fecais com o cuidado e atencdo as medidas apropriadas para a protecéo
dos operadores: Equipamentos de Protecdo Individual (botas, luvas, mascaras,
macacéo, gorros, jalecos e 6culos), além da incineracdo dos produtos descartaveis
gerados durante as colheitas. Procurou-se oferecer riscos minimos aos animais,
visto que a técnica de colheita dos espécimes fecais utilizada ndo exige contencao
ou manipulacdo direta das aves, uma vez que a forma de colheita dos espécimes
fecais ndo agride os mesmos, pois essas aves passam por estresses superiores

durante a captura e transporte para o abatedouro.

Os procedimentos técnicos de manipulacdo das amostras, tais como preparo
das suspensdes fecais obtidas das aves seguidas de extracdo do RNA que viabiliza
a pesquisa de RVA, PBV e ARV, foram realizados em cabine de nivel de seguranca
bioldgica classe 2 B Il. Os residuos das aliquotas das amostras utilizadas para
confeccdo das suspensdes foram acondicionados em caixa para descarte de
material contaminado e enviados para o incinerador do IEC, onde foram
descartados. As amostras colhidas e cepas obtidas foram armazenadas em freezer -

20T ou -70<C e ficarao sob responsabilidade do Ins tituto Evandro Chagas (IEC).

5.2 AREA DE ESTUDO

A éarea de escolha para o desenvolvimento desta pesquisa foi a Mesorregiao
Metropolitana de Belém Para, composta por onze municipios (Ananindeua,
Barcarena, Belém, Benevides, Bujaru, Castanhal, Inhangapi, Marituba, Santa Isabel
do Par4, Santa Barbara do Para e Santo Anténio do Taua) com grande proximidade
da capital (Belém) e da base de processamento dos materiais (Ananindeua). Destes,
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oito municipios (Belém, Ananindeua, Benevides, Castanhal, Santa Isabel do Para,
Inhagapi, Santa Béarbara do Para e Santo Antdnio do Taua) foram selecionados para
a realizacao do estudo, no periodo compreendido entre outubro de 2008 a maio de
2011(Fig. 14).

Figura 14 - Municipios em que foram realizadas as colheitas das amostras.
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Fonte: Laboratério de Geoprocessamento do Instituto Evandro Chagas (LabGeo/IEC/SVS/MS)
(2012).
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Os municipios da Mesorregido citada apresentam climas que vao do equatorial
megatérmico umido ao tropical umido com temperaturas oscilando entre 20°C e
37°C e umidade relativa do ar entre 80% e 85% (Secretaria Executiva de Estado de
Planejamento, Orcamento e Financas, 2006). De acordo com a Agéncia de Defesa
Agropecuaria do Estado do Par&/ADEPARA (2006), existiam 180 granjas
cadastradas nesta Mesorregido. Contudo, segundo a ADEPARA (2012) atualmente,

encontram-se cadastradas 193 granjas.
5.3 COLHEITA DAS AMOSTRAS

A colheita das amostras foi realizada a partir do material fecal de espécies de
aves do género Gallus gallus, provenientes de 37 granjas distribuidas em municipios
da Mesorregiao Metropolitana de Belém, considerando a frequéncia de positividade
observada em granjas na literatura (p<0,05) (Tabela 4). As granjas foram escolhidas
segundo a disponibilidade das integradoras participantes e 0 nimero de espécimes
fecais colhidos foi de acordo com a distribuicdo das granjas por municipio. Foram
colhidas amostras em no minimo 30% dos aviarios (ou galpdes) existentes em cada

granja a qual foi visitada uma Unica vez.
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Tabela 4 - Relacdo das granjas e galp8es colhidos por municipios.

o ~
Municipio Granjas Colhidas Data Colheita N° de galpoes

colhidos
Ananindeua GranJ:a 24 03.10.08 04
Granja 25 02.01.09 03
Belém Granj:a 27 02.06.09 03
Granja 36 02.12.09 02
Granja 26 02.04.09 03
Benevides Granj:a 28 31.07.09 04
Granja 29 31.07.09 03
Granja 37 10.09.09 02
Granja 1 19.08.10 03
Granja 2 19.08.10 01
Granja 3 16.09.10 01
Castanhal Granja 4 16.09.10 01
Granja 34 27.01.09 04
Granja 35 14.04.09 02
Inhangapi GranJ:a 30 05.02.09 04
Granja 31 01.01.09 03
Granja 21 10.05.11 01
Santo Anténio do Taua Granja 22 10.05.11 01
Granja 23 10.05.11 02
. Granja 19 13.04.10 01
Santa Barbara Granja 20 13.04.10 03
Granja 5 27.04.10 01
Granja 6 04.05.10 01
Granja 7 20.05.10 02
Granja 8 20.05.10 02
Granja 9 10.06.10 02
Granja 10 10.06.10 04
Granja 11 10.06.10 03
Santa Isabel GranJ:a 12 17.06.10 02
Granja 13 17.06.10 02
Granja 14 01.07.10 01
Granja 15 01.07.10 01
Granja 16 15.07.10 02
Granja 17 15.07.10 01
Granja 18 05.08.10 04
Granja 32 02.12.09 03
Granja 33 02.12.09 03
Total 37 - 85

Foram colhidos 85 pools de material fecal (amostras fecais depositadas sobre

as camas) pertencentes a nove pontos distintos de cada aviario, escolhidos
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aleatoriamente. Cada pool fecal correspondia a uma amostra, sendo representativa
da populacdo daquele lote de acordo com o realizado por Tamehiro et al. (2003).
Um exemplo de aviario € mostrado na Fig. 15 e a representacao esquematica da
colheita é apresentada na Fig. 16.

Figura 15 - Aviario em que foi realizado uma das colheitas.

Galpda 2
Galpdo 3
O
0 o |=
Galpao 5 Galpaa B 0
Galpdo 8 0] O

As colheitas foram realizadas em no minimo 30% dos galpdes, em nove pontos distintos de cada
galpéo, equivalendo a uma amostra.
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Por conveniéncia, cada pool de amostras colhido recebeu a denominacéo de
“amostra”’. As amostras foram agrupadas em trés faixas etarias variando de 1 a 45
dias. Da mesma forma, foram agrupadas por integradoras, sendo que trés
concordaram em participar e assinaram um termo de anuéncia permitindo as
colheitas (Anexo B). Segundo Paulilo (1990) a integradora fornece ao integrado, a
ave de um dia, a racdo para alimentacdo do mesmo, e a assisténcia técnica. O
integrado se responsabiliza pela construcdo dos aviarios e instalacdo dos
respectivos equipamentos, de acordo com as determinacdes da integradora, e
entrega a ave para a integradora quando a mesma estiver com o peso apropriado
para abate. Duas granjas incluidas neste estudo ndo faziam parte de nenhuma
integradora, consequentemente, quatro amostras ndo foram analisadas quanto a
participacdo em integradoras. Nenhuma informacédo sobre o estado de saude das

aves foi requisitada.

Os galpdes foram divididos por condicdo de densidade populacional, segundo
informagdes obtidas no trabalho de Manno et al. (2011). Portanto, as granjas foram
divididas em <9 aves/m? e >9 aves/m?. Em 13 amostras provenientes de cinco
granjas nao foi possivel a classificacdo de densidade, visto que as granjas néao
forneceram esta informacdo. As amostras também foram analisadas quanto a
estacdo do ano em que foram obtidas. Desta forma, foram agrupadas em duas
estacOes climaticas, como citado por Lima et al. (2009), a estacéo “mais chuvosa” ou
“inverno amazonico” que ocorre entre dezembro e maio, e a estacdo “menos

chuvosa” ou “verdo amazonico” de junho a novembro.

ApoOs a colheita, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo em recipientes
estéreis até sua chegada a Secado de Virologia (Laboratério de Rotavirus) do IEC,
onde foram mantidas a -20°C até seu processamento. No ato da colheita,

informacdes sobre a idade e densidade de cada galpdo amostrado foram coletadas.
5.4 SUSPENSOES FECAIS

Foram preparadas suspensdes fecais a 10% em tampéao fosfato salina (PBS)
pH 7,2 a 7,4, com adicdo de cloroférmio e solucdo de antibiético composta de
penicilina (100UI/ml) + estreptomicina (100ug/ml) a fim de proceder a extracdo do
RNA viral (WHO, 2004). A seguir as amostras foram submetidas a homogeneizagéo
sob agitacdo durante 20 minutos, sucedendo-se a centrifugagdo 700 x g por 20



63

minutos. O sobrenadante foi coletado e estocado a -20°C até a realizacdo dos
testes (Fig. 17).

Figura 17 - Representagcdo esquematica do preparo das suspensdes fecais.
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5.5 EXTRACAO DO GENOMA VIRAL

O genoma viral foi extraido a partir das suspensdes fecais de acordo com o
método descrito por Boom et al. (1990). A técnica estd esquematizada
resumidamente na Fig. 18.

Figura 18 - Representacao esquematica da extracdo do genoma viral.
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5.6 TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
5.6.1 EGPA

Todas as amostras tiveram seus RNA extraidos e submetidos a EGPA segundo
a técnica desenvolvida por Pereira et al. (1983) visando a detec¢cdo de RVA, PBV e
ARV, bem como a analise dos perfis eletroforéticos.

Dez microlitros de cada RNAfd extraido foram misturados a 2ul de azul de
bromofenol e aplicados a cada orificio do gel de poliacrilamida na concentracao de
5%. O gel foi submetido a eletroforese vertical a 100 volts, 100 watts e 21 milli-
ampéres por 2 a 4 horas, aproximadamente (Fig. 19). Apds a corrida, as bandas
foram fixadas com o uso de etanol e acido acético, coradas com nitrato de prata e
reveladas utilizando-se hidréxido de sédio 10M e formaldeido a 37%. O padrao

eletroforético foi visualizado em negatoscopio de luz branca.

Figura 19 - Representacao esquematica da EGPA.
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5.6.2 RT-PCR

Todos os RNA virais também foram submetidos a RT-PCR, a qual foi realizada
em duas etapas. A primeira etapa consistiu na obtencdo do DNA complementar
(cDNA) especifico para cada agente viral por meio de transcricdo reversa, e a
segunda etapa consistiu na amplificacdo pela PCR, empregando-se os pares de
iniciadores de acordo com Rosen et al. (2000) para PBV, Zhang et al. (2006) para
ARV e Trojnar et al. (2009) para RVA (Quadro 3).

Quadro 3 - Iniciadores utilizados na RT-PCR para amplificacdo de genes do RVA,
PBV e ARV.

Fragmento
Iniciadores Sequéncia Gene Amplificado
(pb)
Seg 10-c-s (+) | 5'- GGAAAGATGGAGAACGYYACCA - 3
NSP4 (RVA) 642
Seg 10-c-s (-) | 5 — GTTGGGGTACCAGGGATTAAG -3’
PicoB25 (+) 5 —-TGGTGTGGATGTTTC -3
_ RdRp (PBV) 201
PicoB43 (-) 5 - A(GA)TG(CT)TGGTCGAACTT - 3
PAF (+) 5 —ACTTCTTYTCTACGCCTTTCG - 3
S2 (ARV) ~625
PAR (-) 5 — ATYAAWDCWCGCATCTGCTG - 3

A desnaturacdo do RNAfd foi realizada a 97°C durante 5 minutos seguido de
choque em gelo durante 5 minutos. A obtencdo do DNA complementar (cDNA)
ocorreu por meio de transcricdo reversa (RT) seguido de amplificacdo pela PCR.
Para a obtencdo do cDNA 3 pL do RNAfd extraido foi adicionado ao par de
iniciadores. A transcricdo reversa foi realizada para um volume final de 25 pL
contendo 16,5 yL de H2O livre de RNase e DNase, 2,5 pyL de tampdo 10x
(Invitrogen), 1 yL de dNTPs (10 mM Invitrogen) 0,75 pL de MgCI2 (50 mM,
Invitrogen), 0,25 pyL de RT (20 U, Invitrogen), e 0,5 yL de cada iniciador (20 mM,

Invitrogen). A reacdao foi incubada a 42°C por 1 hora.

Em seguida, os produtos da RT-PCR (cDNA) foram submetidos a
amplificacéo pela técnica de PCR sendo adicionados reagentes contendo: 18,5uL de
H,O livre de RNase e DNase, 2,5uL de 10x tampao First-stand (Invitrogen),3uL de
DNTPs (10 mM; Invitrogen), 0,75uL de MgCl, (50mM; invitrogen), 0,25uL de DNA
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polimerase (2,5U/uL Taq DNA Polymerase, Invitrogen), ficando o volume final da
reacdo em 50uL. A PCR foi processada segundo condi¢des apresentadas no quadro
4.

Quadro 4 - Condigdes utilizadas na PCR para amplificacéo de genes do RVA, PBV
e ARV.

Condicdes virus

RVA PBV ARV
Desnaturacéo Inicial/Tempo 94°C/3 min 94°C/5 min | 93°C/3 min

N° de ciclos 35 35 35
Desnaturacédo/Tempo 94°C/1 min 94°C/45 seg | 93°C/1 min
Hibridizagdo/Tempo 50°C/1 min 45°C/30 seg | 53°C/1 min
Extensao/Tempo 72°C/2 min 72°C/1 min | 72°C/1 min
Ciclo final/Tempo 68°C/7 min 72°C/10 min | 68°C/7 min

5.6.3 Eletroforese em gel de agarose

A andlise dos produtos da PCR (amplicons) foi realizada por eletroforese em
gel de agarose a 1,5% em tampao tris base, acido bérico EDTA-0,5M (TBE) e H20
livre de RNase e DNase. Apdés completa dissolucdo do gel pelo aquecimento em
microondas durante aproximadamente um minuto a uma temperatura de 50°C,
seguido de resfriamento a TA (20-25°C), foi adicionadolul de SYBR Safe DNA gel
(Invitrogen) para cada 10 ml de agarose/TBE, aguardando-se em seguida, a
completa solidificagéo do gel em cuba de eletroforese horizontal.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese durante 60 minutos
a uma voltagem e amperagem médias de 120 V e 400 mA, respectivamente e
visualizados em transiluminador com emissao de raios ultravioleta (UV) em sistema
de foto documentacdo, GEL DOC 1000 BIO RAD.

5.6.4 Purificacdo e quantificacdo

As amplificagbes foram purificadas usando o kit QIAquick®PCR Purification
(Invitrogen), de acordo com a metodologia do fabricante. Apds purificacdo, 0s
amplicons foram submetidos a eletroforese como citado no item anterior, para a

realizacdo da quantificacdo do DNA. A quantificacdo do DNA foi feita pela
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comparacao dos amplicons com o Low DNA Mass Ladder (Invitrogen) aplicado no
mesmo gel das amostras purificadas. Apds a purificacdo e quantificagdo dos

amplicons foi realizado o sequenciamento direto de nucleotideos.
5.6.5 Clonagem e sequenciamento

A técnica de sequenciamento em ambos os sentidos foi realizada segundo o
protocolo descrito pelo fabricante do kit Big Dye Terminator (Applied Biosystems)
com os iniciadores usados na RT-PCR e submetendo-as ao sequenciador
automético (ABI PRISM 3100, Applied Biosystems). Desta forma, a reacdo de
sequenciamento foi conduzida com a utilizagao de 2 pL de iniciador, 2 pL de tampéao
5x para sequenciamento (Applied Biosystems), 2 uL de Big Dye Terminator v3.1
cycle sequencing RR-100 (Applied Biosystems), um volume de até 5 pL de DNA
(dependente da quantificacdo do DNA) e 4gua em quantidade suficiente para um
volume final de 10 pL da reacao.

As amostras foram selecionadas para o sequenciamento com base na sua

qualidade de produto da PCR e contexto epidemioldgico.

Portanto, no caso do RVA, excetuando-se Santa Barbara, pelo menos uma
amostra por municipio positivo foi selecionada para o sequenciamento a partir de
seus produtos de PCR. Sendo assim, 20 fragmentos amplificados do gene NSP4
oriundos de amostras pertencentes a municipios que apresentaram granjas positivas

foram sequenciados diretamente a partir do resultado da RT-PCR.

Em relagdo ao PBV, analise preliminar dos cromatogramas das primeiras
sequéncias obtidas diretamente a partir da RT-PCR, sugeriu a coexisténcia de
populacdes heterogéneas de amplicons. Desta forma, pelo menos uma amostra por
municipio positivo foi selecionada para clonagem a partir de seus produtos de PCR.
O principal objetivo da clonagem foi melhorar a qualidade dos cromatogramas que
estavam sendo gerados pelo sequenciamento direto a partir da RT-PCR,
solucionando o problema do sequenciamento ambiguo. Entdo, 13 fragmentos
amplificados do gene RdRp foram clonados em vetor (pCR®II-TOPO® - Invitrogen) e
amplificados em células competentes (E. coli DH5a - Invitrogen). Assim, de cinco a
dez clones por amostra foram testados para PBV usando os iniciadores virus-

especificos PicoB25" e PicoB43". Ao final, entre 4 e 5 clones com plasmideos
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positivos foram sequenciados. Para efeito de construcdo da arvore filogenética,
guando clones provenientes da mesma amostra fecal apresentaram 100% de
identidade nucleotidica, estes formaram uma Unica sequéncia na comparagcdo com
as demais (FREGOLENTE, 2010).

A clonagem foi realizada utilizando o Kit TOPO TA Cloning® (Invitrogen)
conforme protocolo do fabricante usando uma mistura de 3 puL do produto de PCR
recente, 1 puL de solucédo salina e 1 puL do vetor. Para a transformacédo por choque
térmico das células competentes foram adicionados 5 uL dos plasmideos contendo
os fragmentos inseridos. As bactérias transformadas foram plagueadas no meio
Luria-Bertani medium (LB), contendo ampicillina (100 mg/ml) mais IPTG (0,1 mM) e
X-Gal (20 yg/mL). As colbnias recombinantes, identificadas pela coloracdo branca
foram transferidas para o meio liquido LB contendo ampicilina (100 mg/ml),
incubadas sob agitacdo a 37<C por 12 h a 250 rpm e, posteriormente, submetidas a
RT-PCR com os iniciadores especificos para o gene RdRp utilizando as mesmas

condicOes descritas anteriormente afim de confirmar a presenca do inserto.

Pelo menos duas amostras por municipio positivo foram selecionadas para o
seguenciamento, no caso do ARV. Desta forma, 15 fragmentos amplificados do
gene S2, oriundos de amostras pertencentes a municipios que apresentaram

granjas positivas foram sequenciados a partir do resultado da RT-PCR.
5.6.6 Analise das sequéncias

As sequéncias obtidas para os genes estudados foram alinhadas e editadas
utilizando-se o programa BioEdit (V.7.0.5.3) e comparadas com sequéncias

disponiveis no banco de genes “Genbank” (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), a partir do

programa BLAST (Quadros 5, 6 e 7). As arvores filogenéticas foram construidas
empregando-se o programa MEGA (v.5.05), pelo método de “Neighbour-Joining”,
baseado nos parametros de Kimura (1980), utilizando o teste de confiabilidade ndo

paramétrico de “bootstrap” com 2000 réplicas.



Quadro 5 - Rotavirus utilizados para comparagéo neste estudo.

Amostra Obtido Pais Ano Nimero de
acesso
Ch-1 Frango Irlanda 1979 AB065287
Ty-1 Peru Irlanda 1979 AB065285
PO-13 Pombo Japéo 1983 AB009627
02Vv0002G3 Frango Alemanha 2002 FJ169862
NC/SEP-839 Frango E.UA 2005 EU400310
AR/SEP-840 Frango E.U.A 2005 EU400302
NC/SEP-833 Peru E.UA 2005 EU400315
MN-SEP-808 Peru E.UA 2005 EU400311
05Vv0049 Frango Alemanha 2005 GU733452
USP336-13 Frango Brasil 2010 JF309130




Quadro 6 - Picobirnavirus utilizados para comparacao neste estudo.
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Amostra Obtido Pais Ano NuUmero de acesso
104-FL-97 Humano E.UA 1997 AF246938
P597 Humano india nd AB193349
1-CHN-97 Humano China 1997 AF246939
4-GA-91 Humano E.UA 1991 AF246940
MD-2010 Peru E.UA nd HM803965
D6 Suino Hungria 2005 AM706375
D4 Suino Hungria 2005 AM706372
Dog/BR-01 Canino Brasil 2004 EU814970
RUBV-P Bovino india 2005 GQ221268
Snake/BR-01 Cobra Brasil 2006 EU814971
Rat/BR-01 Murino Brasil 2006 EU814972
VS137 Humano Holanda 2007 GU968944
VS111 Humano Holanda 2007 GU968942
GPBV3 Humano india 2007 AB478502
Washington Raw Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938900
Sewage2 (esgoto)
Washington Raw Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938908
Sewagel0 (esgoto)
Louisiana Raw Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938815
Sewage6b (esgoto)
Louisiana Raw Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938820
Sewagell (esgoto)
Oregon Raw Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938890
Sewage7 (esgoto)
New Jersey Raw Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938877
Sewage6 (esgoto)
New Jersey Raw Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938883
Sewagel2 (esgoto)
California Raw Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938727
Sewage6 (esgoto)
Florida Keys Raw | Amostra ambiental
E.UA 2007 EU938809
Sewage38 (esgoto)
Maryland Raw Amostra ambiental
E.U.A 2007 EU938850
Sewage38 (esgoto)
BG-Eg-3 Equino india 2010 AB598401

nd - ndo disponivel.
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Quadro 7 - Reovirus utilizados para comparacéo neste estudo.

_ Numero de
Amostra Obtido Pais Ano
acesso
S1133 Frango E.UA 1975 AF104311
0Ss161 Frango Japéo 1970 AF294770
MuntriljO6 Peru Croacia 2007 FJ606766
Ostl Avestruz Japao nd AB435371
S14 Pato China 1997 AY962259
G040 Ganso China 2004 AY962262
Lang Mamifero nd nd L19774
Baboon
_ Babuino nd nd AF059719
Reovirus

nd - ndo disponivel.
5.6.7 Analise estatistica

A presenca ou auséncia do agente é definida como uma variavel do tipo
categorica, ou seja, mensurada sob a forma de categorias do tipo positivo e negativo
(Sampaio, 1998). Para as analises estatisticas dos dados amostrais coletados, foi
utilizado o programa MiniTab 14 (Minitab®Statistical Software).

As amostras provenientes de diferentes municipios, idades, integradoras,
densidades de alojamento e estacdo do ano foram testadas sob-hipétese de
nulidade de que a presenca e auséncia do agente independem destas variaveis.
Para tal, foi aplicado o teste Exato de Fisher adotando o nivel alfa 5% para detectar

diferencas estatisticamente significantes.
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6 RESULTADOS
6.1 EGPA

A analise das 85 amostras fecais para RVA ndo demonstrou amostras com
perfil eletroforético condizente com RVA-A. No caso do PBV, 13/85 (15,3%)
amostras apresentaram os dois segmentos gendmicos caracteristicos do PBV com
perfil eletroforético longo (Fig. 20). Para o ARV, apenas 01/85 (1,2%) amostra
apresentou resultado positivo a EGPA, ndo sendo possivel a captacdo desta pelo
sistema de foto documentacgéo; entretanto, a mesma apresentou perfil eletroforético
compativel com ARV. Todos os resultados positivos para EGPA foram confirmados
pela RT-PCR.

Figura 20 - EGPA para PBV demonstrando as amostras positivas.

Coluna 1 = protétipo de rotavirus simio (SA1l) usado como controle positivo; Colunas 4 e 6 —
Amostras positivas para o PBV.
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6.2 RT-PCR

De um total de 85 amostras fecais testadas, 35 (41,2%) foram positivas para
RVA (Fig. 21).

Figura 21 - Amostras positivas para o gene que codifica a proteina NSP4 do RVA
com amplificacdo de um fragmento de 642 pb.

<— 642pb

PM = peso molecular de 123 pb; Colunas 2 a 7 — Amostras positivas para o gene NSP4; C- = controle
negativo; Coluna 8 = amostra de RVA obtida neste estudo e confirmada por sequenciamento,
utilizada como controle positivo.

Para PBV, de um total de 85 amostras fecais testadas, 42 (49,4%) foram

positivas (Fig. 22).

Figura 22 - Amostras positivas para o gene RdRp do PBV genogrupo | com
amplificagdo de um fragmento de 201 pb.

Coluna 10 = peso molecular de 100 pb; Colunas 3 a 9 — Amostras positivas para o0 gene RdRp e
Coluna 1 = controle negativo; Coluna 2 = amostra de PBV obtida neste estudo e confirmada por
sequenciamento, utilizada como controle positivo.
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No caso do ARV, de um total de 85 amostras fecais testadas, 28 (32,9%)
foram positivas (Fig. 23).

Figura 23 - Amostras positivas para o0 gene S2 de Reovirus com amplificacdo de um
fragmento de 625 pb.

PM = peso molecular de 123 pb; Colunas 2 a 4 — Amostras positivas para o gene S2 e C- = controle
negativo; Coluna 1 = amostra de ARV obtida neste estudo e confirmada por sequenciamento,
utilizada como controle positivo.

Das 37 granjas estudadas, 19 (51,4%) apresentaram no minimo um galpao
com a presenca do RVA. Em seis (75%) dos oito municipios amostrados ocorreu a
presenca do RVA. As maiores prevaléncias para RVA foram encontradas em Belém,
Santa Barbara e Santa Isabel. Prevaléncias intermediarias foram encontradas em
Benevides, Inhangapi e Castanhal. Ndo houve deteccdo do RVA em Ananindeua e
Santo Anténio do Taua (Tabela 5). Diferencas significativas foram observadas entre
Santa Isabel e Castanhal (p<0,05), Santa Isabel e Ananindeua (p<0,01), Santa
Isabel e Santo Antdnio do Taué (p<0,05), Castanhal e Belém (p<0,05), Ananindeua e
Belém (p<0,01), Ananindeua e Santa Barbara (p<0,05), Belém e Santo Antdnio do
Taud (p<0,05) e Santa Barbara e Santo Antbénio do Taua (p<0,05).

Para PBV, das 37 granjas estudadas, 21 (56,8%) apresentaram no minimo
um galpdo com a presenca do PBV. Em sete (87,5%) dos oito municipios
amostrados ocorreu a presenca do PBV. As maiores prevaléncias para PBV foram

encontradas em Santa Barbara, Benevides, Castanhal, Inhangapi e Belém.
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Prevaléncias intermediérias foram encontradas em Santa Isabel e Santo Anténio do
Taud. N&o houve deteccdo do PBV em Ananindeua (Tabela 5). Diferencas
significativas foram observadas entre Santa Isabel e Benevides (p<0,05), Santa
Isabel e Castanhal (p<0,05), Ananindeua e Benevides (p<0,01), Ananindeua e
Castanhal (p<0,01), Ananindeua e Inhangapi (p<0,05), Ananindeua e Belém (p<0,05)

e Ananindeua e Santa Barbara (p<0,05).

No caso dos ARV, das 37 granjas estudadas, 19 (51,4%) apresentaram no
minimo um galpdo com a presenca do ARV. Em seis (75%) dos oito municipios
amostrados ocorreu a presenca do ARV. As maiores prevaléncias para ARV foram
encontradas em Castanhal, Inhangapi e Belém. Prevaléncias intermediarias foram
encontradas em Benevides, Santa Isabel e Ananindeua. N&do houve deteccdo do
ARV em Santo Antbnio do Taua e Santa Barbara (Tabela 5). Ndo foram observadas

diferencas significativas entre os municipios (p>0,05).

Tabela 5 - Detecgédo de RVA, PBV e ARV por RT-PCR em frangos de corte de oito
municipios da Mesorregido Metropolitana de Belém.

o AMostras RVA PBV ARV
Municipios _
colhidas PCR* PCR* PCR*
Belém 5 4 (80%) 3 (60%) 2 (40%)
Santa Barbara 4 3 (75%) 3 (75%) 0 (0%)
Santa Isabel 34 20 (58,8%) 12 (35,3%) 11 (32,4%)
Benevides 12 4 (33,3%) 9 (75%) 4 (33,3%)
Inhangapi 7 2 (28,6%) 5 (71,4%) 3 (42,9%)
Castanhal 12 2 (16,6%) 9 (75%) 6 (50%)
Ananindeua 7 0 (0%) 0 (0%) 2 (28,6%)
Santo Antonio
] 4 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%)
Taua
Total 85 35 (41, 2%) 42 (49,4%) 28 (32,9%)
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Todas as faixas etarias foram positivas para RVA. A maior frequéncia de
amostras positivas para RVA (48,6%) ocorreu em frangos entre 31-45 dias (Tabela
6). Diferencas significativas foram observadas entre frangos de 1-15 e 16-30 dias
(p<0,05) e 1-15 e 31-45 dias (p<0,05), e nao foi observada diferenca significativa
entre 16-30 e 31-45 dias (p>0,05).

Somente as faixas etérias de 16-30 e 31-45 dias foram positivas para o PBV.
A maior frequéncia de amostras positivas para PBV (78,4%) ocorreu em frangos
entre 31-45 dias (Tabela 6). Diferencas significativas foram observadas entre 1-15 e
16-30 dias (p<0,01) e 16-30 e 31-45 dias (p<0,01), e nédo foi observada diferenca
significativa entre 1-15 e 31-45 dias (p>0,05).

Para os ARV, a maior frequéncia de amostras positivas (37,8%) ocorreu em
frangos entre 16-30 dias (Tabela 6). Nao foram observadas diferencgas significativas
entre 1-15 e 16-30 dias (p>0,05) e 1-15 e 31-45 dias (p>0,05) e 16-30 e 31-45 dias
(p>0,05).

Tabela 6 - Deteccdo de RVA, PBV e ARV por RT-PCR em frangos de corte de
diferentes idades.

Amostras RVA PBV ARV
ldade .
colhidas PCR* PCR* PCR*
1-15 dias 11 1 (9,1%) 0 (0%) 1 (9,1%)
16-30 dias 37 16 (43,2%) 13 (35,1%) 14 (37,8%)
31-45 dias 37 18 (48,6%) 29 (78,4%) 13 (35,1%)
Total 85 35 (41, 2%) 42 (49,4%) 28 (32,9%)
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Todas as densidades populacionais foram positivas para RVA. Os frangos
alojados sob densidade >9 aves/m? apresentaram maior frequéncia de positividade
(48,1%) em relacdo aos sob <9 aves/m? (Tabela 7). Diferencas significativas foram

observadas entre <9 aves/m? e >9 aves/m? (p<0,05).

Com relacdo aos PBV os frangos alojados sob densidade >9 aves/m?
apresentaram maior frequéncia de positividade (57,7%) em relagdo aos sob <9
aves/m? (Tabela 7). N&o foram observadas diferencas significativas entre <9 aves/m?
e >9 aves/m? (p>0,05).

No que diz respeito aos ARV, os frangos alojados sob densidade >9 aves/m?
apresentaram maior frequéncia de positividade (30,8%) em relagcdo aos sob <9
aves/m? (Tabela 7). Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas

significativas entre <9 aves/m? e >9 aves/m? (p>0,05).

Tabela 7 - Deteccdo de RVA, PBV e ARV por RT-PCR em frangos de corte
submetidos a diferentes densidades populacionais.

| AMOStras RVA PBV ARV
Densidade _
colhidas PCR’ PCR’ PCR*
<9,0 aves m? 20 4 (20%) 8 (40%) 5 (25%)
>9 aves m? 52 25 (48,1%) 30 (57,7%) 16 (30,8%)
Total 72* 29 (40,3%) 38 (52,8%) 21 (29,2%)

* Em 13 amostras provenientes de cinco granjas nao foi possivel a obtencédo de
informag&o quanto a densidade populacional.

Duas (66,7%) das trés integradoras apresentaram granjas com a presenca do
RVA (Tabela 8). Nao houve diferenca estatisticamente significante nas frequéncias

observadas entre as integradoras (p>0,05) estudadas.

Todas as integradoras apresentaram granjas com a presenca do PBV (Tabela
8). N&o se observou diferenca estatisticamente significante nas frequéncias

observadas entre as integradoras (p>0,05).



78

Com relagédo aos ARV, duas (66,7%) das trés integradoras apresentaram
granjas com positividade para o referido agente, ndo se registrando diferenca

estatisticamente significante nas frequéncias (Tabela 8).

Tabela 8 - Deteccdo de RVA, PBV e ARV por RT-PCR em frangos de corte das
diferentes integradoras.

AMostras RVA PBV ARV
Integradora .
colhidas PCR* PCR* PCR*
Integradora 1 39 14 (35,9%) 25 (64,1%) 14 (35,9%)
Integradora 2 38 19 (50%) 15 (39,5%) 14 (36,8%)
Integradora 3 4 0 (0%) 1 (25%) 0 (0%)
Total 81* 33 (40, 7%) 41 (50,6%) 28 (34,6%)

* Quatro amostras pertenciam a granjas sem integradoras.

Foi observada a circulagcédo do RVA em todas as estacdes do ano estudadas
(Tabela 9). Ndo houve diferenca estatisticamente significante nas frequéncias

observadas entre as estacdes estudadas (p>0,05).

O PBV e 0 ARV foram detectados em todas as estac¢des do ano, ndo havendo
diferenca estatisticamente significante nas frequéncias observadas entre as
estacoes estudadas (Tabela 9).

Tabela 9 - Deteccdo de RVA, PBV e ARV por RT-PCR em frangos de corte nas
diferentes estagoes.

Amostras RVA PBV ARV
Estacao .
colhidas PCR* PCR* PCR*
Inverno Amazoénico 38 17 (44,7%) 22 (57,9%) 9 (23,7%)
Verdo Amazoénico 47 18 (38,3%) 20 (42,6%) 19 (40,4%)

Total 85 35 (41, 2%) 42 (49,4%) 28 (32,9%)
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Das 85 amostras testadas, 63 (74,1%) foram positivas para um ou mais virus
testados (Tabela 10). Das amostras positivas, 30 (47,6%) foram positivas para um
anico virus; 12 para RVA, 13 para PBV e cinco amostras para ARV. Nas 33 (52,4%)
amostras restantes, uma combinacdo de viroses foi encontrada, com a combinacéo
PBV-ARV sendo a mais predominante. Oito amostras foram positivas para todos os

trés virus.

Tabela 10 - Deteccdo das viroses entéricas por RT-PCR sozinhas ou em
combinacao.

) Numero de amostras fecais positivas para
Patogeno (s) ) o
as viroses indicadas*

Somente RVA 12 (19%)
Somente PBV 13 (20,6%)
Somente ARV 05 (7,9%)
RVA+PBV 10 (15,9%)
RVA+ARV 04 (6,3%)
PBV+ARV 11 (17,5%)
RVA+PBV+ARV 08 (12,7%)
Total 63 (74,1%)

* Um total de 85 amostras foi examinado.
6.3 ANALISE FILOGENETICA
6.3.1 Rotavirus

Os fragmentos parciais do gene NSP4 provenientes dos produtos de PCR de
20 amostras positivas para o RVA foram sequenciados e comparados com
sequencias previamente publicadas. Desta forma, as analises incluiram fragmentos
de 632 nucleotideos (nt), os quais corresponderam aos nt 35-666 do gene NSP4,
usando a sequéncia total do protétipo 02V0002G3 como referéncia (nUmero de

acesso: FJ169862). Os RVA deste estudo foram mais relacionados aos RVA
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reportados na Alemanha (02V0002G3), Reino Unido (Ch-1), E.U.A (AR/SEP-840;
NC/SEP-839) e Brasil (USP336-13). Muito embora as amostras deste estudo tenham
ficado em um grupo separado, o valor de bootstrap (77%) é indicativo de sua
classificacdo dentro do genotipo E10 (Fig. 24), o qual, até o momento, foi descrito

somente em frangos.

Das 20 sequéncias obtidas, 19 foram mais similares entre si, enquanto a
amostra AVE83/2010 foi mais divergente (Fig. 24).

Figura 24 - Arvore filogenética construida usando as sequéncias do gene NSP4 do
RVA amplificados de 20 amostras de pool fecal de aves.

RVA/Chicken-wt/BRA/AVE46/2009/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVES5/2010/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVES7/2010/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVE100/2010/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVES54/2009/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVES5/2009/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVES6/2010/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVES7/2010/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVES2/2010/GxPx

RVA/Chicken-wt/BRA/AVE78/2010/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVET9/2010/GxPx
RVA/Chicken-wt/BRA/AVET 3/2010/GxPx

RVA/Chicken-wt/BRA/AVES5/2009/GxPx
[~ | RVA/Chicken-wt/BRA/AVE66/2009/GxPx

©

RVA/Chicken-wt/BRAJAVE64/2009/GxPx
91 RVA/Chicken-wt/BRA/AVE§4/2010/GxPx

16|  RVA/Chicken-wt/BRA/AVE33/2009/GxPx
97 | RVA/Chicken-wt/BRA/AVE39/2009/GxPx

7 RVA/Chicken-wt/BRA/AVE40/2009/GxPx

— RVA/Chicken-wt/BRA/AVES3/2010/GxPx
95 —FJ169862 E10 RVA/Chicken-tc/DEU/02V0002G3/2002/G19P30
AB065287 E10 RVA/Chicken-xx/IRL/Ch-1/1979/GxPx
EU400302 E10 RVA/Chicken-xx/USA/AR-SEP-840/2005/GxPx
89 JF309130 E10 RVA/Chicken-xx/BRA/USP336-13/2010/GxPx
99 | EU400310 E10 RVA/Chicken-xx/USA/NC-SEP-839/2005/GxPx

100 |:EU400311 E11 RVA/Turkey-xx/USA/MN-SEP-808/2005/GxPx
EU400315 E11 RVA/Turxey-xx/USA/NC-SEP-833/2005/GxPx

ABO0B5285 E4 RVA/Turkey-te/IRL/Ty-1/1979/G17P17
100 LABDDQGZY E4 RVA/Pigeon-tc/JPN/PO-13/1983/G18P17

GU733452 RVD/chicken-wt/05V0049/DEU/2005

95

01

Sequéncias comecgando em “AVE” sdo do presente estudo. A arvore filogenética foi construida pelo
método de neighbour-joining e Kimura dois parametros. Os valores de bootstrap (2.000 réplicas)
estdo indicados nos nés da arvore. Valores menores que 70% nao estdo representados. A barra de
escala é proporcional a distancia filogenética. O protétipo de RVA-D (05V0049) foi incluido como
grupo externo para melhor entendimento dos relacionamentos genéticos entre as cepas.
Chicken=Frango; Turkey=Peru; Pigeon=Pombo. BRA=Brasil;, DEU=Alemanha; IRL=Irlanda;
USA=Estados Unidos e JPN=Japao.
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O gene NSP4 dos RVA da mesorregido metropolitana de Belém
apresentaram entre 93,5 e 100% de similaridade entre elas ao nivel de nt e entre
93,4 e 100% ao nivel de aa. Comparacbes com sequéncias de RVA obtidas em
frangos anteriormente publicadas demonstraram um similaridade entre 86,3 e 90,5%
ao nivel de nt e entre 83,2 e 91,8% ao nivel de aa. Quando os RVA deste estudo
foram comparados com os RVA obtidos em perus previamente publicados, a
similaridade de sequéncia ao nivel de nt ficou entre 67,2 e 73% e entre 73,1 e 78,3%
ao nivel de aa. Esses valores foram similares aos observados quando da
comparacao entre as sequéncias dos protétipos de frango (genotipo E10) e peru
(genotipo 11) (67,6-72,4% nt e 72,2-78,8% aa).

A andlise da sequéncia de aa correspondendo as posicoes 1 a 169 da
proteina NSP4 da amostra 02V0002G3, revelou algumas substituicbes
caracteristicas nas amostras da mesorregido metropolitana, como pode ser visto nos
residuos M18l, 143L, R51S, V97I/M, N142T, E146G, T1471, E153D, e S156N (Fig.
25). Ao analisar especificamente o dominio de atividade enterotoxigénica (aa 109-
135), as amostras deste estudo apresentaram-se conservadas nesta regido e

bastante similares ao prototipo PO-13, com excecao no residuo 133 (M—L).
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Figura 25 - Diferencas observadas no alinhamento das sequéncias deduzidas de aa
da proteina NSP4 para os RVA detectados neste estudo em comparacdo com o
protétipo 02V0002G3.

Dominio Enterotoxigénico
[ |

- _11111111111131131311111131111313 1|21 (3)fif1 |1]l1

1| 3 |4|[s| 57777789 |9 01111111111222222222233333334 4| 24 |4][2] 2 |5[|5|

8| & |3||1| 60235811 |7| 301234567809012345678201234591 (2| 34 |e|[7] 2 [3||e
E10 RVA/CEK/02V0002G3/DEU/2002 |M| L |I||R| MVWWVIRS V| OVRVIEQLTRRELEQVRLLADIVELLESC [v| ve [E| [T R E|[s
EVA/CE/AVE 46/BRA/2009 I P TR E Tl . [¢||r| ® |p||w
EVA/CE/AVE B5/BRA/2010 ol O e -« = E|r| . |¢||z| B |p||w
EVA/CE/AVE B7/BRA/2010 ol O e -« = E|r| . |¢||z| B |p||w
RVA/CE/AVE 100/BRA/2010 il O e e -« =3 E |t . |¢||r]| & |p||w
RVA/CE/AVE 54 /BRA/2009 il O R e e -« = E |t . |¢||r]| & |p||w
RVA/CE/AVE 55/BRA/2009 il O R e e -~ E |t . |¢||r| ® |p||w
EBVA/CE/AVE B6/BRA/2010 I . Lfs| VoI ER T e ET| . |¢||r| ¥ |p||w
BVA/CE/AVE 97/BRA/2010 b P L I o -« o P E Tl 1. [o||rl®|p||w
EVA/CE/AVE 78/BRA/2010 NP BRI T I. |o||T| & || [
EVA/CE/AVE T5/BRA/2010 ol O e e -« = T I. |o||T| B |p| [
RVA/CE/AVE B2/BRA/2010 ol I D T I o - = o i M ] Wl -l 2
EVA/CE/AVE 73/BRA/2010 i I P TR <l b E Tl . [¢||r| ¥ |p||w
EVA/CE/AVE 65/BRA/2009 NP B WE |T| TS |o| [T| K D[ |7
EVA/CE/AVE 66/BRA/2009 ol O R e s = A WE |T| TS |o| |T| B |D| |
EVA/CE/AVE 64/BRA/2009 Bl O e = WE |1| TS |o| |T| B |D| |
RVA/CK/AVE BA4/BRA/2010 . 5 V.T..8e M ... ... ... AR EIEERE
RVA/CE/AVE 33/BRA/2009 mLf|s|vIzovee M ... L AR EIREERE
RVA/CE/AVE 39/BRA/2009 I M L|[S| VITITVERE M| ..o E |7 .5 |¢||r| ® |p||w
RVA/CE/AVE 40/BRA/2009 I M (L|[S| VITITVER M| ..ttt et et e e e e eee s ElT .5 ot ®p||w
EVA/CE/AVE B3/BRA/2010 i I A E |1 ms o] [ ' p|].
E10 RVA/CK/Ch-1/IRL/1979 R P s IS « . . . .
E10 RVA/CE/AR-SEP-840/USAS2005 . . . . V.I.IVEP . o\ttt irnnnenenineneeennnn. SIS . . . . .
E10 RVA/CE/USP336-13/BRA/2010 . T . . V.I.IV.E . ..M. Buuiiiinennnnnnnn T Ic. . K
E10 RVA/CE/NC-SEP-839/USA/2005 . T . . V.I.IV.E & ittt etiinen s ineninannnn. Is . . K.
Ell RVA/TE/MN-SEP-308/USA/2005 A E V. LV A teiieiiirnenrnnnnnnn M..DVDMS . . E. M
Ell RVA/TE/NC-SEP-833/USA/2005 L o M..NVDMS . . K. I
E4 RVA/TE/Ty-1/IRL/197% AR V.. IL e B veirneeinnennnnnnnnn M..DVDMS . . K. V
E4 RVA/PO/PO-13/JPN/1983 AEV..IIV. . B o ereeeeeeeeeaaaennn M..DIDMS . . K . V

Os nameros no topo demonstram a posicdo do aa na sequéncia. Um ponto indica identidade de aa
em comparacdo com a sequéncia referéncia naquela posicao. Algumas substituicbes caracteristicas
nas amostras da mesorregido metropolitana estao destacadas.

6.3.2 Picobirnavirus

As sequéncias parciais do gene RdRp de 13 amostras de PBV foram
comparadas com sequéncias previamente publicadas. As analises incluiram
fragmentos de 200 nt correspondendo aos nt 659-859 do gene RdRp (usando como
referéncia de gene RdRp a regido codificadora do prototipo RUBV-P numero de
acesso: GQ221268]). Para efeito de constru¢cdo da arvore filogenética 64 clones
foram sequenciados, cinco para cada uma de 12 amostras e quatro para a amostra
AVE 54. Cada sequéncia obtida a partir de um clone foi considerada como uma
variante gendmica possivel dentro de cada PBV. Assim, cada um desses genomas

parciais foi designado pela letra “v” seguida por um nimero sequencial.
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No final, foram obtidas 64 sequéncias, mas apenas 34 foram analisadas
(Quadro 8), pois para tal foram retiradas as sequéncias que apresentaram 100% de

similaridade nucleotidica e aquelas com baixa qualidade.

Quadro 8 - Esquema de utilizacdo dos clones na arvore filogenética de acordo com

a identidade nucleotidica que apresentaram.

AVE 35 AVE 35 cl1; AVE 35 c2; AVE 35 AVE 35v1
c3; AVE 35 c4; AVE 35 ¢c5
AVE 39 AVE 39 cl1; AVE 39 c2; AVE 39 AVE 39 vl
c3; AVE 39 c4; AVE 39 ¢5
AVE 42 AVE 42 c1; AVE 42 c2; AVE 42; AVE 42 v1
c3; AVE 42 c4; AVE 42 c5
AVE 48 AVE 48 c1; AVE 48 c2; AVE 48 AVE 48 v1; AVE 48 v2; AVE 48 v3
c3; AVE 48 c4; AVE 48 c5
AVE 54 AVE 54 c1; AVE 54 c2; AVE 54 AVE 54 v1; AVE 54 v2
c3; AVE 54 c4
AVE 57 AVE 57 c1; AVE 57 c2; AVE 57 AVE 57 v1; AVE 57 v2; AVE 57 v3
c3; AVE 57 c4; AVE 57 ¢5
AVE 61 AVE 61 c1; AVE 61 c2; AVE 61 AVE 61 v1; AVE 61 v2; AVE 61 v3;
c3; AVE 61 c4; AVE 61 c5 AVE 61 v4
AVE 70 AVE 70 c1; AVE 70 c2; AVE 70 AVE 70 v1; AVE 70 v2; AVE 70 v3
c3; AVE 70 c4; AVE 70 c5 AVE 70 v4
AVE 71 AVE 71 cl; AVE 71 c2; AVE 71 AVE 71 v1; AVE 71 v2; AVE 71 v3;
c3; AVE 71 c4; AVE 71 ¢c5 AVE 71 v4
AVE 77 AVE 77 cl; AVE 77 c2; AVE 77 AVE 77 v1; AVE 77 v2; AVE 77 v3
c3; AVE 77 c4; AVE 77 c5
AVE 101 AVE 101 c1; AVE 101 c2; AVE AVE 101 v1; AVE 101 v2
101 c3; AVE 101 c4; AVE 101 c5
AVE 104 AVE 104 c1; AVE 104 c2; AVE AVE 104 v1; AVE 104 v2; AVE 104
104 c3; AVE 104 c4; AVE 104 c5 v3; AVE 104 v4; AVE 104 v5
AVE 108 AVE 108 c1; AVE 108 c2; AVE AVE 108 v1
108 c3; AVE 108 c4; AVE 108 c5

Entre as 34 variantes obtidas ocorreram a formacao de diversos grupos de
sequéncias mais relacionadas, embora, ndo obedecendo a um padrdao de

distribuicdo regional ou agrupamento por espécie. As diversas variantes de PBV
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deste estudo relacionaram-se de forma heterogénea com outros PBV reportados em
distintas partes do mundo e obtidos em diferentes materiais e/ou espécies (Fig. 26).

Observou-se uma grande diversidade entre as variantes deste estudo e, entre
estas e os protétipos utilizados. Esta diversidade foi corroborada pelos baixos
valores de bootstrap (menores que 70%) nao informados na arvore. Assim, poucas
variantes puderam ser relacionadas especificamente a um prototipo (Fig. 26,

quadros em verde).
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Figura 26 - Arvore filogenética das sequéncias nucleotidicas dos fragmentos
clonados do gene RdRp do PBV.

95 EU938883 Gl PBV/New Jersey Raw Sewage 12/USA/2007
EU938850 GI PBV/Maryland Raw Sewage8/USA/2007
Gl PBV/chicken/AVE 77v3/BRA/2010
99 GU968944 Gl PBV/human/VS137/HOL/2007
| GU968942 GI PBV/human/VS111/HOL/2007
EU938900 GI PBV/Washington Raw Sewage2/USA/2007
Gl PBV/chicken/AVE 39v1/BRA/2009

Gl PBV/chicken/AVE 71v2/BRA/2010
EU938820 Gl PBV/Louisiana Raw Sewage11/USA/2007

100

81" GI PBV/chicken/AVE 71v1/BRA/2010
EU938815 Gl PBV/Louisiana Raw Sewage6/USA/2007
Gl PBV/chicken/AVE 101v1/BRA/2010
EU938890 GI PBV/Oregon Raw Sewage7/USA/2007
Gl PBV/chicken/AVE 61v4/BRA/2009
Gl PBV/chicken/AVE 77v1/BRA2010
Gl PBV/chicken/AVE 35v1/BRA/2009
Gl PBV/chicken/AVE 48v3/BRA/2009
Gl PBV/chicken/AVE 77v2/BRA/2010

100

Gl PBV/chicken/AVE 104v4/BRA2010
Gl PBVIchicken/AVE 61v2/BRA/2009
100[ Gl PBV/chicken/AVE 61v3/BRA/2009
Gl PBV/chicken/AVE 101v2/BRA/2010
Gl PBV/chicken/AVE 54v2/BRA/2009
100] Gl PBV/chicken/AVE 57v2 /BRA2009
Gl PBV/chicken/AVE 57v3/BRA/2009
EU814971 Gl PBV/snake/BR-01/BRA/2006
1001 Gl PBVichicken/AVE 42v1/BRA/2009
[ Gl PBV/chicken/AVE 48v2 [BRA/2009
Gl PBV/chicken/AVE 104v3/BRA/2010
100! GI PBV/chicken/AVE 108v1/BRA/2011
EU814970 GI PBV/dog/BR-01/BRA/2004
EU814972 GI PBV/rat/BR-01/BRA/2006
Gl PBV/chicken/AVE 70v3/BRA2010
Gl PBV/chicken/AVE 104v2/BRA/2010
100! GI PBV/chicken/AVE 104v5/BRA/2010
Gl PBV/chicken/AVE 71v3/BRA/2010

HM803965 Gl PBV/turkey/MD-2010/USA/Xxxx
AB478502 Gl PBV/human/GPBV3/IND/2007

Gl PBV/chicken/AVE 70v4/BRA/2010

Gl PBV/chicken/AVE 57v1/BRA/2009

Gl PBV/chicken/AVE 54v1/BRA/2009

Gl PBV/chicken/AVE 61v1/BRA/2009

AM706372 G| PBV/porcine/D4/HUN/XxXxx

Gl PBV/chicken/AVE 104v1/BRA/2010

GQ221268 G| PBV/bovine/RUBV-P/IND/2005

rl— Gl PBV/chicken/AVE 70v2/BRA/2010

AF246938 GI PBV/human/104-FL-97/USA/1997

99

GI PBV/chicken/AVE 71v4/BRA/2010

EU938727 Gl PBV/California Raw Sewage6/USA/2007
Gl PBV/chicken/AVE 48v1/BRA/2009
AB193349 GI PBV/human/P597/IND/xxxx

AB598401 G| PBV/equine/BG-Eq-3/IND/2010
AM706375 Gl PBV/porcine/D6/HUN/xxxx

80
—'__ EU938809 G| PBV/Florida Keys Raw Sewage38/USA/2007

98- EU938877 Gl PBV/New Jersey Raw Sewage6/USA/2007
Gl PBV/chicken/AVE 70v1/BRA/2010
EU938908 Gl PBV/Washington Raw Sewage10/USA/2007
AF246939 Gl PBV/human/1-CHN-97/CHN/1997
AF246940 GIl PBV/human/4-GA-91/USA/1991

0.1
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Sequéncias comecgando em “AVE” sdo do presente estudo. A arvore filogenética foi construida pelo
método de neighbour-joining. Os valores de bootstrap (2.000 réplicas) estéo indicados nos noés da
arvore, valores menores que 70% nao estao representados. A barra de escala é proporcional a
distancia filogenética. O prototipo de PBV do genogrupo Il (4-GA-91) foi incluido como grupo externo
para melhor entendimento dos relacionamentos genéticos entre as cepas. Chicken=Frango;
Turkey=Peru; Pigeon=Pombo; Raw Sewage=Agua de esgoto; Human=Humano; Snake=Cobra;
Dog=Canino; Rat=Rato; Porcine=Suino; Bovine=Bovino; Equine=Equino. BRA=Brasil; CHN=China;
HOL=Holanda; HUN=Hungria; IND=india; USA=Estados Unidos e JPN=Jap&o.

As variantes de PBV do presente estudo apresentaram similaridade
nucleotidica variando entre 50,3 e 100%, enquanto que ao nivel de aa esses valores
foram de 62,1 e 100%. Para as variantes que agruparam especificamente com 0s

protétipos inclusos nas analises, esses valores estdo apresentados na tabela 11.

Tabela 11 — Valores de similaridade aos niveis de nt e aa observados entre
variantes identificadas neste estudo e sequéncias prototipo, considerando
agrupamentos que apresentaram valores de bootstrap iguais ou superiores a 99%.

Variantes Prototipos Similaridade nt Similaridade aa
AVE 77v3 VS 137 97% 98,2%
AVE 39v1, 71v1, Louisiana Raw 98,5-100% 98,5-100%
71v2 Sewagell
AVE 54v1, 57v1, GPBV3 85,4-95% 89,3-98,2%
61v1, 70v4, 104v1l D4

Para as demais variantes de PBV detectadas na mesorregido metropolitana
de Belém, tais valores de similaridade nucleotidica e aminoacidica, quando
comparadas com todos os protétipos analisados, foram 56,7-84,1% e 56,1-87,9%,

respectivamente.

De forma geral, as variantes deste estudo foram mais relacionadas entre si do

gue com os prototipos utilizados para comparacgao.

A andlise da sequéncia de aa abrangeu os residuos 204 a 269 da proteina
RdRp da amostra RUBV-P e revelou diversas substituicbes nas amostras da
mesorregido metropolitana de Belém (Fig. 27). Apesar da ampla diversidade
aminoacidica entre as amostras de PBV analisadas, tanto as colhidas neste estudo
quanto os prototipos, péde ser observado que o dominio D-S/T-D (aa 262-267)

manteve-se conservado em todas as sequéncias.
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Figura 27 - Alinhamento das variantes gendmicas detectadas neste estudo em
comparacao com o protétipo Bovine/RUBV-P.

213 223 233 243 253 263 268

N P B L T P Y PR DY NV Py P I
Bovi ne/ RUBV- P VWWEPFGVNI AELSVYQPLl ERCQDKNLI APW GL SAVDRRI TQ_FETKRPEDYVI CTBHT HbloH
AVE 104vi .. .. .. A ... RC...... T.. RF. . VPA. VSMES. . .. .. RMD .D KD ... |[E T
AVE 61vl ... .. A ... .. RL...... T..RF..VPA VSMES...... RMD..D.K Dl .. 9 .
AVE 54vl ... .. A ... .. RL...... T..RF..VPA VSMES...... RMD..D.K Dl .. 9 .
AVE 57vl ... .. A ... .. RL...... T..RF..VPA VSMES...... RM D..D. K DI . 9 .
AVE 70v4 ... A ... RL...... T..RF..VPA VSMES. . .... RV D..D. K DI . ||
Por ci ne/ D4 7777 A .. .. RC...... T..RF..VPA. VSMES. . Q... RM D. . D. K DI PP
Hurman/ GPBV3 22?222 A. .G .RL.. . ... T..RFED. VPA.VSMDS. . Q.. .RM D . D. T.DI V. .| | [Sp2P?
AVE 54v2 ... LA...R.Q...... SA. RF. . VPA. VSMES. . . ... D..DS.SDD. L. V. .| ||d .
AVE 70v3 MAL..S..O . ..... G . KH. . VPA VSVES. . KN. . SM D. . DDD. L. V. .| [|§"
AVE 104v2 ... ... LV.HM . .. ... SM HT. . VPA. V. MES. . KE. . H.. D..SDD. L. V. .| || .
AVE 104v5 .. . ... ... LV.HM . .. ... SM HT. . VPA.V.MES. .KE. . H..D. .SDD.L. V. .| ||9 .
AVE 101vl ... .. YA ..QO .R...... AA. NCR VPA. VSMEL. . . HV. EM D. . SDD. LI V. .. |[3] .
AVE 101v2 ... .. YA...O R ...... AA. KF. . VPA. VSMES. . KAV. R. . D. . SSD. L. V. .|. |9 .
AVE 61v2 ... .. A ..E.R...... AA. KFD. VPA. VSMDS. . . . . . EM D..SAD. L. V. .| [||d .
AVE 61v3 .. A .E..R...... AA. KFD. VPA. VSMDS. . . . . . EMD..SAD. L. V. .| ||g .
AVE 61v4 ... A LQ.R...... GA. KSR VPA. VSMDE. . . . . . DM D. . SSD. L. R
AVE 77vl ... A LQ.R...... GA. KSR VPA. VSMDE. . . . . . DM D. . SSD. L. 9 .
AVE 35v1 ..., A LQ.R...... GA. KSR VPA. VSMDE. . . . . . DM D. . SSD. L. 9 .
AVE 48v3 ... .. A LQ.R...... GA. KSR VPA. VSMDE. . . . . . DM D. . SSD. L. 9 .
AVE 77v2 ... A LQ.R...... GA. KSR. VPA. VSMDE. . . . . . DM D. . SSD. L. <
AVE 104v4 ... .. A LQO.R...... GA. KSR. VPA. VSMDE. . . . .. DM D..SSD. L....[}||d.
AVE 77v3 .. YA . .. .. Q...F..AARF.IVPA VSFDE. .K...AMD..ASD. L. V. .| [|9 | 1.
Human/ VS137 272?22YA. .. ... Q ...F..AA KF.IVPA VSFDE..K...AM D. . ASD. L. V. .| | |72
N.J RawSewagel2 ..... YA ... .. Q....F..AA RH WPA VSFDE..K...AMD..ADN. L. V. .| ||9 .
Maryl RawSewage8 ... .. YA .. ... QL...F..AA RH.|.PA VSFDE. .K... AM D.. ASN. L. V. .| |9 .
AVE 71v2 . YA .. ... QL. .. F..AV.KF.V.PA.VSMD...K...DM D..SDS. L. V. .| [|9 .
AVE 39v1i ... .. YA .. ... Q... F..AAKF.V.PA.VS\MD...K...DMD..SDS. L. V. .| [|H .
AVE 71vi ... YA ... .. Q...F..AAKF.V.PA.VS\MD...K...DMD..SDS. L. V. .| ||9 .
Loui s. RawSewagel .. ... YA ..... Q...F..AAKF.V.PA.VSMD...K...DMD..SDS. L. V..|. |9 .
AVE 71v4 VR .Q ... .. AAA. RG. . VPA. V. MDS. . KAV. K. . D.. S. K. LI ER
AVE 48v1i_ A VK .QOL .. ... AF. HE. YWPA. V. TD. . . LAV. KM DS. AAD. L. .. .| [|5 .
AVE 42v1 ... .. A ..R.Q ....T.AA KFG .PA VSME. .. KTV.R . D..SDN. L. V. .[ |9 .
AVE 48v2 .. . A_..R.Q ... .T.AAKFG .PAVSME .. KIV.R.D...DN L. V. [ [[§"
AVE 104v3 ... . ALK .Q ... AA KF. . VPA.VSMD. . . KK . D..D..SDS. L. V. .| [[§~
AVE 108v1 .. .. .. A K.Q . ..., AA. KF. . VPA. VSMD. . . KK. . D..D..SDS. L. V. .| ||d .
AVE 57v2 ... ... AL K.Q...... AA. KF. . VPS. . SMDE. . KV. . K. . D. . SKN. LI V. .
AVE 57v3 ... .. A K.Q . ..., AA. KF. . VPS. . SVMDE. . KV. . K. . D. . SKN. LI V. .
AVE 70v2 .. YAL..Q .. 1...... AA. NF. . VPA. VSMEQ. . EV. . . .. D.. CKN. Sl 1
AVE 70v1I ... I..E..RF...A..VA.QLQVPA.VSI\/D...A...K..D..GSR.LIV HIER
AVE 71v3____ A._.E .RL_..A _.LARH.VPA . ME ..KS. .. .. D.. CKN. L. V. [ [|§"
Human/ P597 ... ... A ..Q .RL...... S.. KF..VPA VSMES. . KC. . K. . D. . SAD. DI ENEE
Equine/ BG Eq-3  ??2??2.S...N..Q ...... S. . KFD. VPA. VSMES. . Q .. MM D. . AKD. V SA2p?
Por ci ne/ D6 2?2?22 A...R.Ql...... L.. RFE. VPA. VSMES. . . . .. KM D. . AKD. LA A2p?
F. K RawSewage38 ...... S...R.QM..... S..RF..VPA.VSME. . ..... DM D. . GEN. L 9 .
N.J RawSewage6  ...... A..R.QM..... S..RF..VPA.VSME. ...... DM D. . GEN. L e
Wash. RawSewagelO. . .. .. A...E .RY...A .AA NF..VPA VSMES..D...RM D..GSD. L. . ||
Snake/ BR-01 ~  ...... A ... Q...M.AA RFD. VPA. V. MES. .. ... K. . DN. SSD. L. V22?P?R2?P?
Human/ VS111 ????2?2YA. . E..R ...... AA. RF. . VPA. VS\VD. .. K...AM D. . ADD. L. V. .| | [sP??p?
Oreg. RawSewage7 ... .. YA...E..R ...... AA. RFR VPA. VSMDE. . . . . . RM D...DD. LIV..|[||g.
Wash. RawSewage2 ... .. YA..R QL. ... A..RFD. VPA. V. D...K...DMD..SDS. L. V. SHAw
Human/ 104- FL- 97  ?2??22YA. . . K . Q ..... AAF. KH. . VPA. VSMDE. . . TV. R . D. . GSN. LI EpPA?P?
Loui s. RawSewage6 . . . .. YA ..E.......... KV. SF. . VPA. VSMES. . . ... AM D. . ASN. L. V. <
Cal i f. RawSewage6 . . . .. YA ..Q.Q...... AF. YH..VPA.V.MD...VEV.R .D....S. L e
Dog/BR-O01  ..... YA...E..R ...... AA. KF. YVPS. VSMVD. . . . K. . D.. D.. GD\PI ||
Rat/BR-01 ..... YA ... .. Q...... AA NTR . PS.VSMDE. . . A..Y..D..CRD. LI ...[ ||| .| pP?
Human/ 1- CHN-97 ... ... ... VK. .QF. .. A . IAKRNWNTPA. . . ME...Q ..K .D. .AKSEL.. S
Turkey/ MD-2010  ...... S..AQ.R...... AA RHA VPA. . SMD...M..NMD..GAN.D... .| ||9 .|

Os nimeros no topo demonstram a posicao do aa na sequéncia. Um ponto indica identidade de aa
em comparagdo com a sequéncia referéncia naquela posicdo e (?) indica sequéncia néo
determinada. As linhas horizontais demarcam os varios perfis aminoacidicos encontrados entre as
amostras da mesorregido metropolitana de Belém. A regido do dominio D-S/T-D (aa 262-267)
conservada entre as amostras esta em destaque.
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6.3.3 Reovirus

Os fragmentos parciais do gene S2 provenientes dos produtos de PCR de 15
amostras positivas para o ARV foram sequenciados e comparados com sequencias
previamente publicadas. As andlises incluiram fragmentos de 627 nt, os quais
corresponderam aos nt 20-646 do gene S2, usando a sequéncia da regido

codificadora do prototipo OS161 (Numero de acesso: AF294770) como referéncia.

Os ARV deste estudo foram mais relacionados aos ARV obtidos em frangos
(0OS161 e S1133), peru (Muntrilj06) e avestruz (Ostl), muito embora ficando em um
grupo separado. Das 15 sequéncias obtidas, 13 foram mais similares entre si,

engquanto que as amostras AVE 29 e 49 foram mais divergentes (Fig. 28).

Figura 28 - Arvore filogenética construida usando as sequéncias do gene S2 do
ARV amplificados de 15 amostras de pool fecal de aves.

78 AVE 31
[AVE 52
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AVE 57
AVE 44
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100
AVE 100
”° —AVE 38
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] 1(5[ AVE 48
do — AVE 29
—|_— AVE 49
FJ606766 TK/Avian orthoreovirus Muntrilj06
AF294770 CK/Avian orthoreovirus 0OS161
100 100 - AF104311 CK/Avian orthoreovirus S1133
—— AB435371 OS/Ostrich orthoreovirus Ostl
AY962259 DU/Muscovy duck reovirus strain S14
100 L AY962262 GO/Goose reovirus strain G040

L19774 Mammalian orthoreovirus strain Lang

©
@®
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AF059719 Baboon reovirus

Sequencias comecgando em “AVE” sdo do presente estudo. A arvore filogenética foi construida pelo
método de neighbour-joining e Kimura dois parametros. Os valores de bootstrap (2.000 réplicas)
estdo indicados nos nés da arvore. Valores menores que 70% nao estdo representados. A barra de
escala é proporcional a distancia filogenética. O protétipo de ARV de mamifero (Baboon reovirus) foi
incluido como grupo externo para melhor entendimento dos relacionamentos genéticos entre as
cepas. CK=Frango; TK=Peru; OS=Avestruz; DU=Pato; GO=Ganso.
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O gene S2 dos ARV do presente estudo apresentaram entre 90,1 e 100% de
similaridade ao nivel de nt e entre 96,6 e 100% ao nivel de aa entre si. Na
comparacdo das sequéncias deste estudo com os dois protétipos obtidos de
amostras de frango, os valores observados, respectivamente, ao nivel de nt e aa
foram de 90,9 a 94,4% e 95,2 a 99,5%. Quanto aos protétipos das demais espécies
incluidas nas analises, tais valores variaram de 86-91,1% (nt) e 95,3-99% (aa) para

peru e avestruz e de 69,5-73,1% (nt) e 90,6-91,3% (aa) para pato e ganso.

A andlise da sequéncia de aa (correspondendo as posicdes 8 a 215 da
proteina oA da amostra OS161) revelou algumas substituicbes nas amostras da
mesorregido metropolitana de Belém, sendo as mais caracteristicas observadas nos
residuos S81N e A118V (Fig. 29).

Figura 29 - Alinhamento das sequencias deduzidas de aa detectadas neste estudo
em comparacao com o prototipo OS161.

111111111111111111112
2444466777777777 8899990111222223456668888991
83012323123456789017890123180045675425670456373
0s161 FTLSSMLMHSATVPGVL FNVFCLY DLLNRLSWPNONFVTSD
AVE 31 ... N M A ?
AVE 52 ..o N M A
AVE 104 ... N
AVE 45 ... M I .
AVE 82 N B Y/ R..... I
AVE 57 LR 2o Mo 2 2.
AVE 44 NN M
AVE 36 NN M
AVE 100 N Lo N M
AVE 38 ... e Mo
AVE 103 ... S e
AVE 46 ... ... NP S.....
AVE 48 ... N VP
AVE 29 2 oo N
AVE 49 ... e
S1133 P Yo R .1...
Muntriljo6e ?2?..... L N. L T..... K. 2?2?2727
Gstl PN N . ... T oH ?
S14 V.. ALSL. .. Il..1..NN FAV RO O M

Os nimeros no topo demonstram a posi¢cao do aa na sequéncia. Um ponto indica identidade de aa
em comparacdo com a sequéncia referéncia naquela posicdo e (?) indica sequéncia néo
determinada. As principais substituicdes caracteristicas nas amostras da mesorregiao metropolitana
estdo em destaque.
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7 DISCUSSAO

Embora a literatura sobre virus segmentados de RNAfd em aves ndo seja
abundante, alguns trabalhos enfocando aspectos epidemiolégicos ajudam a tracar o
panorama das infec¢cdes ocasionadas por estes agentes em todo o mundo. Essa
deteccdo baseava-se essencialmente na EGPA, ja que o perfil eletroforético exibido
por essa técnica é caracteristico, possuindo especificidade relativamente alta, mas
com baixa sensibilidade (TAMEHIRO et al., 2003; OTTO et al., 2006; BANYAI et al.,
2008; PANTIN-JACKWOOD et al., 2008; ISLAM et al., 2009; JINDAL et al., 2010a,
2010b; OTTO et al., 2012).

Nenhuma das amostras estudadas pela EGPA neste estudo apresentaram
padrdo de migracao eletroforética compativel com RVA-A. No Brasil, Tamehiro et al.
(2003) encontraram perfil eletroforético caracteristico de RVA-A em 9,4% das
amostras positivas para RVA utilizando amostras fecais de frangos de corte colhidas
sobre a cama do aviario em forma de pool. Na Alemanha, Otto et al. (2006)
descreveram maior frequéncia ao RVA-D por EGPA do que os demais grupos que
ocorrem em aves, sendo que das 41 amostras fecais colhidas a partir do contetudo
intestinal e analisadas pela EGPA somente quatro apresentaram perfil eletroforético
caracteristico de RVA-A. Nenhum dos eletroferotipos detectados no estudo de Islam
et al. (2009) em amostras colhidas diretamente da cloaca e analisadas
individualmente e Niture et al. (2010), em aves de corte e postura da india,
apresentaram padrdo de migracdo do RNA compativel com RVA-A. Otto et al.
(2012), verificaram que o RVA-D foi o mais prevalente grupo encontrado nas
amostras fecais e de conteldo intestinal de frangos analisadas por EGPA (29,3%),
sendo que o0 RVA-A s0 foi encontrado em 3% das amostras de frangos estudadas.

Em relacdo ao PBV, a positividade de 15,3% observada neste estudo nas
amostras analisadas por EGPA é semelhante ao quadro observado no Brasil por
Alfieri et al. (1988) e Leite et al. (1990), os quais detectaram o PBV em amostras
fecais de frangos de corte em 14,2% e 17,1% dos casos, respectivamente.
Situagbes que contrastaram com o observado por Tamehiro et al. (2003) que,
utiizando o mesmo método de colheita e andlise deste estudo, encontraram menor
positividade (3,4%) ao pesquisar o PBV em amostras fecais de frangos de corte no

sul do Brasil.
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Quanto ao ARV, os resultados da frequéncia detectada pela EGPA nesta
pesquisa (1,2%) assemelham-se aos poucos trabalhos disponiveis na literatura. No
Brasil, Alfieri et al. (1989b) e Tamehiro et al. (2003) encontraram o ARV em 9,26% e
1,8% das amostras fecais de frangos de corte, respectivamente.

Em uma analise geral, quando as frequéncias observadas neste estudo para
os trés virus foram comparadas com os resultados descritos na literatura, verificou-
se a presenca de resultados muito semelhantes, o que pode estar relacionado com a
populacdo alvo destes estudos (basicamente frangos de corte) e os métodos de
criagdo que, normalmente, seguem padrdes semelhantes no territério nacional e em
vérias partes do mundo.

Quando os resultados obtidos por EGPA foram confrontados com os de RT-
PCR, verificou-se a baixa sensibilidade do primeiro em relacdo ao segundo (dados
nao mostrados), situagao bastante discutida na literatura (TAMEHIRO et al., 2003;
OTTO et al., 2006; BANYAI et al., 2008; PANTIN-JACKWOOD et al., 2008; ISLAM
et al., 2009; JINDAL et al., 2010a, 2010b; OTTO et al.,, 2012). No entanto, outros
fatores comentados a seguir também podem ter influenciado na baixa sensibilidade
do EGPA.

Segundo Otto et al. (2006, 2012) os RVA-A sao excretados frequentemente
em titulos baixos nas fezes de animais sem sinais clinicos, ao contrario do que
ocorre com 0s RVA-D. Embora o foco deste estudo ndo tenha sido a avaliacéo
clinica dos rebanhos, de uma forma geral, ndo se observou problemas sanitarios nos
rebanhos pesquisados, reforcando esta hipétese como uma das provaveis causas
da ndo obtencdo de amostras positivas para o RVA-A neste estudo.

Gallimore et al. (1995) reportaram que a maioria dos PBV detectados em
fezes de seres humanos estavam em baixa concentracdo. Wakuda et al. (2005)
reforcaram este relato quando colocam que a quantidade de particulas de PBV
eliminadas nas fezes é muito pequena. Carruyo et al. (2008), complementam os
autores anteriores, aventando a possibilidade de que algumas cepas estariam
presentes em carga viral abaixo do limite de deteccdo pela EGPA. Por outro lado,
Bényai et al. (2008) comentam que o PBV teria sido detectado em alguns estudos
anteriores que utilizaram a EGPA devido a grandes quantidades de virus

ocasionalmente excretadas nas fezes de uma variedade de mamiferos e aves.
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Pantin-Jackwood et al. (2007a) ao desenvolverem pesquisa sobre patologia e
distribuicdo tecidual do ARV em perus, verificaram que o ARV néo replicou bem no
intestino e foi pouco excretado via cloaca.

Estas afirmacdes podem ajudar a inferir que os resultados negativos para a
deteccdo dos trés virus pesquisados por EGPA também podem ser resultado dos
titulos baixos de excrecéo viral que eles normalmente apresentam em aves aliado a
contaminacgao por matéria organica oriunda da forma de colheita destas amostras.

De acordo com Villarreal et al. (2006), a utilizacdo do cultivo celular em
associacdo a EGPA é recomendada para a melhoria da resolugdo de amostras que
apresentam segmentos gendmicos com fraca visualizacdo. Esta alternativa seria
valida para o RVA e ARV, visto que o PBV, até o presente, ndo parece ser cultivavel
(WAKUDA et al., 2005; SYMONDS et al., 2009; FREGOLENTE, 2010).

Os resultados deste estudo para deteccdo do RVA, PBV e ARV por EGPA
podem também ter sido influenciados pelo uso, na etapa de preparacdo das
suspensdes fecais, da centrifugacdo em forca de 700 x g, menor do que a
comumente empregada nos trabalhos que também utilizaram este teste diagnostico
(OTTO et al.,, 2006; VILLARREAL et al.,, 2006; WANG et al., 2007; OTTO et al.,
2012). Desta forma, a utilizacdo de uma maior forca g entre 2.000 e 12.000 poderia
ter melhorado a concentracdo do &cido nucleico do virus e, consequentemente, a
visualizacdo dos segmentos gendmicos, gerando maiores resultados positivos.

A RT-PCR é capaz de detectar o acido nucleico viral durante os estagios
iniciais da infeccdo sem a necessidade do aparecimento de altos titulos de virus em
amostras clinicas nas espécies acometidas (NITURE et al., 2010). Nesse sentido,
Otto et al. (2006, 2012) verificaram que algumas amostras que foram negativas na
EGPA mostraram-se positivas na RT-PCR, indicando a alta sensibilidade deste

ultimo teste e demonstrando a baixa sensibilidade da EGPA.

Em relagdo aos resultados obtidos por RT-PCR, no caso do RVA a
positividade obtida de 41,2% neste estudo foi menor do que a descrita por Pantin-
Jackwood et al. (2007b), nos E.U.A, em perus comerciais sadios que foi de 67,7%
usando o0 mesmo meétodo e gene, mas diferentes iniciadores. Subsequentemente,
Jindal et al. (2010a), nos E.U.A, encontraram menores frequéncias (30,6%) quando
testaram amostras fecais de perus comerciais por RT-PCR, usando o mesmo gene e

iniciadores que Pantin-Jackwood et al. (2007b). A utilizacdo de diferentes
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iniciadores, ainda que tendo como alvo o mesmo gene pode ocasionar diferencas na

sensibilidade do teste e, portanto, nos resultados obtidos (OTTO et al., 2012).

A comparacdo entre os resultados para PBV obtidos por RT-PCR nas
amostras da mesorregido metropolitana de Belém (49,4%) e a literatura esbarra no
desconhecimento ou indisponibilidade de trabalhos desenvolvidos em frangos
empregando esta ferramenta molecular. Desta forma, alguns trabalhos ao redor do
mundo que utilizaram a mesma técnica e iniciadores empregados nesta pesquisa
demonstraram que a prevaléncia do PBV em diferentes espécies (humanos, suinos,
répteis, caninos e roedores) e amostras de agua de esgoto pode variar muito (0,86-
100%) (BHATTACHARYA et al., 2006; BANYAI et al., 2008; FREGOLENTE et al.,
2009; SYMONDS et al., 2009). Vale ressaltar que devido o uso de somente
iniciadores que identificam amostras pertencentes ao genogrupo | dos PBV nesta
pesquisa, estima-se que a real prevaléncia das picobirnaviroses entre os frangos de
corte da area estudada pode estar subestimada, haja vista que amostras
pertencentes ao genogrupo Il ou ndo-lI e ndo-Il estariam de fora dos dados obtidos
(CARRUYO et al., 2008; GANESH et al., 2012). Portanto, segundo Fregolente et al.
(2010), sédo necessarios estudos que definam por uma sequéncia nucleotidica Unica
e conservada, que permita o desenho de iniciadores capazes de diagnosticar todos
os PBV.

De forma semelhante, para o ARV, pouca literatura enfocando a
epidemiologia molecular e tendo como alvo o gene S2 esta disponivel. Contudo, a
prevaléncia de 32,9% observada nas amostras deste estudo pode ser comparada
aos achados de Lojkic™ et al. (2010) na Croécia, que encontraram o ARV em 13%
das amostras fecais de perus utilizando os mesmos iniciadores aqui empregados.
Posteriormente, Reck (2011) em estudo envolvendo a RT-PCR, mas tendo como
alvo o gene S1, obteve 33,9% de positividade nas amostras de frangos analisadas

no Brasil.

Diferencas nas frequéncias das infec¢des por virus entéricos sdo encontradas
e podem ser influenciadas por inumeros fatores como, desenho do estudo,
sensibilidade analitica do método de escolha, pais aonde o estudo foi feito,
condicdes climaticas, viruléncia da cepa, falhas no manejo, periodo em que o estudo

foi desenvolvido (por exemplo, esporadico versus surto), espécies (exemplo, animais
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domésticos versus animais de zooldgico), idade, presenca de doencas (casos
diarreicos ou néo diarreicos) e condi¢cdes ocultas (pacientes imunocomprometidos
versus imunocompetentes), estado fisioldégico (condicdes estressantes, parto e
lactacdo), tamanho da amostra, métodos de deteccéo e coinfeccbes (KARIM et al.,
2007; MARTINEZ et al., 2010; GANESH et al., 2012).

Segundo Furtado et al. (2005), na moderna avicultura, devido a expansao da
producdo de frangos e ao aumento dos custos de construcdo, ha o interesse em
aumentar o nimero de aves por m?, a fim de maximizar a producédo por area, porém
sem expandir o numero de galpdes. Em climas tropicais e subtropicais, a alta
intensidade de radiacdo e os elevados valores de temperatura e umidade relativa do
ar representam condi¢des de desconforto térmico, no interior das instalagbes, que
podem restringir o desenvolvimento e a reproducdo dos animais e causar situagdes
de estresse nas aves (LIMA et al.,, 2009). Por sua vez, condicbes de estresse
provocadas pelo manejo dos animais podem contribuir para as altas taxas de
deteccdo do PBV em estudos de populacdo (MARTINEZ et al.,, 2010). Esta
afirmacao feita para o PBV poderia também aplicar-se a outros virus entéricos
segmentados, como no caso deste estudo.

A prevaléncia do RVA nos municipios estudados variou entre 0%
(Ananindeua e Santo Antbnio do Taud) e 80% (Belém) mostrando diferencas
significativas na disseminagdo do virus na regido estudada (Tabela 1). Achados
similares foram encontrados por Karim et al. (2007), os quais observaram que a
prevaléncia do RVA em frangos mostrou significante variagcdo em diferentes distritos.
Para PBV e ARV, também foram encontradas areas de alta e baixa prevaléncia,
sendo que ndo ha conhecimento ou disponibilidade na literatura de trabalhos
enfocando este tipo de abordagem.

A presenca de areas com alta prevaléncia de RVA (Belém, Santa Barbara e
Santa Isabel), PBV (Santa Béarbara, Benevides, Castanhal, Inhangapi e Belém) e
ARV (Castanhal, Inhangapi e Belém) abrangeu seis dos oito municipios
pesquisados, demonstrando a ampla disseminacdo desses virus entéricos entre a
populacdo de frangos de corte na mesorregidao metropolitana de Belém. Esta
disseminacgao pode ser explicada pela alta concentragdo de granjas em pelo menos
trés destes municipios (Santa Isabel, Castanhal e Benevides). Com isso, as

distancias entre as granjas sdao menores e, mesmo com a adocdo de medidas



95

profilaticas pelos criadores, o risco de disseminagdo de agentes infecciosos se torna
maior. Embora apresentassem uma concentragdo de granjas menor que Santa
Isabel, Castanhal e Benevides, os outros trés municipios restantes com alta
prevaléncia de dois ou mais virus pesquisados (Belém, Santa Barbara e Inhangapi),
apresentavam granjas pertencentes as mesmas empresas (integradoras 1 e 2) que
atuavam na &rea com a maior concentracdo de granjas. Desta forma, acredita-se na
possibilidade de constantes intercambios de fornecedores de insumos e material
geneético entre as granjas pertencentes a estes seis municipios mais acometidos por
RVA, PBV e ARV. Por outro lado, na area onde houve menor prevaléncia do RVA,
PBV e ARV representada por Ananindeua e Santo Anténio do Taud, havia uma
baixa concentracdo de granjas no primeiro, enquanto que outra empresa
(integradora 3) diferente daquelas presentes nos municipios mais acometidos
(integradoras 1 e 2) era responsavel pelo processo de integracdo das granjas
pesquisadas no segundo municipio. Portanto, futuras investigacdes, inclusive com
adocao de questionarios epidemioldgicos, podem ajudar a elucidar se a densidade
de granjas avicolas nos municipios e as medidas de manejo adotadas pelas
integradoras nas propriedades seriam 0s principais fatores de risco para
disseminacgao de agentes infecciosos entre as granjas, auxiliando na elucidacéo das
principais diferencas estatisticas encontradas entre os municipios estudados.

Esta pesquisa identificou RVA em maior frequéncia nos frangos acima de 15
dias de idade. Yason e Schat (1987) sugeriram que pela maior demora na
substituicdo das células epiteliais das vilosidades intestinais em aves de maior
idade, as adultas seriam mais susceptiveis as infec¢des por RVA. Tamehiro et al.
(2003), encontraram fundamento nestas afirmacdes ao observarem maior
positividade de RVA em amostras de frangos de corte com idade acima dos 15 dias.
No entanto, Islam et al. (2009) (em frangos de corte), Pantin-Jackwood et al. (2008)
(em frangos comerciais) e Jindal et al. (2010a) (em perus comerciais) quando
estudaram a presenca do RVA, verificaram que a faixa etaria até os 15 dias de idade
foi a mais acometida.

A comparacgao entre os resultados para PBV obtidos nesta pesquisa e os da
literatura, com relacdo a faixa etaria, é dificultada pela escassez de trabalhos
desenvolvidos em frangos enfocando este aspecto. No entanto, dentre as amostras
positivas, Tamehiro et al. (2003) encontraram maior positividade (69,2%) para o PBV

em amostras fecais de frango com idades entre 35-49 dias. Estes achados
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corroboram com o0s resultados encontrados nas amostras da mesorregiao
metropolitana de Belém, visto que a maior positividade (69%), dentre as amostras
positivas, foi encontrada nos frangos entre 31-45 dias.

O ARV foi identificado em maior frequéncia nos frangos acima de 15 dias de
idade nas amostras pertencentes a mesorregido metropolitana de Belém,
corroborando com as pesquisas de Tamehiro et al. (2003) e Jindal et al. (2010a).
Pantin-Jackwood et al. (2008) encontraram resultados discordantes ao detectarem o
ARV com maior frequéncia em amostras fecais de frangos com idades abaixo dos
15 dias.

McNulty et al. (1983) descreveram que o RVA é normalmente excretado nas
fezes de frangos menores que 14 dias de idade devido a provavel modulacdo da
imunidade passiva de origem materna. Subsequentemente, McNulty et al. (1984)
sugeriram que o estabelecimento do RVA em algumas faixas etarias pode ocorrer
por fatores tais como suscetibilidade dos animais mais jovens, nivel de imunidade
passiva, dose infectante, diferencas no manejo e condicfes estressantes. Os fatos
anteriormente descritos, aliados a questdes geocliméaticas podem ajudar a explicar
as principais diferencas estatisticas observadas para o RVA e PBV, sendo que estes
fatores parecem nao afetar significativamente a frequéncia do ARV entre as faixas
etarias pesquisadas. Como ndo ha conhecimento de trabalhos utilizando esta
metodologia estatistica na pesquisa destes agentes virais aqui enfocados, estima-se
que futuros trabalhos poderiam contribuir no aprofundamento das respostas sobre
as diferencas estatisticamente significativas observadas nas frequéncias entre as
faixas etarias.

O maior numero de amostras positivas para o RVA foi observado em animais
submetidos a altas densidades populacionais (>9 aves/m?) e diferencas
estatisticamente significantes foram observadas quando comparadas com animais
submetidos a baixas densidades (<9 aves/m?) (Tabela 7). De acordo com Manno et
al. (2011) frangos alojados em galpbes com altas densidades podem ser
predispostos a problemas sanitarios. Provavelmente, a maior proximidade entre as
aves por m? facilitou a circulacdo do RVA entre as granjas com maior densidade e
dificultou nas de menor densidade. Por outro lado, embora tenham sido verificadas
maiores frequéncias de positividade para PBV e ARV em animais sob alta

densidade, a proporcdo entre 0S casos positivos e negativos em relacdo a
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densidade populacional ndo diferiu estatisticamente de forma significativa no caso
dos PBV e ARV.

A mesorregido estudada € a maior produtora de frangos de corte do estado
do Para. Muito embora existam diferentes integradoras desenvolvendo atividades
comerciais nesta area, em alguns casos, 0 mesmo fornecedor abastece uma ou
mais integradoras com seus produtos (material genético, cama de frango, racéo,
etc.). Esta constatacdo pode ajudar na explicacdo sobre a falta de diferenca
significativa encontrada entre as trés integradoras participantes do estudo para os
trés virus estudados.

A sazonalidade é uma caracteristica de muitas doencas e pode variar de
acordo com o agente sob estudo. Em frangos, Barrios et al. (1991) encontraram uma
distribuicdo sazonal uniforme entre as estacdes estudadas. Segundo Linhares
(2000) a distribuicdo sazonal das gastrenterites por RV no Brasil demonstrou um
marcante perfil sazonal com maior incidéncia em regides temperadas nos meses
mais secos. Com isso, 0 Para apresenta significante incidéncia de diarreia infantil
por RV durante os meses com baixa precipitacdo pluviométrica. Na india, Karim et
al. (2007) detectaram a maior porcentagem de RVA positivos em amostras fecais de
frangos no verdo. Em seres humanos, Van Leeuwen et al. (2010), ndo observaram
sazonalidade como regra para as infecgbes por PBV. Nao foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes entre as estacfes estudadas para os RVA,
PBV e ARV, embora para este ultimo tenha se observado destacada frequéncia no
verdo amazonico (Tabela 9). A distribuicdo uniforme encontrada entre as estacoes
pode estar relacionada as condi¢fes climaticas da regido, as quais ndo apresentam
grandes variacbes na temperatura e umidade ao longo das duas estacdes. Os
resultados aqui demonstrados indicam uma tendéncia; entretanto, a aquisicdo de
dados como indice pluviométrico e média da temperatura e umidade relativa do ar
no periodo compreendido entre as colheitas poderia ajudar no aprofundamento das
analises quanto aos dados obtidos em relacéo as estacdes do ano.

A analise dos resultados obtidos nesta pesquisa (74,1% foram positivas para
um ou mais virus testado) indicou a presenca de infec¢cdes mistas ocorrendo nas
propriedades estudadas, além da presenca de material genético de diferentes
géneros de virus ocorrendo na mesma propriedade e galpao (dados ndo mostrados).
Tamehiro et al. (2003), relatam que a utilizacdo de técnica de colheita baseada na

obtencdo de pool de material fecal pode resultar na observacdo de contaminacéo
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por bandas néo identificadas com massa molecular e concentracdo equimolar
diferentes do RVA, indicando infec¢cdes simultaneas. De acordo com Pantin-
Jackwood et al. (2007b), a circulacéo de diversos genotipos e grupos de um tipo de
virus em uma mesma propriedade parece ser uma caracteristica biologica de alguns
virus de RNA. Ao estudarem pools de amostras obtidas a partir de conteudo
intestinal de frangos comerciais, Pantin-Jackwood et al. (2008), verificaram que a
concomitante infeccdo dos rebanhos por uma ou mais virose entérica € comum
(86%). Posteriormente, Jindal et al. (2010a) em perus, encontraram 61,1% de
positividade para uma ou mais viroses entéricas pesquisadas. Portanto, o0s
resultados descritos anteriormente, reforgcam os achados obtidos nesta pesquisa e
ajudam na explicacdo da presenca de mais de um género de virus em uma mesma
propriedade/rebanho e/ou galpdo/amostra (infeccdo mista), sendo que a presenca
de varios fornecedores de material genético e insumos para uma mesma
propriedade também pode ajudar a compor este quadro.

Entre os RVA, somente os do grupo A e D tem sido caracterizados com
maiores detalhes. Assim, duas sequéncias gendmicas completas de isolados do
RVA-A provenientes de pombo e frango estdo disponiveis, enquanto somente uma
sequéncia completa do RVA-D proveniente de frango foi divulgada (ITO et al., 2001;
TROJNAR et al., 2009; TROJNAR et al., 2010).

A restrita associagdo de alguns RVA com outros RV identificados em aves
previamente publicados pode indicar que os RVA podem agrupar baseado na sua
localizacdo geografica (PANTIN-JACKWOOD et al.,, 2008; JINDAL et al., 2010b).
Muito embora os RVA deste estudo tenham sido mais relacionados aos previamente
reportados RVA obtidos a partir de amostras colhidas em frangos da Alemanha
(02V0002G3), Irlanda (Ch-1), E.U.A (AR-SEP-840 e NC-SEP-839) e Brasil (USP336-
13), a analise filogenética apontou que as sequéncias do gene NSP4 dos RVA deste
estudo agruparam separadamente demonstrando a regionalizacdo destas amostras.
Por outro lado, ndo houve um padréo de restricdo geografica das cepas dentro da
mesorregido estudada (ex. agrupamento especifico de amostras relacionado a um
municipio) e/ou fatores genéticos que sugerissem a existéncia de diferentes grupos
genéticos ou variantes. Sendo assim, estes resultados parecem inferir que ha um
isolamento geogréafico das cepas que estariam circulando na regido, ou seja, mesmo

que cepas oriundas de outras regides geograficas do pais estejam adentrando na
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mesorregido metropolitana de Belém, elas ndo estariam se adaptando as condi¢gfes

locais.

A possibilidade de transmisséo entre espécie e reestruturacdo de segmentos
gendmicos entre RVA-A tem sido reportado por Schumann et al. (2009). Os
resultados desta pesquisa demonstraram o agrupamento dos RVA da mesorregiao
metropolitana em um grupo separado daqueles pertencentes a amostras de RVA
obtidas em perus e pombos indicando concordancia com as observacoes feitas por
Trojnar et al. (2009) e Jindal et al. (2010b) os quais indicaram que a transmisséo

entre espécie dos RVA pode ndo ser um fenbmeno comum.

Na analise completa da ORF, Matthinjnssens et al. (2008) recomendam que
se a identidade entre o gene da nova cepa sob investigacdo e cepas pertencentes a
um estabelecido genotipo “X” for acima do ponto de corte (cut off) (85% para o gene
NSP4) do protétipo estabelecido, a cepa sob estudo pode ser classificada como
genotipo “X”. As amostras do presente estudo tinham entre 87,5 e 89,3% de
identidade nucleotidica quando comparadas com o protétipo E10 (02V000G3), o que
leva a deducédo de que todas as amostras submetidas ao sequenciamento de
nucleotideos para o gene NSP4 neste estudo podem ser classificadas como sendo

pertencentes ao genotipo E10.

No trabalho de Trojnar et al. (2010), os autores verificaram que as sequéncias
de nt nas regifes terminais dos 11 segmentos gendmicos foram idénticas entre os
RVA-A e RVA-D. Desta forma, estes autores sugerem futuras investigacdes no
sentido de estudar a possibilidade de troca entre os segmentos genémicos de RVA-
A e RVA-D devido a presenca destas estruturas conservadas. A partir desta
possibilidade, Johne et al. (2011) alertam que o grupamento ou classificacdo de uma
amostra de virus baseado somente em um segmento genémico deve ser feito com
cautela. Assim, visto que neste estudo somente foram analisados fragmentos de 632
pb do gene NSP4, os resultados obtidos permitem afirmar que em 35 amostras
colhidas foi possivel a observacdo do material genético do RVA e 20 destas

apresentavam fragmento do gene NSP4 pertencente ao grupo A genotipo E10.

De acordo com Ito et al. (2001), cinco dominios funcionais foram mapeados
na NSP4 de mamiferos, sendo que somente o dominio de ligacdo da VP4 (aa 112-
148), especialmente a regido do dominio da enterotoxina (aa 114-135) € conservado
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quando compararam RV de mamiferos e aves. Posteriormente, Mori et al. (2002)
descreveram que a regido abrangendo os aa 109-135 da proteina NSP4 foi idéntica
entre aves e apresenta atividade enterotoxigénica em RV de aves. Os resultados
obtidos evidenciam que as amostras da mesorregido metropolitana de Belém
apresentaram esta regido bastante conservada, quando comparadas ao prototipo
PO-13, o que sugere gue esta atividade enterotoxigénica esta presente na proteina

NSP4 dos RVA detectados nas amostras aqui analisadas.

Até o0 momento, poucos trabalhos disponibilizaram a sequéncia completa ou
quase completa do segmento genémico 2 dos PBV pertencentes ao genogrupo |
(GREEN et al., 1999; ROSEN et al., 2000; WAKUDA et al., 2005; GHOSH et al.,
2009; VAN LEEUWEN et al., 2010). No entanto, a disponibilizagcdo de sequéncias
parciais do gene RdRp vem se acumulando ao redor do mundo e em uma variedade
de espécies animais (BHATTACHARYA et al., 2006; BANYAI et al., 2008;
FREGOLENTE et al., 2009; SYMONDS et al., 2009; GIORDANO et al., 2011).

Alguns estudos demonstraram que cepas isoladas em casos geograficamente
distintos foram mais relacionadas entre si do que com cepas identificadas no mesmo
surto (BANYAI et al., 2008; CARRUYO et al., 2008). Nos E.U.A, sequéncias
idénticas de PBV obtidas de amostras ambientais foram recuperadas de diferentes
estados da nacdo (SYMONDS et al., 2009). Posteriormente, estudos na india
detectaram PBV em criancas diarreicas geneticamente relacionadas com cepas de
suinos reportadas em outras regides geograficas (GANESH et al., 2010, 2011a).
Outro estudo, na india, detectou um PBV em uma égua diarreica o qual compartilhou
completa identidade de sequéncia com uma cepa previamente descrita de PBV
obtida em humano na mesma é&rea, além de apresentar estreita homologia com
cepas de PBV obtidas em suinos reportadas na Hungria (GANESH et al., 2011b). Os
resultados observados nas amostras da mesorregido metropolitana de Belém sao
consistentes com os da literatura e evidencia a rapida disseminacdo dos PBV a
novos locais geogréficos ao redor do mundo, o que pode estar sendo influenciado
tanto pela presenca de ancestrais em comum entre as amostras mais similares
pertencentes a diferentes localidades geogréficas, como também pela diminuicdo
das barreiras comerciais entre os paises. Ganesh et al. (2011a) advertem que uma
intensa vigilancia e monitoramento sdo essenciais para um melhor entendimento

sobre o padréo evolutivo dos PBV que circulam em diferentes regides geograficas.
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Algumas variantes pertencentes a diferentes amostras estiveram mais
proximas a um mesmo protétipo (ex. AVE 54vl, AVE 57v1, AVE 61vl, AVE 70v4 e
AVE 104v1 com a amostra D4), enquanto que variantes pertencentes a uma mesma
amostra tiveram maior identidade de sequéncia nucleotidica com variantes de outras
amostras do que entre si (ex. 74% entre AVE 77v1 e AVE 77v3, e 99,5% entre AVE
77v1 e AVE 35vl), confirmando a diversidade genética dos PBV citada na literatura.

Alguns aspectos encontrados na literatura podem ser relevantes para ajudar
no entendimento da diversidade genética e da presenca de diferentes sequéncias

originadas de uma mesma amostra apresentadas neste estudo.

Um alto nivel de diversidade genética do genogrupo | dos PBV vem sendo
reportada tanto em humanos quanto em suinos (BANYAIl et al., 2008;
BHATTACHARYA et al., 2007; VAN LEEUWEN et al., 2010). FREGOLENTE (2010)
apoOs clonagem de amostras pertencentes a diferentes espécies (suinos, roedores,
equinos e coelhos) verificou a presenca de variantes genémicas dentro de cada PBV
e a coexisténcia de diferentes populacbes de PBV em um mesmo individuo. Além
disso, também verificou uma alta taxa de heterogeneidade entre as variantes
gendmicas de cada PBV e explica que, uma maior variabilidade viral é esperada em
hospedeiros que vivem em ambientes que permitam um maior contato entre 0s
individuos, mesmo que, estejam confinados em um mesmo ambiente. Os resultados
desta pesquisa estao de acordo com esta afirmacéo, visto que a populagao utilizada
foi de frangos vivendo em situacdo de confinamento, sendo que, em algumas

granjas, a meédia chegava a 20.000 frangos/galpéao.

Bruenn (1991, 1993) havia reportado que o gene que codifica para RdRp dos
RNAfd e alguns RNA de fita simples apresentam regides variaveis fora dos seus
motivos conservados, explicando a diversidade entre os diferentes membros do
mesmo genogrupo. Fregolente (2010) complementa, informando que a elevada
heterogeneidade genética observada em virus de RNA pode ser consequéncia de
uma alta taxa de erro da RdRp dos PBV, como ocorre com outras RNA polimerases.
Contrariamente, Giordano et al. (2011), ao utilizarem os mesmos iniciadores que 0s
deste estudo na mesorregido metropolitana de Belém, colocam que os resultados de

sua pesquisa em humanos e suinos sugerem que as sequéncias identificadas
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podem corresponder a regides estaveis e geneticamente conservadas do segmento

gendmico 2 do PBV.

Segundo Banyai et al. (2008), um notavel resultado em seu estudo foi a
deteccdo de infec¢cdes mistas por diferentes cepas nao relacionadas de PBV em
suinos. Carruyo et al. (2008) alertaram para a possibilidade de se obter diferentes
sequéncias originadas de uma mesma amostra, 0 que pode ser fruto do
reconhecimento dos iniciadores a diversas cepas presentes em uma mesma
amostra. Fregolente (2010) ressaltou que encontrou uma variagdo na sequéncia de
nucleotideos dos PBV muito grande e em alguns animais foi constatado que
estavam sendo infectados por dois tipos diferentes de PBV. Neste estudo, desde as
primeiras tentativas de sequenciamento, antes da clonagem ja foi possivel a
percepcdo da presenca de infeccbes mistas de PBV (diferentes sequéncias
originadas de uma mesma amostra) a partir da analise dos primeiros cromatogramas
gerados, o que tornou muito dificil a apreciacdo das sequéncias devido a ocorréncia
de “picos duplos” na sequéncia produzida. Com isso, a clonagem foi a alternativa
desenvolvida para a solugéo deste problema, possivelmente gerado pela origem do
material colhido, ou seja, amostras fecais colhidas em “pool” representativa daquela
populacdo de frangos de corte muitas vezes vindos de diversos fornecedores na

mesma propriedade e criados sob confinamento.

Outro fato interessante observado em algumas amostras de PBV deste
estudo foi a maior semelhanca entre estas e 0s prototipos de outras espécies ou
materiais (ex. AVE 77v3 com VS137 obtida em humano — Tabela 11). Esta situacao
€ bem discutida na literatura. Banyai et al. (2008), sugeriram que cepas de PBV
possam ser facilmente transmitidas de um hospedeiro a outro, fornecendo
evidéncias da ampla gama de hospedeiros que este virus pode apresentar. Embora
alguns estudos apontem o contrario, Symonds et al. (2009) acreditam que quando
cepas de PBV, obtidas a partir de diferentes espécies ou fontes de contaminacao,
sdo comparadas filogeneticamente e grupamentos proximos sao obtidos, isto
provavelmente pode ser resultado da natureza conservada do gene RdRp. Nao esta
claro se um hospedeiro poderia servir como reservatorio para outra espécie animal
aonde a mesma cepa de PBV foi encontrada; no entanto, no caso do rotavirus, este
evento é geralmente interpretado como uma evidéncia de transmissdo entre

espécies (GANESH et al., 2012). A presenca da mesma cepa de PBV em diferentes
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espécies animais poderia ocorrer devido a exposicao destes hospedeiros a mesma
fonte de contaminacdo, o que pode estar acontecendo via transmissdo pela dgua
(GANESH et al., 2012).

Ao analisarem um fragmento curto do gene RdRp (168pb) de amostras
clonadas de PBV obtidas em suinos, Banyai et al. (2008), observaram que a
similaridade nucleotidica entre as amostras de suinos clonadas do genogrupo |
variou entre 54,5 e 100%. Resultados similares foram encontrados nas amostras da
mesorregido metropolitana de Belém (50,3-100%), confirmando a variabilidade
genética que o PBV pode apresentar, mesmo entre amostras colhidas na mesma

populacao ou individuo.

Diversas diferencas aminoacidicas foram encontradas nas amostras de PBV
sequenciadas neste trabalho. No entanto, mesmo com esta diversidade
aminoacidica, o dominio D-S/T-D apresentou-se conservado em todas as variantes
sequenciadas, quadro frequentemente relatado na literatura mesmo em diferentes
espécies (MARTINEZ et al., 2003; BHATTACHARYA et al., 2006; FREGOLENTE,
2010; GANESH et al., 2010). Ganesh et al. (2012) confirmam estes achados na
medida que informam que os iniciadores PicoB25" e PicoB43" (usados neste estudo)
mapeiam o dominio D-S/T-D do gene RdRp dos virus RNAfd, sendo que este
dominio pode ser identificado, com poucas excecdes, na maioria das cepas de PBV.
Assim, mesmo confirmando a conservacdo deste dominio muito pesquisado,
estudos posteriores sdo de grande importancia a fim de se elucidar as
consequéncias das mudancas aminoacidicas observadas em termos evolutivos e de

funcionalidade para a proteina dos PBV sequenciados.

De uma forma geral, quando consideramos a soma das analises nucleotidicas
e aminoacidicas entre as amostras sequenciadas neste trabalho e os protétipos,
verificamos que os resultados ratificam a diversidade descrita para o gene RdRp do
PBV (BRUENN, 1991, 1993; FREGOLENTE, 2010). Algumas possibilidades para
esta diversidade observada podem estar tanto no pequeno tamanho do fragmento
analisado quanto na variabilidade do gene estudado, sendo que o tamanho do
fragmento aqui analisado ndo permite avaliar com precisdo a extensdo de tal

diversidade e sua significancia bioldgica (MARTINEZ et al., 2003).
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De acordo com Ganesh et al. (2012), significantes avan¢os no entendimento
da composicao genética dos PBV foram alcangcados desde o inicio dos anos 2000,
resultado da disponibilidade dos testes de diagnostico molecular. No entanto, os
autores colocam em duvida se um sistema de genotipagem baseado na comparacéo
de um fragmento de aproximadamente 160 pb de um Unico gene de um virus RNA
segmentado geraria resultados e conclusdes confidveis para estudos de

epidemiologia molecular.

Para o ARV, os resultados desta pesquisa apontaram maior relacionamento
das amostras de frango da mesorregido metropolitana de Belém com os protoétipos
obtidos em amostras de aves e menor relacionamento com o0s prototipos de
mamiferos. Zhang et al. (2006) demonstraram que o gene que codifica a cA do
DRV/GRV e ARV segregou em diferentes grupos, mas foram mais relacionados
entre si do que com os demais (MRV e BRV). Além disso, seis amostras de ARV
obtidas a partir de frangos foram 100% homodlogas em relacdo a sequencias
correspondentes no banco de genes. A segregacao ocorrida entre as amostras de
frango da mesorregiao metropolitana e os DRV/GRV em grupo diferentes (embora
mais relacionados entre si do que entre mamiferos) pode ter explicacdo nos fatos
observados por Banyai et al. (2011), que ao analisarem filogeneticamente uma cepa
de ARV obtida em uma amostra de pool de conteddo intestinal e bursa de frangos
de corte, sugeriram que esta cepa ou Seus ancestrais teriam adquirido seu
arcabouco genético de varias cepas através de um complexo mecanismo
evolucionario, aonde rearranjos entre segmentos genOmicos cognatos e
subsequentes divergéncias entre genes individuais poderiam levar na geragao desta
cepa de ARV geneticamente distinta.

Lojkic” et al. (2010), na Croacia, observaram que a analise sequencial de um
fragmento do gene S2 mostrou identidade nt de 91,3% quando comparada com
outras seis cepas obtidas em frangos. Comparacéao feita entre os genes S2 de trés
cepas de ARV obtidas em frangos (oriundas dos E.U.A) verificou identidade de
sequéncia nt e aa 290% entre as mesmas (BANYAI et al., 2011).

Os resultados desta pesquisa (90,9 a 94,4% nt e 95,2 a 99,5% aa)
corroboraram com os dois trabalhos descritos anteriormente, demonstrando a alta

similaridade que as amostras de ARV obtidas em frangos apresentam, mesmo em
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diferentes localidades do mundo. Da mesma forma, algumas mudancas
aminoacidicas foram observadas nas amostras deste estudo em relagédo ao prototipo
0S161. No entanto, de maneira geral, as sequéncias analisadas demonstraram alta
conservagao entre si ao longo da regido analisada. Os resultados das analises
nucleotidicas e aminoacidicas, provavelmente sdo resultado da conservacao
observada pela oA entre as cepas de ARV (ZHANG et al., 2003).

A natureza segmentada dos virus facilita a ocorréncia da reestruturagdo de
segmentos genomicos, sendo este um dos mecanismos importantes para a
evolucdo viral e para a geracdo da diversidade genética ndo s6 dos RV, como
também de outros virus segmentados (ABE et al., 2009; FREGOLENTE, 2010;
WONG et al., 2012).

Segundo Trojnar et al. (2009) e Béanyai et al. (2011), a disponibilizacado de
sequéncias gendmicas pode ser a base para o desenvolvimento de novos testes
diagnésticos, os quais podem ser usados para determinar a significancia clinica e a
distribuicdo das viroses entéricas em aves de corte, além de ajudar no entendimento
da heterogeneidade observada entre as varias viroses entéricas de natureza
segmentada. Além disso, também pode ajudar na avaliacdo da probabilidade de

transmissao destas viroses para humanos e na habilidade de gerar rearranjos.

Repetidas exposi¢cdes de humanos a cepas heterélogas, mas geneticamente
relacionadas destas viroses, provenientes de grandes quantidades de particulas
virais excretadas por animais domésticos infectados, podem representar um risco

ocupacional para a satde e merece atencéo das autoridades (BANYAI et al., 2008).

Estudos continuados enfocando outros aspectos epidemiol6gicos e genéticos
relacionados a estes trés virus sdo de suma importancia na elucidacdo dos
processos evolutivos e biolégicos destes agentes, bem como na avaliagdo dos reais

riscos e prejuizos que eles podem causar na avicultura e saude publica paraense.

As analises realizadas neste estudo permitiram ampliar o conhecimento da
diversidade genética e da circulagdo das diferentes cepas e/ou variantes dos RVA,
PBV e ARV, representando pesquisa pioneira sobre sequenciamento génico desses
virus em aves no Brasil e ajudando na adocdo de medidas preventivas a
disseminacdo destes agentes nos plantéis de frangos de corte dos municipios
estudados.
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CONCLUSOES

Os RVA, PBV e ARV circularam em granjas de frangos de corte da

mesorregido metropolitana de Belém.

N&o foi possivel a identificacdo de RVA-A por EGPA e, consequentemente, o
eletroferotipo dos mesmos. No caso do PBV, o0 Unico eletroferotipo
identificado foi o longo. A Unica amostra de ARV detectada pela EGPA
apresentou perfil eletroforético aviario.

Os oito municipios pesquisados apresentaram frequéncia de pelo menos um
virus estudado, sendo que para todos os virus foram observadas areas de

alta, intermediaria e baixa prevaléncia.

Diferencas estatisticamente significativas foram encontradas entre as
frequéncias dos RVA e PBV em relacdo aos municipios e faixas etarias. O
RVA ainda demonstrou diferenca significativa entre as frequéncias em relacao

a densidade populacional.

O gene NSP4 apresentou maior relacionamento com os protétipos obtidos em
frangos e nas amostras entre si, havendo oito diferencas relevantes entre elas

em relacdo ao prototipo 02V0002G3.

Os fragmentos do gene NSP4 analisados nas amostras da mesorregiao
metropolitana apresentaram valor de similaridade compativel com sua
classificacdo dentro do genotipo E10, quando comparadas com um protétipo

anteriormente estabelecido do mesmo genotipo.

O gene RdRp mostrou a maior variabilidade genética dentre os trés virus
estudados, tanto em relacdo aos prototipos quanto entre si, sendo que
algumas variantes agruparam especificamente com protétipos obtidos em
outras espécies animais ou fontes de contaminacdo. Diversas substituicbes
foram observadas nos residuos das variantes quando comparadas com o
protétipo RUBV-P.
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As diferencas aminoacidicas encontradas nas amostras de PBV
sequenciadas neste trabalho s&o indicativas de que ha cepas virais distintas

circulando na regido sob estudo.

O gene S2 apresentou maior relacionamento com 0s protétipos obtidos em
frangos, peru, avestruz e nas amostras entre si, havendo duas diferencas

relevantes entre elas em relacdo ao protétipo OS161.

Este € o primeiro estudo envolvendo o sequenciamento génico do RVA, PBV

e ARV em frangos de corte na regiao norte do Brasil.
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9 PERSPECTIVAS

1. A partir da identificacdo dos RVA, PBV e ARV na mesorregido metropolitana
de Belém, Pard, pretende-se que os resultados desta pesquisa cheguem aos 0rgaos
executivos da sanidade animal (ex. ADEPARA e Ministério da Agricultura),
fomentando a adocdo de medidas preventivas a disseminagéo destes agentes nos
plantéis de frangos de corte ndo s6 dos municipios afetados como no estado do
Para.

2. A adverténcia aos 6rgdos competentes que militam na area da saude publica
também deve ser incentivada, uma vez que se verificou um grande contingente de
pessoas trabalhando nesta atividade e, consequentemente, tendo contato restrito e
constante com material altamente contaminado, na maioria das vezes sem qualquer
utilizacdo de equipamento de protecdo individual, o que € temerdrio visto o carater
zoongtico atribuido a estas viroses.

3. A realizacdo de estudos futuros de forma a analisar o impacto econémico
gerado por essas trés viroses estudadas também deve ser fomentado, o que
resultaria em uma forma mais efetiva de conscientizacdo dos empresarios do setor
quanto & necessidade da prevencao destas doeng¢as nos rebanhos.

4. Os resultados aqui obtidos também podem ajudar na constru¢éo de um perfil
epidemioldgico destes virus e na melhoria do manejo produtivo da avicultura
paraense e nacional.

5. A pesquisa dos grupos RVA-F e RVA-G é de suma importdncia em razéo
destes grupos também circularem entre aves de corte e por ainda néo terem sido

relatados no Brasil.
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APENDICE A - TERMO DE ANUENCIA (GRANJA)

Eu, )
responsavel pela granja:
,convidado a permitir que
seja realizado o estudo: “Pesquisa de Virus Entéricos em Aves Criadas em Gra  njas na
Mesoregido Metropolitana de Belém-PA”", no estabelecimento avicola supracitado, fui
informado que:

O estudo tem o objetivo de avaliar a ocorréncia de virus entéricos em granjas
avicolas da regido Mesoregido Metropolitana de Belém;

e Para cada granja, sera preenchida uma ficha epidemiolégica com dados de manejo
de producéo do estabelecimento;

» Serdo coletadas amostras fecais depositadas sobre as camas em noves pontos
distintos de cada aviario amostrado, por profissional capacitado;

« E pouco provavel que ocorra 6bito durante o procedimento de coleta, pois essas
aves passam por estresses superiores durante a captura e transporte para o abatedouro,
mas caso ocorra morte da ave durante o procedimento de coleta, a carcaga recebera o
destino designado pelo médico veterinario responséavel pela granja.

« [Estas amostras serdo acondicionadas sob refrigeragdo e encaminhadas ao Instituto
Evandro Chagas (IEC) em Ananindeua — PA, onde serdo realizados os exames para
isolamento de Rotavirus. As sobras das amostras serdo acondicionadas em embalagens
isotérmicas e enviadas para o incinerador do IEC, onde serdo descartadas. As cepas
isoladas serdo armazenadas em freezer -70C e ficar 8o sob responsabilidade do IEC;

O projeto beneficiard as granjas participantes, uma vez que os resultados dos
exames serdo disponibilizados para o responsavel pelo estabelecimento avicola, permitindo
a adocdo de medidas preventivas;

e Os dados do estabelecimento serdo mantidos em sigilo e os resultados somente
serdo utilizados com finalidade de pesquisa;

« A qualquer momento, o0 responsavel pela granja tera liberdade de perguntar ou
guestionar os pesquisadores sobre a conduta que estiver sendo realizada;

» Caso qualquer responsavel pela granja queira abandonar o estudo, nenhuma
penalidade lhe seré aplicada, pois sua participacdo é voluntaria.

Dra. Joana D’Arc Pereira Mascarenhas
Endereco: Instituto Evandro Chagas BR 316 S/N Telefone: 32142016

Ciente das informacfes acima, aceito por minha livre e espontanea vontade, incluir minha
granja nesta pesquisa

, PA de de 20

Assinatura do responséavel pela granja
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Abstract

The main purpose of this research is to determine the prevalence of the avian
rotavirus (AvRV) by molecular tests in broiler chickens (Gallus gallus) of the
Metropolitan mesoregion of Belém (Pard state, Brazil), provide epidemiological
information and compare rotaviruses detected in this study with reference strains by
phylogenetic analysis. Pooled fecal samples were collected from poultries of 37 farms,
and their age varied between one to 45 days. The samples were tested by RT-PCR to
detect the NSP4 gene. From a total of 85 fecal samples tested, 35 (41.2%) were
positives. Of the 37 farms from this study, 19 (51.4%) had at least one poultry house
with the presence of AVRV. The virus was present in six (75%) of the eight counties
sampled. Two (66.7%) of the three integrator showed farms with the presence of AVRV.
Of the 35 rotavirus-positive samples, 18 (51.4%) were positive in chicks aged 31-45
days. Of the 29 rotavirus-positive samples, 25 (86.2%) were positive in chicks >9
birds/m” density. It was also possible to observe the circulation of the virus across both
seasons studied. Twenty samples were selected for sequencing to both confirm the RT-
PCR results and to perform phylogenetic analysis. The rotaviruses detected in our study
clustered in a single group and had 93.5 to 100% sequence identity at the nucleotide
level. The most affected age group included broiler chickens older than 15 days.
Climatic conditions and high population densities favored a greater spread of AVRV and
supported its uniform maintenance between seasons.

Key words: avian rotavirus;, molecular epidemiology, phylogenetic analysis; NSP4
gene
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Introduction

Infection by some viruses has been associated with poultry enteritis, including
Avian Rotavirus (AVRV) (Otto et al., 2006; Pantin-Jackwood et al., 2007; Jindal et al.,
2010a), Astrovirus (Day et al., 2007, Pantin-Jackwood et al., 2011), Reovirus (Pantin-
Jackwood et al., 2007; Goldenberg et al., 2010; Banyai et al., 2011), and Coronavirus
(Pantin-Jackwood et al., 2007). Several studies have used molecular methods as main
tools to determine the prevalence and distribution of enteric viruses in poultry industries
due to their high sensitivity and specificity in detecting and identifying viral agents
(Tamehiro et al., 2003; Otto et al., 2006; Pantin-Jackwood et al., 2007; Day et al., 2007,
Pantin-Jackwood et al., 2008; Islam et al., 2009; Jindal et al., 2010a).

Rotavirus (RV) is mainly associated with diarrhea in human children, other
mammals and birds, and with the latter it has been isolated from chickens, ducks,
pheasants, pigeons and turkeys (McNulty et al,, 1979; Takase et al., 1986; Gough et al.,
1992 Legrottaglie et al., 1997; Elschner et al., 2005; Ursu et al., 2011). Several groups
of rotavirus have been isolated from birds, including group A, which has also been
found in other animals (McNulty et al., 1984; Otto et al.; 20006; Villarreal et al., 2006;
Savita et al., 2008), and groups D, F and G, which have been designated as uncommon
and have only been found in birds (Otto et al., 2006; Trojnar et al,, 2010; Bezerra et al.,
2012).

The AVRV has been detected in several countries (McNulty et al.,, 1979;
Minamoto et al., 1988; Tamehiro et al, 2003; Polanco et al., 2004; Otto et al., 2006;
Pantin-Jackwood et al., 2007; Islam et al., 2009) but we don’t have evidence of the
presence of AVRV in the Metropolitan mesoregion of Belém. The objectives of this
study were to determine the prevalence of the AvRV in the Metropolitan mesoregion of

Belém by molecular testing of broiler chickens and to provide further epidemiological
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information about this virus. Phylogenetic analysis of the rotaviruses detected in this

study was also performed to compare the obtained sequences with reference strains.

Materials and methods

Area of study. The present study was approved by the ethics committee on animal
research of Evandro Chagas Institute with registration number 0004/2007, and it was
conducted in the Metropolitan mesoregion of Belém, Para state, Brazil. The climate in
this region is hot and humid (tropical wet), with high annual rainfall. The rainy season
oceurs between December and May, and the dry season is from June to November, with
an average annual climate temperature of 26°C, 85% relative humidity and 2.870 mm of

precipitation rainfall (Lima et al., 2009).

Sample origin and collection. From August 2008 to May 2011, fecal samples from
poultry litter were collected from 37 commercial chicken flocks belonging to three
integrators, in eight counties of Pard state, Brazil. Nine points were selected at each
poultry house, and in each point, a sampling was performed consisting of one pool per
house. For convenience, pooled samples are referred to simply as “samples™. The age of
these birds range from one to 45 days, and a total of 85 samples were collected in this
period. Three companies agreed to participate and signed a consent form allowing the
sampling. No information about the chickens’ health state was requested. However,
poultry houses were separated by density conditions according to information obtained
in Manno et al. (2011). Therefore, farms were divided into <9 birds/m* density and >9

birds/m” density. All samples were stored at -20°C until processed.
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Processing of samples. A 10% suspension of ecach sample was prepared in phosphate
buffered saline. The suspension was homogenized, and the homogenate was centrifuged

at 700 g for 10 min.

RNA extraction. Viral RNA was extracted from 300 pl of supernatant of stool
suspension using guanidine isothiocyanate/silica method according to Boom et al.

(1990).

Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). All samples were
analyzed using a set of specific primers targeting the NSP4 gene of AVRV, which
amplifies a fragment of 642-bp (Trojnar et al., 2009). The RT-PCR was performed in
two steps. In the first step, 3 pl of extracted RNA and 20 mM of each primer were
denatured at 97 °C for 5 min in a thermocycler, followed by an ice bath of 5 min.
Reverse transcription was performed in a final volume of 25 L containing 16.5 uL of
H,0 free of RNase and DNase, 2.5 pL of 10x buffer (Invitrogen), 1 pL of dNTPs (10
mM, Invitrogen), 0.75 pL of MgClh (SQ mM, Invitrogen), and 0.25 pL of RT
(SuperScript I1, 20U, Invitrogen). The reaction was incubated at 42 °C for 1 hour. PCR
was conducted by adding 25 pL of PCR reagents to the cDNA sample for a final
reaction volume of 50 pL. The PCR reagents included 18.5 pL of H,O free of RNase
and DNase, 2.5 uL of 10x buffer (Invitrogen), 3 pL of dNTPs (10 mM, Invitrogen), 0.75
uL of MgCly (50 mM, Invitrogen), and 0.25 uL of Tag DNA polymerase (2.5 U/uL,
Invitrogen), with the following cycling conditions: 94 °C for 5 min, 35 cycles of 94 °C

for 1 min, 50 °C for 1 min, and 72 °C for 2 min, with a final incubation at 68 °C for 7
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min. The PCR products were analyzed by gel electrophoresis on a 1.5% agarose gel
with TBE buffer, and the gel was stained with SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen).

Visualization of the 642-bp band was conducted using a GEL DOC 1000 instrument.

Sequencing. Samples were selected for sequencing on the basis of PCR product
quantity and epidemiological context to both confirm the RT-PCR results and to
perform phylogenetic analysis. These samples were from thirteen different flocks and
five different counties. Sequence analysis was performed with conventional RT-PCR
products from the initial detection assay. The same samples were purified using the
commercial kit QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN), following the protocol

provided by the manufacturer.

The purified DNA was subjected to sequencing reaction in both directions, using
a Big Dye Terminator Kit (Applied Biosystems) and an ABI Prismv3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems). The chromatograms were analyzed, and sequences
were edited using the BioEdit Sequence Alignment Editor (v.7.0.9.1) software. A
phylogenetic Vtree was constructed by the neighbor-joining method using a matrix of
genetic distances established under the Kimura two-parameter model using MEGA
5.05. The robustness of each node was assessed by bootstrap analysis using 2,000
replicates. All sequenced strains were also compared with reference strains available in
the GenBank database. The analysis included a fragment of 632 nucleotides, which
corresponded to nucleotides 35-666 of the NSP4 gene, using the group A prototype Ch-

02V0002G3 (Accession Number, FJ1 69862) as reference (Trojnar et al., 2009).
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Statistical analysis. The data were analyzed using the Graph pad prism (5.00) software.
Using the Fisher's exact test (significance level of P<0.05), samples from different
municipalities, companies, age, population density and season were tested under the
null hypothesis that the presence and absence of the agent are independent of these

variables.

GenBank accession numbers. The rotavirus nucleotide sequences presented in this
article have been submitted to GenBank under accession numbers JN374834 to

JN374838 and JX474754 to JX474768.

Results

Epidemiology and statistical analysis. From a total of 85 fecal samples tested, 35
(41.2%) were positive for AVRV. Of the 37 farms studied, 19 (51.4%) had at [east one
poultry house with the presence of AVRV. The virus was present in six (75%) of the
eight counties sampled. The highest prevalence was found in Belém, Santa Bérbara and
Santa Isabel. Intermediate prevalence was found in Benevides, Inhangapi and
Castanhal. There was no detection in Ananindeua and Santo Antonio do Taua (Table 1).
Significant differences were observed between Santa Isabel and Castanhal (P<0.05),
Santa Isabel and Ananindeua (P<0.01), Santa Isabel and Santo Antdnio do Taud
(P<0.05), Castanhal and Belém (P<0.05), Ananindeva and Belém (P<0.01),
Ananindeua and Santa Barbara (P<0.05), Belém and Santo Anténio do Taud (P=<0.05)
and Santa Barbara and Santo Antdénio do Taud (P<0.05). All ages and population

densities were positive for AVRV. Of the 35 rotavirus-positive samples, 18 (51.4%)
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were positive in chicks of 31-45 days (Table 2). Of the 29 rotavitus-positive samples
with density information, 25 (86.2%) were positive in chicks >9 birds/m? density (Table
3). There was statistically significant differences between the frequencies observed
across age groups (P<0.01): significant differences were observed between 0-15 and 16-
30 days (P<0.05) and between 0-15 and 31-45 days (P<0.05), while no statistically
significant differences were observed between 16-30 and 31-45 days (P>0.05).
Significant differences were observed between densities of <9 and >9 birds/m?
(P<0.05). Two (66.7%) of the three integrators showed farms with the presence of
AVRV (Table 4). It was also possible to observe the circulation of the virus across both
seasons studied (Table 5). There was no statistically significant difference in the

frequencies observed between the companies (P>0.05) and seasons (£>0.05) studied.

Phylogenetic analysis. The PCR products from 20 rotavirus-positive cases were
sequenced and compared with previously published sequences. Rotaviruses from this
study were phylogenetically related to previously reported rotaviruses from Germany
(02V0002G3), Treland (Ch-1), United States of America (AR/SEP-840; NC/SEP-839)
and Brazil (USP336-13), although they were in a separate group. However, AVRV from
the Metropolitan mesoregion of Belém was unrelated to turkey rotaviruses from the
Ireland (Ty-1) and United States of America (NC/SEP-833; MN-SEP-808) and the
pigeon rotavitus from Japan (PO-13). Of the 20 rotaviruses isolated in the present study,
19 were phylogenetically close to each other, and only one (AVE$3/2010) clustered in a
separate clade (Figure 1). The AVRV of this study had 93.5 to 100% shared sequence
identity at the nucleotide level and 93.4 to 100% at the amino acid level. A comparison
with chicken sequences already published demonstrated a shared identity of 86.3 to

90.5% at the nucleotide level and 83.2 to 91.8% at the amino acid level. When chicken
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rotaviruses were compared with previously published turkey rotaviruses, the sequence
homology was 67.2 to 73% and 73.1 to 78.3% at the nucleotide and amino acid levels,
respectively. Amino acid analysis corresponding to positions 1 to 169 of the NSP4
protein 02V0002G3 revealed some changes in isolated residues M181, 143L, R51S,
V97I/M, N142T, E146G, E153D and S156N when compared with the samples of our

study and the prototype (Figure 2).

Discussion

The RT-PCR positivity (41.2%) obtained in this study was lower than that
described by Pantin-Jackwood et al. (2007) in healthy commercial turkeys (67.7%)
using the same methods and gene with different primers. Subsequently, Jindal et al.
(2010a) found lower results (30.6%) when testing fecal samples from breeder turkeys
by RT-PCR, using the NSP4 gene and primer used by Pantin-Jackwood et al. (2007).
Pantin-Jackwood et al. (2008) detected ARV in 46.5% of the commercial chickens
flocks studied by RT-PCR targeting the NSP4 gene. In this study, we also detected
AVRV by RT-PCR in a high number of flocks (51.4%) using primers targeting the
NSP4 gene described by Trojnar et al. (2009). According to Karim et al. (2007), these
differences in results may be due to some factors such as geoclimatic situation, strain
virulence, simultaneous infection with different AVRV serotypes or even with other

enteropathogens, biosecurity and management failures.

The prevalence of AVRV infection in the studied counties ranged from 0%
(Ananindeva and Santo Antonio do Taud) to 80% (Belém), showing significant
variation of the spread of the virus with the studied region (Table 1). Similar findings

were reported by Karim et al. (2007), who observed that the prevalence of AVRV
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infection in chicken showed significant variation across different districts. In this study,
the presence of an area with high AVRV prevalence represented by Belém, Santa
Barbara and Santa Isabel can be explained by the fact that there is a high concentration
of farms in this area. Thus, distances between farms are smaller, and possibly even with
the adoption of prophylactic measures by the owner, the risk of dissemination of
infectious agents will remain large. However, in the area where there was a lower
prevalence of AVRV represented by Santo Antdnio do Taud and Ananindeua, there is a
low concentration of farms. Therefore, further investigation of both the regional density
of poultry farms and farm management as risk factor for the spread of infectious agents

would help to clarify the main statistical differences found among the counties studied.

MacNulty et al. (1983) described that the AVRV is not normally excreted in
feces of chickens less than 14 days of age because of probable modulation in passive
immunity of maternal origin. Subsequently, MacNulty et al. (1984) suggested that the
establishment of AVRV in some age groups may occur by factors such as susceptibility
of the younger animals to AVRYV, level of passive immunity, infectious dose, differences
in farm management and stressful conditions. When studying the presence of rotavirus
in birds, Pantin-Jackwood et al. (2008), Islam et al. (2009) and Jindal et al. (2010a)
found chicks up to 15 days of age to be the most affected age group, with infection
frequencies ranging from 37.3 to 45%. Our results identified AvRV by RT-PCR in
48.6% of samples from chicks 16 to 30 days of age. The higher occurrence of rotavirus
in broiler chickens over 15 days of age observed in this study is not consistent with
results obtained by literature, and the factors described above can help explain the

differences observed.

Greater numbers of positive test outcomes indicating AVRV were observed in

animals subjected to the highest population densities, with statistically significant
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differences in the incidences among animals subjected to low densities (Table 3).
According Manno et al. (2011), high densities of chickens can lead to health problems.
The high density of birds probably facilitated the circulation of AVRV between farms
with higher densities (> 9 birds/m?®) and impaired it between farms with lower densities

(< 9 birds/m?).

The mesoregion studied is the largest producer of broilers in the Pard state.
Although a number of different companies are developing commercial activities in this
area, in some cases, the same company may acquire inputs on behalf of farms that use
different suppliets. In addition, one supplier can supply two or more companies with
their products (genetic material, poultry litter, feed, etc). These facts may explain the
lack of significant difference in infection frequencies found between the three

companies participating in our study (Table 4).

Seasonality is a characteristic of many diseases and may vary according on the
agent under study. According to Linhares (2000), the seasonal distribution of rotavirus
gastroenteritis in Brazil displays a marked seasonal profile, with a higher incidence in
temperate regions of the country during the driest months. The Pard state region has a
significant incidence of childhood diarrhea by rotavirus during months of low rainfall.
In chickens, Barrios et al. (1991) found a uniform seasonal distribution of the rotavirus
between studied seasons. Karim et al. (2007) detected the highest percentage of
rotavirus positives in chicken fecal samples in the summer season. We did not find
significant differences between studied seasons. The uniform seasonal distribution of
the rotavirus found in this study may be related to climatic conditions of the region in

which there is no large variation in temperature and humidity throughout the seasons.
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The close association of rotaviruses with previously published rotaviruses may
indicate that rotaviruses may cluster based on geographic locations (Pantin-Jackwood et
al., 2008; Jindal et al., 2010b). Although rotaviruses from this study have been
phylogenetically related to previously reported chicken rotavirus from Germany,
Ireland, United States of America and Brazil, phylogenetic analysis showed that NSP4
gene sequences of the rotavirus from this study clustered in a separate group, showing a
regionalization of these samples. However, there were no additional geographical
patterns and/or genetic factors suggesting the existence of different genetic groups or
variants. Pantin-Jackwood et al. (2007) also studied the NSP4 gene and found four
different groups and several variants of AVRV in commercial turkeys. These authors
concluded that the identification of numerous viral types and genetic variations within a
single flock over time is probably not a result of divergent adaptation to differing
conditions across farms or flocks but is instead due to the chance detection of one

variant instead of another.

The possibility of interspecies transmission and reassortment among group A
avian rotaviruses has been reported by Schumann et al. (2009). Our results
demonstrated assortment of chicken rotaviruses in a separate group from that of turkey
rotaviruses, indicating agreement with the observations made by Jindal et al. (2010b)
that indicate interspecies transmission of rotaviruses may not be a common
phenomenon.

In complete ORF analysis, Matthinjnssens et al. (2008) recommends that if
pairwise nucleotide identities between the gene of the novel strain under investigation
and strains belonging to an established genotype A are above the cut off value (85% for
NSP4 gene) of that gene segment, the strain under study can be assigned to genotype A.

The samples of the present study had 87.5 to 89.3% sequence identity at the nucleotide
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level when compared with the prototype E10 (02V0002G3), which leads us to deduce
that all samples submitted to nucleotide sequencing of the NSP4 gene in this study

could be classified as genotype E10.

Conclusions

The circulation of AVRV was confirmed in the Metropolitan mesoregion of
Belém with areas showing high, intermediate and low prevalences. The most affected
age group was broiler chickens older than 15 days. Population densities >9 birds/m?
favored a greater spread of AVRV, while climatic conditions supported the uniform

maintenance of group A (genotype E10) AVRV between seasons.
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472
473 Table 1. Detection of AVRV in broiler chicken in different counties by RT-PCR.

Samples
Counties PCR+ PCR-
collected
Belém 5 4 (80%) 1 (20%)
Santa Bérbara 4 3 (75%) 1 (25%)
Santa Isabel 34 20 (58.8%) 14 (41.2%)
Benevides 12 4 (33.3%) 8 (66.7%)
Inhangapi 7 2 (28.6%) 5(71.4%)
Castanhal 12 2 (16.6%) 10 (83.4%)
Ananindeua &7 0 (0%) 7 (100%)
Santo. Antdnio Taud 4 0 (0%) 4 (100%)
Total 85 35 (41.2%) 50 (58.8%)
474
475
476
477
478
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Table 2. Detection of AVRV in broiler chicken in different ages by RT-PCR

Samples
Age PCR+ PCR-
collected
1-15 days 11 1 (9.1%) 10 (90.9%)
16-30 days 37 16 (43.2%) 21 (56.8%)
31-45 days 37 18 (48.6%) 19 (51.4%)
Total 85 35 (41.2%) 50 (58.8%)
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483
484  Table 3. Detection of AVRY in broiler chicken in different density conditions by RT-

485 PCR
Samples
Density PCR+ PCR-
collected
<9,0 birds/m” 20 4 (20%) 16 (80%)
>9 birds/m’ 52 25 (48.8%) 27 (51.9%)
Total 72% 29 (41.2%) 43 (59.7%)
486
487 *Thirteen samples from five farms did not provide information on the density
488 condition.
489
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430
491
492 Table 4. Detection of AVYRV in broiler chicken in different integrators by RT-PCR
Samples
Integrator PCR+ PCR-
collected
Company 1 39 14 (35.9%) 25 (64.1%)
Company 2 38 19 (50%) 19 (50%)
Company 3 4 0 (0%) 4 (100%)
Total 81* 33 (40.7%) 48 (59.8%)
493 *Four samples were from farms without companies.
494
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495
496  Table 5. Detection of AvRV in broiler chicken in different seasons by RT-PCR

Samples
Season PCR+ PCR-
collected
Rainy season 38 17 (44.7%) 91:(55:3%)
Dry season 47 18 (38.3%) 29 (61.7%)
Total 85 35 (412%) 50 (58.8%)
497
498
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Figure legends

Fig. 1. Phylogenetic tree constructed using the sequence of the non-structural rotavirus
NSP4 gene amplified from 20 strains from pooled fecal samples. Sequences starting
with AVE are from the present study. The neighbor-joining method and Kimura two-
parameter model were used for phylogenetic reconstruction. Only bootstrap values
(2,000 replicates) higher than 70% are indicated in the nodes of the tree. The scale bar is
proportional to the phylogenetic distance. The outgroup sequence 05V0049 (AvRV
group D) was included to better understand the phylogenetic relationships among

strains.

Fig. 2. Differences observed in the alignment of deduced amino acid sequences of NSP4
protein for AVRV detected in our study in comparison with the 02V0002G3 prototype.
The number at the top demonstrated the position of the amino acid in the sequence. A
dot indicates amino acid identity with the comparison strain sequence at that position.

CK=Chicken; TK=Turkey; PO=Pigeon
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