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““Ha uma forca motriz mais poderosa que o
vapor, a eletricidade e a energia atbmica:

a VONTADE”

Albert Einstein



RIBEIRO, Juliane. Aspectos clinicos e moleculares de infecgdes sintomaticas por
kobuvirus em animais. 2017. 80. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) — Universidade Estadual
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RESUMO

O género Kobuvirus, membro da familia Picornaviridae, é dividido em seis espécies Aichivirus A
a F. O segmento 3D do genoma do Kobuvirus é uma regido conservada, que codifica a enzima
RNA polimerase dependente de RNA (RdRP), que é amplamente utilizada para o diagndstico do
virus. A regido gendmica que codifica a proteina VP1 do capsideo viral, regido mais variavel, é
utilizada para estudos filogenéticos em cepas de campo de kobuvirus. Kobuvirus tem sido
relacionado a diarreia, principalmente em animais jovens e a infeccdo por kobuvirus ainda é
pouco descrita em animais no Brasil. O objetivo deste estudo foi avaliar caracteristicas da
infeccdo em duas espécies animais sendo um animal de producdo e outro de estimacdo. O
primeiro estudo descreve o envolvimento do kobuvirus (Aichivirus B) em um surto de diarreia em
bezerros de um rebanho leiteiro de alta producdo. Vinte e quatro amostras fecais diarreicas de
bezerros com até 30 dias de idade foram coletadas para analise virolégica. Cinco amostras fecais
de bezerros assintomaticos foram incluidas nas analises como grupo controle. Utilizando ensaios
de RT-PCR, o aichivirus B foi detectado em 54,2% (13/24) e rotavirus A G10P[11] em 25%
(6/24) das amostras fecais diarreicas avaliadas. Os bezerros assintomaticos foram negativos para
ambos os virus. Aichivirus B foi identificado apenas em bezerros com até duas semanas de idade
com 83,3% (10/12) das amostras positivas. A analise filogenética baseada no gene RdARP agrupou
as cepas brasileiras em um novo ramo no cluster Aichivirus B. A andlise das sequéncias de
nucleotideos do gene VP1 das cepas brasileiras e chinesas de Aichivirus B permitiu classificar as
cepas brasileiras avaliadas na recém proposta, linhagem 1 (genotipo A). Este é o primeiro relato
de alta taxa de deteccdo de aichivirus B em um surto de diarreia em bezerros leiteiros e também o
primeiro estudo filogenético com base no gene VP1 realizado com cepas de campo de Aichivirus
B identificadas na América do Sul. O segundo estudo descreve a deteccdo extra-intestinal de
kobuvirus canino (CaKV) em um filhote de Chihuahua de 5 meses de idade com histérico clinico
de fezes com sangue de morte natural. Fragmentos de tecido foram submetidos a técnica de
histopatologia e imuno-histoquimica (IHC) para identificar antigenos do virus da cinomose
(CDV), parvovirus canino tipo 2 (CPV-2) e adenovirus canino tipos 1 e 2 (CAdV-1 e 2). As
técnicas de PCR e RT-PCR foram utilizadas para amplificar genes especificos de CaKV, CDV,
CPV-2, CAdV-1 e -2 e herpesvirus canino tipo 1 (CaHV-1). Fragmentos de intestino e amostras
de fezes foram avaliados para identificar a presenca de rotavirus. As principais alteracfes
patoldgicas encontradas foram peneumonia intersticial, bronquite necrosante, miocardite, enterite
e deplecédo linfoide. A RT-PCR detectou CaKV no cerebelo, cérebro, pulmé&o, tonsila e figado.
Neste estudo, também foram identificadas infec¢cdes mistas de CaKV com CDV e CPV-2 com
CaHV-1. CaKV e rotavirus ndo foram identificados nas fezes e intestino. Os ensaios IHC
detectaram antigenos de CDV e CAdV-1 em regiGes distintas dos pulmdes. A analise filogenética
da cepa de CaKYV identificada neste estudo revelou semelhanca com cepas detectadas em outros
paises. Os resultados evidenciam a primeira deteccdo extra-intestinal de CaKV em tecidos em
associacdo com infec¢Bes mistas com outros virus comumente encontrados em cées e a primeira
deteccdo extra-intestinal de CaKV em um céo. Os resultados obtidos nesse estudo adicionaram
novos conhecimentos sobre aspectos clinicos e moleculares da infeccdo por kobuvirus em
animais.

Palavras-chave: Bezerro. Cdo. Aichivirus B. Virus entérico. Coinfeccao.



RIBEIRO, Juliane. Clinical and molecular aspects of symptomatic kobuvirus infections in
animals. 2017. 80. Thesis (Doctor’s Degree in Animal Science) — Universidade Estadual de
Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The Kobuvirus genus is a member of the Picornaviridae family and subdivided into six
species Aichivirus A to F. The 3D segment of the Kobuvirus genome is a conserved genomic
region which encodes the enzyme RNA-dependent RNA polymerase (RdRP) and widely used
for the virus diagnosis. The region encoding the protein VP1 of the viral capsid, region more
variable, is used to perform phylogenetic studies in kobuvirus field strains. Kobuvirus has
been related with diarrhea mainly in young animals and the kobuvirus infection is still little
described in animals in Brazil. This study aimed to evaluate characteristics of the infection in
two animal species being one of production and another pet. The first study describes the
involvement of kobuvirus (Aichivirus B) in a diarrhea outbreak in calves of a high-producing
dairy cattle herd. Twenty-four diarrheic fecal samples from calves with up to 30 days old
were collected for virological analysis. As control group were collected five fecal samples
from asymptomatic calves. Using RT-PCR assays aichivirus B was detected in 54.2% (13/24)
and rotavirus A G10P[11] genotypes in 25% (6/24) of diarrheic fecal samples evaluated.
Asymptomatic calves were negative for both viruses. Aichivirus B was only identified in
calves with up to two weeks old with 83.3% (10/12) of the positive samples. Phylogenetic
analysis based on the RARP gene the Brazilian strains grouped in a new branch within the
Aichivirus B cluster. The analysis of the nucleotide sequences of the VP1 gene of the
Brazilian and Chinese Aichivirus B strains allowed classified the Brazilian field strains in the
putative lineage 1 (genotype A). This is the first report of the high detection rate of aichivirus
B in a diarrhea outbreak in dairy calves and also the first phylogenetic study based in VP1
gene of Aichivirus B wild-type strains in South America. The second study describes the
extra-intestinal detection of kobuvirus canino (CaKV) in a Chihuahua 5-month-old puppy,
with clinical history of bloody-tinged feces of natural death. Tissue fragments were submitted
to technique histopathology, and immunohistochemical (IHC) assays to identify the antigens
of canine distemper virus (CDV), canine parvovirus-2 (CPV-2), and canine adenovirus types
1 and 2 (CAdV-1land -2). PCR and RT-PCR assays targeted specific genes of CaKV, CDV,
CPV-2, CAdV-1 and -2, and canine herpesvirus-1 (CaHV-1). Intestinal fragments and fecal
samples were evaluated to identify the presence of rotavirus. The main pathological findings
were interstitial pneumonia, necrotizing bronchitis, and myocarditis, enteritis, and lymphoid
depletion. The RT-PCR detected CaKV within the cerebellum, cerebrum, lung, tonsil, and
liver. Mixed infections of CaKV with CDV, CPV-2, and CaHV-1 were identified by
molecular assays. CaKV and RV were not identified within the feces and intestine. IHC
assays detected antigens of CDV and CAdV-1 within distinct regions of the lungs.
Phylogenetic analysis of the CaKV strains identified in this study was similar to those strains
from other geographical regions. The results confirmed the first extra-intestinal detection of
CaKV in tissues in association with mixed infections with others viruses commonly found in
dogs and the first extra-intestinal detection of CaKV in a dog. The results obtained in this
study added new knowledge of clinical and molecular aspects of kobuvirus infection in
animals.

Key words: Calf. Puppy. Aichivirus B. Enteric virus. Coinfection.
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1 INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

O viroma é constituido por virus que infectam células eucaridticas e
bacteriofagos (HANDLEY, 2016). Dessa forma, viroma intestinal € um coletivo de todos os
virus que habitam o intestino. A estreita relagdo entre micro-organismos presentes no
intestino, como as bactérias, fungos, virus e protozoarios, constituem o microbioma intestinal
(HANDLEY, 2016).

O microbioma intestinal dos vertebrados desempenha funcdo fundamental
na salde do hospedeiro, estimulando o desenvolvimento do sistema imunoldgico, na
fisiologia, auxiliando na degradacédo e absorcdo de nutrientes e no equilibrio com os agentes
patogénicos oportunistas (CHOW et al., 2010).

O desenvolvimento de novas tecnologias, como o sequenciamento de nova
geracdo, resultam em uma série de estudos que avaliam a diversidade de espécies e as
estruturas desses micro-organismos que habitam o ambiente intestinal tendo como principal
objetivo 0 aumento da eficiéncia alimentar e a redugdo da suscetibilidade a doencas que
alteram a homeostasia do organismo (HANDLEY, 2016).

O desvendamento de simbioses microbio-hospedeiro e a identificacdo de
funcbes basicas do microbioma sdo questdes essenciais para que possam ser usufruidos os

beneficios de um microbioma equilibrado para a satde e producdo animal.

A maioria das zoonoses emergentes € originaria de animais selvagens, e
muitas delas sdo causadas por virus. Entretanto, a diversidade viral total (virodiversity) é
impossivel de ser estimada (ANTHONY et al.,, 2013). O surgimento de novos virus e a
diversidade genética no ambiente selvagem pode levar ao aumento de doencgas emergentes de
etiologia viral (JONES et al., 2008; ANTHONY et al., 2013).

A identificacdo de micro-organismos coinfectando um hospedeiro €
importante porque essas interacfes podem ser associa¢fes positivas ou negativas, tanto entre
as especies que habitam o intestino, quanto para o hospedeiro (JONES et al., 2008; ROUND;
MAZMANIAN, 2009).

Alteracdes microbiologicas de organismos comensais ou patogénicos no
intestino podem interferir na resposta imune do hospedeiro (HANDLEY, 2016). Dessa forma,

distirbios da microbiota resultam no desequilibrio de células imunes adaptativas podendo
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estar relacionado a distarbios como a doenga inflamatoria intestinal e extra-intestinal
(ROUND; MAZMANIAN, 2009).

Alguns fatores predisponentes e determinantes podem facilitar a entrada e a
disseminagdo dos micro-organismos no animal nos primeiros dias de idade (RIEDER,
BRUM, 2007). Os custos com o tratamento, os reflexos negativos na performance do animal e
os altos indices de mortalidade sdo fatores importantes que devem ser considerados para o
controle e a profilaxia das enterites de origem infecciosa (ALFIERI et al., 2006).

Alguns fatores como o fornecimento de promotores de resposta imune,
como a utilizacdo de vacina nas fémeas no final do periodo gestacional, o fornecimento de
colostro em qualidade e quantidade adequadas, aliado as condicdes de higiene das instalacdes
sdo fundamentais para a prevencgédo da diarreia neonatal (BARTELS et al., 2010).

Adicionalmente, acfes de manejo que auxiliem no controle das condi¢des
estressantes para o animal, tais como varia¢des bruscas de temperatura, privacao de alimento
e agua sdo fundamentais para a qualidade de vida dos animais, prevenindo as alteracdes de

homeostase.

A diarreia neonatal é a doenca entérica que merece destaque em diversas
espécies de animais de producdo como nos animais de companhia. Varios estudos conduzidos
no Brasil e em todo o mundo relacionam a presenca de patdgenos destacando entre eles
bactérias (Escherichia coli enteropatogénica, Salmonella spp.), virus (rotavirus, coronavirus,
norovirus, parvovirus), toxinas (fungos produtores de micotoxinas) e protozoarios
(Cryptosporidium spp., Eimeria spp.). Esses micro-organismos, entre muitos outros, sao
responsaveis por infeccdes entéricas que culminam com a sindrome diarreica em animais
neonatos. Esses potenciais enteropatdgenos podem atuar isoladamente, em infeccdes
singulares, ou em associacdo, que resulta em infeccbes mistas entre micro-organismos
patogénicos pertencentes a mesma classe ou até mesmo entre classes distintas de micro-
organismos (ALFIERI et al., 2006; HEADLEY et al., 2015; ABUELO, 2016).

Atualmente, diferentes virus RNA e DNA sdo regularmente descritos em
conteddo intestinal de animais assintomaticos e também em animais com sinais clinicos de
diarreia. Porém, como o0s relatos sdo ainda relativamente recentes o potencial

enteropatogénico da maioria desses virus ainda ndo foi adequadamente avaliado.
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Kobuvirus é um agente viral descrito em um surto de infeccdo entérica em
humanos, em 1991 no Japdo (YAMASHITA et al., 1991). A partir desse relato o kobuvirus
vem sendo estudado em varios paises e identificado, além dos humanos, também em varias
espécies de animais domésticos e selvagens (BARRY et al., 2011; KAPOOR et al., 2011;
CHUNG et al., 2013; OLARTE-CASTILLO et al., 2015).

Muitos estudos relacionam a presenca de kobuvirus em animais e humanos
com sinal clinico de diarreia (RIBEIRO et al., 2014; CANDIDO et al., 2017). Entretanto, esse
agente viral também pode ser encontrado nas fezes de animais assintomaticos, porém com
menor frequéncia (YAMASHITA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2014).

O desenvolvimento de estudos abordando a infeccdo por kobuvirus em
diversas espécies animais é importante para a compreensédo da epidemiologia, patogenia, bem
como a interagd0 com outros micro-organismos entéricos. Adicionalmente, outro aspecto
ainda obscuro na epidemiologia dos kobuvirus em animais e de extrema importancia que seja
rapidamente esclarecido € o risco do potencial zoondtico dessa infeccdo viral. A estreita
relacdo entre os provaveis hospedeiros do kobuvirus como humanos, animais de producéo e
de companhia nao permite que esse risco bioldgico seja negligenciado. Com isto, métodos de
virologia classica e molecular devem ser empregados na busca de respostas a varios
guestionamentos ainda ndo esclarecidos com relacéo a infeccao por esse virus, tanto em seres

humanos, quanto em animais.



19

2 REFERENCIAL TEORICO
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Picornavirus

Picornavirus pertencem a ordem Picornavirales que é composta por cinco
familias e 47 géneros podendo causar infeccdo em plantas e animais, incluindo o homem
(KEMPF; BARTON, 2015; ICTV, 2016). O termo “picornavirus” ¢ derivado do grego “pico
RNA” que “significa pequeno RNA virus”, dessa forma o nome dessa familia viral é
caracterizado pelo pequeno tamanho do virion (ICTV, 2016).

Os picornavirus ocasionam enfermidades de origem respiratéria, hepatica,
cardiaca, neurolégica, mucocutanea e doengas sistémicas com diferentes niveis de gravidade
(RIEDER; BRUM, 2007). Em Medicina Veterinaria, existem doencas importantes que sao
causadas por membros desta familia, destacando-se a febre aftosa que é considerada pela OIE,
como uma doenca altamente contagiosa de grande impacto econémico com efeitos
devastadores na producéo animal (GOODWIN et al., 2009; OIE, 2016).

Morfologicamente, os virus da familia Picornaviridae sdo esféricos,
desprovidos de envelope lipoprotéico e apresentam 27 a 30 nm de diametro. O genoma &
constituido por RNA fita simples (sSRNA) com polaridade positiva, poliadenilado na
extremidade 3’ e com 8,2 - 8,4 kilobase de tamanho (YAMASHITA et al., 1998).

A organizagdo viral tipica dos picornavirus apresenta uma proteina viral
(VPg) ligada covalentemente a extremidade 5’UTR com a fungdo de regular a sintese de RNA
viral; cada fase aberta de leitura (ORF) do genoma viral codifica maltiplos dominios que séo
expressos em uma poliproteina (proteina Lider — L), que é clivada em trés proteinas
precursoras P1, P2 e P3 e processada por proteinases originando as proteinas individuais do
virion; trés proteinas estruturais do capsideo (VPO, VP3 e VP1) e sete proteinas ndo
estruturais (2A, 2B, 2C, 3A, 3B, 3C e 3D); além da extremidade 3’UTR (YAMASHITA et
al., 1998; RIEDER; BRUM, 2007) (Figura 1).

O segmento que codifica a regido ndo estrutural 3D € a regido mais
conservada do genoma viral e codifica a polimerase viral (RNA polimerase dependente de
RNA - RdRP). A proteina VP1 constitui a regido mais externa do capsideo viral, é
considerada uma regido imunogénica importante e também a proteina mais varidavel da
particula viral (REUTER; BOLDIZSAR; PANKOVICS, 2009).



21

Atualmente o género Kobuvirus, inserido na familia Picornaviridae, €
considerado em vérias partes do mundo um género viral emergente causando infec¢fes em
humanos e animais (LI et al., 2011; PORTES et al., 2016). O género Kobuvirus ¢ dividido em
seis espécies (ICTV, 2016); Aichivirus A que tem como hospedeiros os seres humanos,
felinos, caninos e roedores (OLARTE-CASTILLO et al., 2015); o Aichivirus B responsavel
por ocasionar infeccdo em bovinos e ovinos (REUTER et al., 2010); a terceira espécie, 0
Aichivirus C, identificado em infec¢es em suinos e caprinos; o Aichivirus D tem como
hospedeiro bovinos (cepa variante isolada na cidade de Kagoshima, Japdo) (OTOMARU et
al., 2016); Aichivirus E que foi identificado em coelhos (Oryctolagus cuniculus var.
domestica) (PANKOVICS et al., 2016) e a sexta espécie o Aichivirus F encontrada em

morcegos, até 0 momento ndo publicado (Figura 2).
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Figura 1. Organizacdo gendmica do género kobuvirus.

Fonte: Reuter et al. (2011).

As principais diferencas do kobuvirus em relacdo aos outros picornavirus
encontram-se na regido gendmica que codifica proteina L onde observa-se a auséncia de um
sitio de clivagem na regido VPO e uma forma distinta da proteina 2A (REUTER; BOROS;
PANKOVICS, 2011).

A palavra “Aichivirus” é de origem japonesa, recebendo esse nome porque
as particulas virais foram isoladas em células Vero pela primeira vez, em 1989, em um surto
de gastroenterite em humanos na cidade de Aichi, no Japdo (YAMASHITA et al,, 1991). A
partir desse isolamento foi visualizado um novo virus citopéatico atipico, com organizacao
semelhante aos picornavirus, sendo classificado como novo membro da familia
Picornaviridae, demonstrado na figura 3 (YAMASHITA et al., 1991).
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Figura 2. Arvore filogenética contendo as espécies que compdem o género Kobuvirus. Analise
filogenética com 507 pb com base no segmento 3C/3D pelo método de neighbor-joining, modelo
Kimura 2-parameter, bootstrap de 1000 replicacdes no programa MEGA versdo 6.0. Cepa do virus da
Febre Aftosa (outgroup).

Fonte: Elaborado pela autora.

A partir dessa descoberta, o Aichivirus A foi descrito em varios paises (OH
et al., 2006; DREXLER et al., 2011) e por meio de andlises filogenéticas com base no
segmento que codifica a regido genémica 3C/3D da polimerase viral, é dividido em trés
genotipos, denominados A, B e C, que apresentam até 90% de identidade de nucleotideos (nt),
entre elas, nessa regido genémica (YAMASHITA et al., 2000; AMBERT-BALAY et al.,

2008). Sendo confirmado por analise da regido codificante da proteina VP1.
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Figura 3. Imagem por microscopia eletronica de transmissdo de particulas de kobuvirus.
Fonte: Yamashita et al. (2003).

Os relatos de identificacdo de aichivirus A estdo concentrados
principalmente em amostras fecais de humanos com gastroenterite (AMBERT-BALAY et al.,
2008; CHITAMBAR; GOPALKRISHNA, 2011). Na Hungria, o virus foi identificado em
uma (1,5%) amostra fecal em um grupo de criancas hospitalizadas (n=65) (REUTER et al.,
2009). Resultado semelhante foi descrito na China onde 1,8% (8/445) das amostras fecais de
criancas de 0 a 6 anos de idade, foram positivas para o aichivirus A (YANG et al., 2009).

Na india, um estudo retrospectivo de 5 anos realizado em amostras fecais
de 1240 pacientes com até oito anos de idade com diarreia revelou que 1,1% (14/1240) das
amostras foram positivas para o aichivirus A (VERMA; CHITAMBAR; GOPALKRISHNA,
2011). Todas as cepas de Aichivirus A identificadas neste estudo pertenciam ao genotipo B
(VERMA; CHITAMBAR; GOPALKRISHNA, 2011).

No Brasil, a primeira identificacdo de aichivirus A ocorreu em 2006 no
estado de Goiads em pacientes hospitalizados com sinal clinico de gastroenterite. As cepas de
Aichivirus A encontradas no Brasil foram classificadas no genotipo B (OH et al., 2006).

O envolvimento do kobuvirus como um patégeno gastroentérico em
humanos ainda é uma questdo ndo definida. Estudos relacionam a presenca do aichivirus em
humanos e animais em coinfecgdo com outros virus, sendo o rotavirus (AMBERT-BALAY et
al., 2008; VERMA; CHITAMBAR; GOPALKRISHNA, 2011; RIBEIRO et al., 2014) e os
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norovirus (OH et al., 2006; MAUROY et al., 2009) os agentes virais mais detectados em
infeccdo mista.

Entretanto, o aichivirus A também foi encontrado em associa¢do com outros
virus indutores de imunossupressao, como o retrovirus (PORTES et al., 2015). Em um estudo,
a presenca do kobuvirus foi relatada com maior frequéncia (7,32%; 9/123) em pacientes HIV-
soropositivos com gastroenterite em comparagcdo aos pacientes com diarreia e HIV-
soronegativos (0,8%; 1/125). Ainda nesse estudo as cepas de Aichivirus A identificadas foram
classificadas nos genotipos A e B. Os autores concluiram que o aichivirus A pode ser
classificado como um patdgeno oportunista em pacientes com doenga entérica (PORTES et
al., 2015).

Adicionalmente, estudos de soroprevaléncia de aichivirus A demonstraram
a presenca de 25% de soropositivos em individuos com idade superior a 7 meses (GOYER et
al., 2008) e de até 95% em individuos com idade acima de 30 anos (RIBES et al., 2010).
Segundo um inqueérito soroepidemioldgico realizado no Japdo as maiores taxas de
soroconversdo foram encontradas na faixa etaria entre 20 até 40 anos (YAMASHITA et al.,
1993).

As altas taxas de individuos soropositivos a infeccdo pelo aichivirus A
sugerem que o virus pode circular no organismo sem causar sintomas ou ocasionar infec¢oes
ndo perceptiveis, que ndo necessitem de intervencdo médica (JONSSON et al., 2012).

Em relacdo aos animais, os aichivirus foram descritos em espécies de
animais domésticos e silvestres em varios paises (DUFKOVA et al., 2013; CHOI et al., 2015;
OLARTE-CASTILLO et al., 2015). Até o0 momento, em nenhuma espécie 0s sinais clinicos
sdo confirmados pela presenca do virus (DUFKOVA et al., 2013).

Em um estudo experimental foi inoculado por via intramuscular 2 mL (10’
TCID50/mL) de inéculo viral utilizando 20 suinos livre de patdgenos. A partir do quarto dia
apos a inoculacdo os animais apresentaram alterac6es clinicas como diarreia, ndusea e edema,
sendo que apds o oitavo dia da inoculacdo os sinais clinicos desapareceram. Durante a
necropsia foi observado hemorragia petequial na superficie dos rins. No sexto dia ap0s
inoculacdo 2 animais morreram. A avaliacdo histoldgica dos pulmdes desses dois animais
apresentaram exsudato nos alvéolos, tecido intersticial pulmonar mais denso e congestionado,
sugerindo pneumonia intersticial. Além disso, 0s rins continham grande quantidade de
glébulos vermelhos e células epiteliais tubulares exsudadas nos tubulos renais, sugerindo
hemorragia petequial. Adicionalmente, foram encontradas numerosas células caliciformes no

ceco, com grande quantidade de linfécitos infiltrados na mucosa do reto, caracterizando uma
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inflamagdo. Na opinido dos autores, a resposta inflamatdria seria a causa da diarreia nos
animais (Yang et al., 2015).

As taxas de diagndstico do virus em animais aparentemente saudaveis
(assintomaticos) comparadas com as encontradas em animais com sinais clinicos de diarreia
(sintométicos) em alguns estudos sdo semelhantes (VERMA; CHITAMBAR,;
GOPALKRISHNA, 2011; DI MARTINO et al., 2012). Entretanto, outros estudos relacionam
maior taxa de infeccdo em animais com diarreia em relacdo aos animais assintomaticos
(PARK et al., 2010; JEOUNG et al., 2011).

Da mesma forma ndo esta claro sobre a superinfeccdo do aichivirus com
outros agentes patogénicos, na qual a presenca desse virus causaria 0 agravo dos sinais
clinicos ou seria o responsavel por causar uma doenca multifatorial. Como ja comprovado,
presenca do virus nas fezes e no soro dos animais demonstra a capacidade desse virus em se
disseminar no organismo animal. Além disso, condi¢des estressantes poderiam facilitar a
infeccdo por alterar a imunidade para 0s microrganismos potencialmente patogénicos
(BARRY et al., 2011).

Assim como em humanos, os resultados dos estudos revelaram que a
presenca do kobuvirus é relatada com maior frequéncia em animais jovens (JEOUNG et al.,
2011; RIBEIRO et al., 2014). No entanto, ha o relato da frequéncia de 90,9% (30/33) de
amostras fecais aichivirus-positivas em suinos adultos (DUFKOVA et al., 2013).

As formas de contaminacdo pelas vias direta e indireta (por meio de agua,
alimentos ou fomites contaminados) estdo sendo investigadas como possibilidades de vias de
transmissdo. No caso dos humanos, é descrito a via oral-fecal como a principal via de
transmissdo (REUTER; KECSKEMET]I; PANKOVICS, 2010).

Em todo o mundo, estudos recentes demonstram a amplitude de espécies
animais susceptiveis a infeccdo pelo kobuvirus, tais como raposas (Vulpes vulpes), cervideos
(Capreolus capreolus) (DI MARTINO et al.,, 2015), roedores (Peromyscus crinitus,
Peromyscus maniculatus, Peromyscus truei e Peromyscus boylii) (PHAN et al., 2011), aves
(Coracias garrulus) (PANKOVICS et al., 2015) e carnivoros selvagens (Neovison vison,
Mustela lutreola, Golden jackal e Side striped jackal) (BODEWES et al., 2014; OLARTE-
CASTILLO et al., 2015). Adicionalmente, a presenca desse agente viral tem sido amplamente
relatada em espécies de animais de producdo como suinos (RIBEIRO et al., 2013) e bovinos
(RIBEIRO et al., 2014), além de animais de companhia como caninos e felinos (CARMONA-
VICENTE et al., 2013).
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Até o momento, a transmissdo interespécies pelo kobuvirus, ndo foi descrita.
Com isso, novos estudos estdo sendo conduzidos com o objetivo de ampliar o conhecimento
sobre as cepas virais circulantes, sua manifestacdo no organismo, formas de transmissédo do
virus e sua distribuicdo global (DUFKOVA et al., 2013).

Com relacéo a infec¢do, 0 conhecimento sobre a transmissao interespécie é
um fator importante que deve ser investigado pois esse agente viral esta sendo encontrado
tanto em animais quanto em humanos e pode representar risco para a salde publica
(KHAMRIN et al., 2010; DUFKOVA et al., 2013).

2.2 Aichivirus B (kobuvirus bovino)

kobuvirus bovino, atualmente denominado Aichivirus B (ICTV, 2016), foi
descrito pela primeira vez em bovinos no Japdo em 2003 (YAMASHITA et al., 2003), como
um agente citopatico em cultura de células Vero a partir de um meio suplementado com soro
fetal bovino. Este soro era suspeito de estar contaminado com o aichivirus.
Morfologicamente, a particula viral identificada apresentava semelhanca com os aichivirus
encontrados nos humanos, porém os virus eram geneticamente distintos (YAMASHITA et al.,
2003).

Um estudo realizado com 72 amostras de soro de um rebanho bovino
assintomatico identificou anticorpos contra o aichivirus B (U-1) em 59,7% (43/72) dos
animais avaliados (YAMASHITA et al., 2003). Paralelamente, foram analisadas por RT-PCR
72 amostras de fezes do mesmo rebanho sendo que o RNA do aichivirus B foi identificado em
16,7% (12/72) das amostras. Os autores concluiram que o aichivirus B € um virus presente em
rebanhos bovinos do Japdo (YAMASHITA et al., 2003).

Posteriormente, um estudo retrospectivo avaliou amostras de fezes de
bovinos com diarreia do periodo de 2001 a 2004 na Tailandia. Aichivirus B foi identificado
em 8,3% (6/72) das amostras avaliadas (KHAMRIN et al., 2008). Todas as sequéncias
gendbmicas parciais analisadas formaram um ramo distinto na arvore filogenética em
comparacdo a cepa prototipo U-l. Este estudo relatou a importancia da identificacdo da
presenca de aichivirus B em outras regifes geograficas (KHAMRIN et al., 2008).

Em 2009, o kobuvirus bovino também foi identificado na Hungria em
6,25% (2/32) das amostras analisadas (REUTER; EGYED, 2009). RNA de outros agentes
virais como rotavirus e norovirus também foram identificados nessas mesmas amostras de

fezes provenientes de animais assintomaticos. Ainda em 2009, na Bélgica, foi avaliada a
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presenca do aichivirus B em 300 amostras de fezes de animais com diarreia tendo sido
identificada a presenca do kobuvirus bovino em trés amostras que apresentavam coinfeccéo
com norovirus bovino, sendo o principal agente encontrado nesse estudo com 24 amostras
positivas (MAUROQY et al., 2009).

Na Coréia do Sul, a frequéncia de diagnostico de aichivirus B foi maior uma
vez que esse virus foi identificado em 34,6% (37/107) das amostras fecais avaliadas
(JEOUNG et al., 2011). A maior porcentagem de positividade 37,2% (32/86) foi encontrada
em animais com diarreia (JEOUNG et al., 2011). Entretanto, a presenca de aichivirus B ndo
pode ser considerada como agente causador da manifestacdo de diarreia. Neste estudo, a
presenca de coinfeccdo com outros virus como coronavirus, rotavirus e virus da diarreia viral
bovina também foi relatada (JEOUNG et al., 2011).

Também na Coréia do Sul, foram analisadas amostras fecais de bezerros e
de animais adultos com diarreia (PARK et al., 2011). O resultado revela que a infec¢éo foi
mais prevalente em animais jovens (primeiro més de vida), encontrando 66,7% dos animais
infectados. A deteccdo viral decresce com o aumento da idade, obtendo 25% (1/4) para a
categoria jovem e 18,4% (9/49) de positivos nos animais adultos (PARK et al., 2011).

A maior taxa (77,8%) de ocorréncia de RNA de aichivirus B identificada em
fezes de bovinos foi relatada na Holanda. Entretanto, o pequeno nimero de amostras
avaliadas (n=7) permite apenas afirmar a presenca do virus no pais, ndo revelando a real
prevaléncia da infeccdo (BARRY et al., 2011).

No Brasil, o aichivirus B foi inicialmente descrito em quatro regides do
pais; Norte, Sul, Sudeste e Centro-Oeste, com maior frequéncia de deteccdo na regido Sul,
principalmente no estado do Parand onde o virus foi identificado em 50% dos rebanhos
avaliados (RIBEIRO et al., 2014). Neste estudo, a maior prevaléncia ocorreu em bezerros com
sinal clinico de diarreia (RIBEIRO et al., 2014). Assim como em outros estudos (JEOUNG et
al., 2011; PARK et al., 2011), o aichivirus B também foi mais prevalente em animais jovens,
com menos de 60 dias de idade. Nessa faixa etaria 20,9% (38/182) das amostras analisadas
foram positivas em comparacdo com apenas 5% (2/40) de positividade em fezes provenientes
de animais com idade superior a um ano (RIBEIRO et al., 2014).

Esse estudo também comparou a presenca do aichivirus B em rebanhos de
corte e leite. O resultado encontrado foi a maior presenca desse virus em fezes de animais
provenientes de rebanhos leiteiros 22,2% (26/117), enquanto para animais de corte foi de
13,3% (14/105). Por analise de sequenciamento os autores confirmaram a presenca do

aichivirus B nas amostras, destacando que as cepas encontradas formaram um ramo distinto
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de cepas descritas na Coréia do Sul, Holanda, Italia, Hungria e Japdo. Esse estudo foi o
primeiro a revelar a presenca e a distribuicéo desse agente viral entérico em rebanhos bovinos
brasileiros (RIBEIRO et al., 2014).

Estudo subsequente, também conduzido no Brasil, apresentou taxa de
deteccdo de 14,4 % (31/216) (CANDIDO et al., 2017) que é semelhante ao estudo prévio
realizado em 2014 (RIBEIRO et al., 2014). Entretanto, a analise de pequenos fragmentos
pertencentes a regido que codifica a RNA polimerase viral (RARP) permite somente a
avaliacdo da presenca do aichivirus B nos rebanhos sem a possibilidade de avaliacéo
molecular de cepas virais circulantes, excluindo a possibilidade de classificagdo e comparacao
com cepas detectadas em outros paises. Dessa forma, para o real conhecimento desse agente é
necessaria a avaliagdo de outros segmentos virais geneticamente variaveis, como a
caracterizacdo do gene que codifica a proteina VP1 (CHANG et al., 2014).

Um estudo apresentando analise filogenética com base na regido que
codifica a proteina VP1 do aichivirus B foi realizado em amostras identificadas na China. Este
estudo avaliou 166 amostras fecais de bovinos e detectou 34,9% (58/166) de positivos
(CHANG et al., 2014). O valor de identidade entre cepas classificadas na linhagem do
Kobuvirus bovino apresentam 95,6 até 100% de identidade de nt. Neste estudo os autores
encontraram cepas classificadas como Aichivirus B com menor valor de identidade entre elas,
revelando maior diversidade de cepas encontradas e sugere a classificacdo em quatro
linhagens (1, 2, 3 e 4) ou genotipos (A, B, C e D). As analises das sequéncias encontradas
apresentaram valor igual ou menor que 85,1% de identidade de nt como critério de
classificacdo para uma nova linhagem ou genotipo.

Por esse motivo, os autores apresentaram a analise filogenética das cepas
encontradas na China compondo a linhagem 2, 3 e 4 e a comparacdo com outras cepas
previamente descritas em outros paises, como a cepa japonesa classificada na linhagem 1
(genotipo A) demonstrando a diversidade filogenética das cepas de aichivirus B (CHANG et
al., 2014).

Além da identificacdo em amostras de fezes, um estudo de caso realizado
nos Estados Unidos da América (EUA) avaliou um bezerro que apresentava sinal clinico de
diarreia com hipotonia dos quatro membros, cauda, cabeca e pescoco (MOREIRA et al.,
2017). A pesquisa para outros agentes foi realizada encontrando a presenca de
Cryptosporidium spp. e rotavirus nas fezes. Entretanto, os autores relatam que o animal
apresentou agravamento dos sinais clinicos neuroldgicos e por isso colheram o liquor que foi

analisado por testes bioquimicos e por sequenciamento de nova geracdo.. O resultado da
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analise foram alteracOes sugestivas de meningite e/ou encefalite sendo relacionado a presenca
de kobuvirus bovino (MOREIRA et al., 2017). Dessa forma, este estudo foi o primeiro relato
da identificacdo extra-intestinal de aichivirus B, além de sugerir a presenca do virus com a
apresentacdo de quadro clinico neuroldgico. Entretanto, os autores sinalizam para um possivel
risco de contaminacdo durante a coleta ou na manipulacdo do material no laboratério. Além
disso, ressaltam a importancia da utilizacdo de outros testes de diagndstico, bem como a
pesquisa de outros agentes etiolégicos, além daqueles que foram analisados (MOREIRA et
al., 2017).

Embora a presenca do aichivirus B seja amplamente relatada em todo o
mundo, os efeitos associados com a presenca desse agente em bovinos ainda ndo esta
compreendido. Dessa forma, observa-se que sdo necessarios estudos adicionais para
determinar o envolvimento do aichivirus B como agente etiologico de doencas em bovinos,
alem de identificar alguns aspectos relacionados a epidemiologia, vias de transmissao,

eliminacgéo e co-infec¢do com outros micro-organismos patogénicos.

2.3 Kobuvirus canino (CaKV)

O primeiro relato da infeccdo pelo kobuvirus em canideos ocorreu em 2011
em dois estudos paralelos realizados no EUA que avaliaram amostras de fezes de cdes com
sinal clinico de diarreia (KAPOOR et al., 2011; LI et al., 2011). Pela analise filogenética os
dois estudos relataram maior identidade entre as novas cepas encontradas com kobuvirus
humano e de roedores analisando todas as regibes gendmicas do virus (P1, P2 e P3)
agrupando no mesmo cluster, mas divergindo geneticamente do kobuvirus de bovinos e
suinos previamente classificados no género Kobuvirus.

A identificacdo do CaKV nos EUA foi realizada por meio da analise de
fezes e suabe retal de 18 animais com diarreia provenientes de trés surtos distintos. As
analises das sequéncias de nt revelaram 5% de alteracdes na regido conservada (3D) e 4% ao
longo da sequéncia de nt da proteina VP1 em comparacdo com o Aichivirus A (KAPOOR et
al., 2011). Além disso, as novas cepas apresentaram semelhancas como pontos de clivagem
presentes nas sequéncias de CaKV identificadas. Entretanto, a maior similaridade foi
encontrada com cepas de Aichivirus A divergindo das cepas de Kobuvirus de outras espécies
(KAPOOR et al., 2011).

Outro estudo que ocorreu simultaneamente no mesmo pais avaliou 18

animais (jovens e adultos) pertencentes a canis e cdes domiciliados com sinal clinico de
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diarreia sanguinolenta entre os anos de 2009 e 2010. Neste estudo foram identificadas trés
amostras positivas para o CaKV com 93 a 98% de identidade de nt entre as cepas
identificadas (LI et al., 2011).

Segundo Li et al. (2011) o critério utilizado para inclusdo de uma cepa viral
em um género da familia Picornaviridae de acordo como o ICTV é que a mesma deve
apresentar >40, >40 e >50% de similaridade de aminoécidos para as regiées P1, P2 e P3 do
genoma, respectivamente. Para as trés amostras positivas a anélise revelou 75%, 83% e 86%
de similaridade de aminoécidos com o Aichivirus A nas regifes P1, P2 e P3, respectivamente.
Dessa forma, utilizando esse critério as cepas identificadas foram classificadas no género
Kobuvirus (LI et al., 2011).

Além do CaKV outros agentes virais foram encontrados nas amostras
estudadas, como parvovirus canino tipo 2 (CPV-2), coronavirus canino (CCoV), sapovirus e
rotavirus. Entretanto, o estudo aponta a descoberta do CaKV assim como sua interagdo com
0S outros virus ja previamente descritos e, considerando a estreita relacdo entre as espécies,
relata a possibilidade de transmisséo para o homem (LI et al., 2011).

A identificacdo de CaKV na Italia foi realizada em 2013 onde foram
avaliadas 256 amostras de fezes de cédes jovens de 3 a 4 meses de idade. Deste total foram
identificadas seis amostras positivas para CaKV somente nos animais que apresentavam
diarreia (n=137) revelando taxa de prevaléncia de 4,37% de positivos. A infeccdo mista com
CPV e CCoV foi descrita em quatro amostras. Neste estudo, o0 CaKV ndo foi o principal
agente encontrado, porém os autores ressaltam a presenca desse agente em caes na Europa e a
necessidade do conhecimento sobre a correlagdo do CaKV com outros agentes etioldgicos de
infeccdes entéricas (DI MARTINO et al., 2013).

A presenca de coinfeccdo entre o CaKV com outros agentes entéricos
também foi descrita na Coréia do Sul em um estudo que avaliou amostras fecais diarreicas de
91 animais com idade entre 1 e 24 meses. Este estudo identificou 2 (2,2%), 46 (50,5%), 49
(53,8%) e 61 (67,0%) amostras positivas para astrovirus (CAstV), CaKV, CPV e CCoV,
respectivamente, também descrevendo a presenca de CaKV com outros patdgenos virais
entéricos relacionados com o quadro clinico de diarreia (CHOI et al., 2014).

Em outro estudo conduzido no mesmo ano também na Coréia do Sul, o
CaKYV foi identificado em amostras de fezes de 59 animais com (n=21) e sem (n=38) sinal
clinico de diarreia. O diagndstico diferencial foi realizado com os principais virus associados
a infeccbes em cdes como CPV, adenovirus canino (CAdV), CCoV e Canine Distemper Virus

(CDV) (OEM et al., 2014b). Neste estudo, foram identificados nove animais positivos para o
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CaKV. A maior frequéncia de positivos ocorreu em animais jovens (67%; 6/9) com até 4
meses de idade, em comparacdo com os resultados obtidos em amostras fecais provenientes
de animais adultos (33%; 3/9). A infeccdo mista de CaKV também foi encontrada em cinco
animais (OEM et al., 2014b).

Animais positivos para o CaKV foi encontrado em um estudo realizado na
China onde foi relatada a frequéncia de 4,7% (5/106) de animais positivos, sendo que todos 0s
animais apresentavam o sinal clinico de enterite. As analises filogenéticas das amostras
detectadas apresentaram valores de identidade de 93-94% com as cepas descritas nos EUA,
migrando no mesmo ramo filogenético e ndo demonstrando alteracdes no perfil genético entre
as cepas de diferentes paises (KONG et al., 2016). A suscetibilidade dos animais jovens em
apresentar infeccdo pelo CaKV, falha de protecdo imune ou mesmo pela imaturidade do
sistema de defesa animal sdo discutidos por Oem et al. (2014) e Kong et al. (2016), assim
como havia sido discutido para a espécie suina (BARRY et al., 2011) como relevantes quando
associados com a manifestacdo de sinais clinicos (diarreia, apatia, anorexia) em animais
jovens e a diminuicdo das taxas de infeccdo nos animais adultos.

Além de caninos domésticos, 0 CaKV ja foi relatado em fezes de caninos
silvestres como Golden jackal e Side striped jackal na Africa. Com relagio a analise
filogenética envolvendo as cepas de todos os paises onde o CaKV ja foi descrito, as
sequéncias formam um grupo homogéneo dentro do género do Kobuvirus (OLARTE-
CASTILLO et al., 2015).

Por esse motivo, atualmente compdem a classificacdo do CaKoV quatro
espécies de caninos; cdo doméstico (Canis lupus familiaris), raposa-vermelha (Vulpes vulpes),
chacal-dourado (Canis aureus) e chacal-listrado (Canis adustus) e a hiena-malhada (Crocuta
crocuta) da familia Hyaenidae, que até o0 momento € o Unico hospedeiro fora da espécie
canina (DI MARTINO et al., 2014; OLARTE-CASTILLO et al., 2015).

O estudo demonstrando a classificacdo filogenética de uma cepa de
kobuvirus identificada em felinos no agrupamento que congrega cepas de kobuvirus
identificadas em caninos e humanos aumenta a relacdo da infeccdo por esse virus nao ser
espécie especifica. Com isso, aumenta consideravelmente a importancia quanto ao risco a
salde publica com o potencial zoondtico da infeccdo, particularmente considerando a

proximidade entre essas espécies (KONG et al., 2016).
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Com isto, observa-se a necessidade da realizagdo de estudos adicionais com
0 objetivo de esclarecer o real impacto da infeccdo causada pelos CaKV nos animais. As
pesquisas envolvendo vérias espécies animais ocorrendo simultaneamente em todo o0 mundo
podem auxiliar na compreensdo de aspectos relativos a uma possivel patogenia da infec¢do

por esse Virus e sobre 0 comportamento dos kobuvirus no ambiente.
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3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

o Identificar infeccBes sintomaticas por kobuvirus em animais e avaliar algumas

caracteristicas moleculares do genoma (RNA) viral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar pela técnica de RT-PCR a presenca de RNA de Aichivirus B em amostras de
fezes de bezerros leiteiros com até 30 dias de idade provenientes de um surto de diarreia
com etiologia desconhecida;

e Determinar caracteristicas epidemioldgicas da infeccdo como frequéncia de diagndstico
em fezes diarreias e ndo diarreicas, bem como faixa etaria mais susceptivel a infeccao

por meio da estratificacdo da amostragem em semanas de idade dos bezerros;

e Avaliar a possibilidade de provaveis infeccbes mistas por enteropatdgenos classicos

envolvidos em episddios de diarreia neonatal em bezerros;

e Determinar a presenca do kobuvirus canino em amostra de fezes e fragmentos de 6rgéos

de um céo com quadro clinico entérico;

e Avaliar a presenca de coinfeccdo com outros agentes comumente descritos em cées pela
analise de fragmentos de Orgdos por meio das técnicas de PCR, RT-PCR e imuno-

histoquimica;

e Examinar a presenca de alteracBes patologicas nos fragmentos de oOrgdos do céo

necropsiado;

e Realizar analises filogenéticas em cepas brasileiras de Aichivirus B e de kobuvirus
canino por meio do sequenciamento de produtos amplificados por RT-PCR das regides
RdRP e VP1;
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e Realizar estudos moleculares comparativos entre os resultados obtidos nas cepas
brasileiras descritas nesse estudo com cepas de kobuvirus provenientes de outros paises
e disponiveis em bases publicas de dados (GenBank).
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4.1 ARTIGO A

PHYLOGENETIC ANALYSIS OF VP1 AND RdRP GENES OF AICHIVIRUS B
BRAZILIAN STRAINS INVOLVED IN A DIARRHEA OUTBREAK IN DAIRY

CALVES

Artigo redigido de acordo com as normas do periddico: Virus Genes
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Phylogenetic analysis of VP1 and RARP genes of Aichivirus B Brazilian strains involved in a

diarrhea outbreak in dairy calves

Abstract

The genus Kobuvirus in the Picornaviridae family, is divided in six species Aichivirus
A to F. Aichivirus B has been reported, most commonly in calves, but also in adult cattle with
and without clinical signs of diarrhea. The aim of this study was to describe the molecular
characteristics of the RARP and, particularly, the VP1 genes of Aichivirus B wild-type strains
that has been identified as the most frequent etiologic agent in a neonatal diarrhea outbreak in
calves with good nutritional and health management in a high-production Brazilian dairy
herd. Diarrheic calves were irresponsive to treatment with broad-spectrum antibiotic therapy.
Preliminary laboratory analyses ruled out important enteropathogens (Cryptosporidium spp.,
Eimeria spp., Escherichia coli F5, and bovine coronavirus). Twenty-four diarrheic fecal
samples from calves up to 30 days of age were collected for virological analysis.
Additionally, as a control group, five fecal samples from asymptomatic calves were collected.
RT-PCR assays were performed for the detection of Aichivirus B RdRP and VP1 genes and
for rotavirus A VP7 and VP4 genes in fecal samples. Aichivirus B was detected in 54.2%
(13/24) of the diarrheic fecal samples, and rotavirus A G10P[11] genotypes were found in
25% (6/24) of the samples. Asymptomatic calves were negative for both viruses. Aichivirus B
was only identified in calves up to two weeks old. In this age group, the rate of positive calves
was 83.3% (10/12). The phylogenetic analysis based on the RdRP gene grouped the
Aichivirus B Brazilian strains in a new branch within the Aichivirus B cluster. Comparative
analysis of the nucleotide sequence of the VP1 gene of Brazilian and Chinese Aichivirus B
strains allowed the strains Aichivirus B identified in this study to be classified in the putative
lineage 1 (genotype A). This is the first description of a high rate of Aichivirus B
identification in fecal samples from a diarrhea outbreak in dairy calves, and it is the first
phylogenetic study based in the VP1 gene of Aichivirus B wild-type strains performed in

South America.

Keywords: Dairy cattle herd, calf; enteric infection; Kobuvirus; VP1 gene.
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1. Introduction

In dairy cattle herds, neonatal diarrhea is considered one of the main infectious diseases
in suckling calves worldwide (1-3). Some classes of microorganisms, such as bacteria,
protozoa, and viruses, are infectious agents and are considered determinants of neonatal
diarrhea (4). Singular and mixed infections involving different classes and types of
microorganisms are commonly reported (5, 6).

Aichivirus B belongs to the Picornaviridae family, genus Kobuvirus (7). The virions are
non-enveloped, with icosahedral symmetry and a diameter of 27-30 nm, and they are single-
stranded positive-sense RNA (8). Currently, the genus Kobuvirus is divided in six species
(Aichivirus A-F) as host the humans and various species of animals (7).

The viral genome contains a leader (L) protein and has structural (VPO, VP3, and VP1)
and non-structural (2A-2C and 3A-3D) regions (9). The 3D segment of the kobuvirus genome
is a conserved genomic region, which encodes the enzyme RNA-dependent RNA polymerase
(RARP). By contrast, the VP1 protein is the most exposed region of the picornavirus capsid
and has a high probability of structural variation. This characteristic makes the VP1 gene the
most likely target for molecular analysis among the Kobuvirus (10, 11).

Aichivirus B was first identified in serum and fecal samples from assyntomatic cattle
from Japan in 2003 (U-I strain) (11). However, since this study, Aichivirus B infection has
been reported in cattle herds worldwide and occurs more frequently in young animals with
clinical signs of diarrhea (12-14).

In Brazil, Aichivirus B was identified in young and adult cattle in all Brazilian
geographical regions in both dairy and beef herds (15, 16). However, most reports of the
occurrence of Aichivirus B worldwide were performed in retrospective and transversal
epidemiological surveys (13, 15, 16).

A study performed in China analyzing the VP1 gene nucleotide (nt) sequence of
Aichivirus B wild strains showed molecular diversity, with four putative genotypes (A, B, C
and D) or lineages (I, 11, 11l and 1V) with a cut off of 85.1% nt identity based on VP1 protein
of the Aichivirus B (17). However, other studies based on the genetic characterization of
Aichivirus B strains using VP1 gene analysis are not available.

The aim of this study was to describe the molecular characteristics of the RARP and,
particularly, the VP1 genes of Aichivirus B wild-type strains, which have been identified as
the most frequent etiologic agent in a neonatal diarrhea outbreak in calves from a high-

production Brazilian dairy herd.
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2. Materials and methods
Study location and clinical history

In early March 2015, calves with clinical signs of diarrhea from a dairy cattle herd
located in the central region of the state of Parand, southern Brazil, were evaluated. This
geographical region of Parané state is the main milk producing region of Brazil and is notable
because of the high production, technology, health, and quality levels throughout the
production chain. The farm had cows of the Holstein breed managed in a free-stall system for
milk production. At the time of sample collection, the farm had 930 lactating cows with two
daily milkings, with an average production of 40 liters/animal/day. The nutritional and health
management of the animals, including adults (cows) and young animals (heifers and calves),
were adequate for the level of dairy production on the farm.

Only female calves were raised on the dairy farm, and to ensure good passive
immunity, colostrum management was routinely used. For the control and prevention of
neonatal diarrhea, the cows were routinely vaccinated at the end of the pregnancy with
inactivated commercial vaccine containing bovine rotavirus A genotype G6P[5] (UK strain),
bovine coronavirus (Mebus strain), and Escherichia coli (E. coli) F5 (K99), according to the
manufacturer’s instructions. However, in the summer of 2015, an outbreak of watery diarrhea
unresponsive to broad-spectrum antibiotic therapy that primarily compromised calves in the
first month of life was reported. Over a period of approximately 25 days, the morbidity rates
reached approximately 35%.

To perform a preliminary diagnosis, five fecal samples of diarrheic calves up to 30
days of age were evaluated for Cryptosporidium spp. and Eimeria spp. oocyst detection by
using modified Ziehl-Nelseen (18) and Gordon and Whitlock techniques (19), respectively.
Additionally, five diarrheic fecal samples from calves up to 7-day-old were analyzed by PCR
assay (20) to determine the presence of enterotoxigenic E. coli F5 (K99). All diarrheic fecal
samples that were initially evaluated were negative for the enteric pathogens (protozoa and
bacteria) tested.

Because the animals with diarrhea were not responsive to broad-spectrum antibiotic
therapy, were negative for parasitological examinations of the two main protozoa, and were
negative in PCR assays for enterotoxigenic E. coli F5 (K99), the etiology of this neonatal
diarrhea outbreak was determined by investigating RNA viruses that have been recognized as

enteropathogenic for calves.
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Fecal samples

For the virological evaluation, 24 diarrheic fecal samples from calves up to 30 days of
age; were collected in gloves directly from the rectum. All calves included in the study were
randomly selected and had yellowish diarrhea with clinic signs of anorexia and apathy.

Additionally, as a control group, five fecal samples from asymptomatic calves were collected.

Nucleic acid extraction

Fecal suspensions were prepared at 10-20% (w/v) in 0.01 M phosphate-buffered saline
(PBS) pH 7.2 (137 mM NaCl; 3 mM KCI; 8 mM NayHPO,; 14 mM KH,PO,), and
centrifuged at 3,000 x g for 5 min. Nucleic acid extraction was performed with 400 uL of
fecal suspensions using a combination of phenol/chloroform/isoamyl alcohol (25:24:1) and
silica/guanidinium isothiocyanate methods (21). The nucleic acid was eluted in 50 pL of
ultra-pure RNase-free diethylpyrocarbonate-treated sterile water. Ultrapure sterile water was
included as a negative control in all viral nucleic acid extraction procedures and known
positive fecal samples for each viral agent analyzed were included as a positive control (1, 16,
22).

Virological analysis

RNA of the two most frequent enteric viruses in the calf diarrheic fecal sample was
investigated using molecular techniques (SN-PCR and RT-PCR) to amplify a 251-bp length
of the bovine coronavirus (BCoV) N gene (23) and 876 bp and 1,062 bp of the bovine
rotavirus A (RVA) VP4 (VP8*) and VP7 genes, respectively (24, 25). Evaluation of the
presence Aichivirus B RNA was performed by RT-PCR to amplify 631- and 1,159-bp lengths
of the RARP and VP1 partial genes, respectively (8, 17). Nuclease-free water was used as a
negative control in all PCR assays. The amplified products were analyzed by electrophoresis
on a 2% agarose gel in Tris-Borate-EDTA buffer, pH 8.4 (89 mM Tris; 89 mM boric acid; 2
mM EDTA), stained with ethidium bromide (0.5 pg/mL), and visualized under UV light.

Sequence analysis

RT-PCR amplified products with better quality were selected to characterize the
specificity and for phylogenetic analysis. The amplicons were purified using the illustra GFX
PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Little Chalfont, UK), quantified in
a Qubit® Fluorometer (Invitrogen Life Technologies, Eugene, OR, USA), and sequenced in an

ABI3500 Genetic Analyzer sequencer with BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
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using the forward and reverse primers used in the RT-PCR assay (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA). Sequence quality analysis was performed using the PHRED software and the
consensus sequences were assembled using the CAP3 software
(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). Sequence similarity searches were performed using

the basic local alignment search tool (BLAST) program (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/) to verify

the nt similarity with sequences deposited in public databases. The phylogenetic tree and the
nt sequence identity matrix were constructed using the MEGA version 6.0 and BioEdit
version 7.2.5 software, respectively. The analyses were based on the neighbor-joining method
from the Kimura 2-parameter model. Bootstrapping was statistically supported with 1,000
replicates. The G and P genotypes of RVA were determined using the RotaC%° genotyping
tool (26). The referenced sequences included in this study were acquired from GenBank.

3. Results

All fecal samples with normal consistency (n=5) included in this study were negative
for the three evaluated viral agents. BCoV RNA was also not identified in any of the 24
diarrheic fecal samples evaluated, which allowed us to discard this important enteric virus in
the etiology of the diarrhea outbreak studied.

RVA RNA was amplified in 25% (6/24) of the fecal samples from diarrheic calves;
three calves presented singular infection, and the other three showed mixed infection with
Aichivirus B. Nucleotide sequence analysis of the G and P gene-amplified products of RVA
strains identified in the diarrhea outbreak showed that the infecting RV A strains belong to the
genotype G10P[11].

Of the 24 diarrheic fecal samples analyzed, 13 (54.2%) were positive for Aichivirus B,
but this was only identified in calves that were one and two weeks old. In this age group (8 to
14 days old), the rate of Aichivirus B positive calves reached 83.3% (10/12). Table 1 shows
the distribution of results according to the age group of calves.

For Aichivirus B, amplicon sequencing confirmed the specificity of the amplified
products. RARP gene phylogenetic analysis of three Aichivirus B strains (GenBank accession
numbers: KX587946, KX587947, and KX587948) revealed 90.7 to 90.9%, 91.6 to 92.1%,
and 91.8% nt identity with the Aichivirus B strains described in Korea, China, and Japan,

respectively (Figure 1A).


http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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Table 1. Distribution of Aichivirus B positive fecal samples according to the age of

calves identified in a neonatal diarrhea outbreak in a dairy cattle herd in Brazil.

Aichivirus B
Age / week Negative Total
Single Mixed”

First 3 — 1 4
Second 7 3 2 12
Third — — 5° 5
Fourth — — 3° 3
Total 10 3 11 24

“fecal samples positive for Aichivirus B and RVA simultaneously.

Two® and one® fecal samples were positive only for RVA at the third and fourth weeks of
age, respectively.

The sequence analysis of two VP1 gene RT-PCR products allowed a comparative
analysis of the sequences identified in this study with the Aichivirus B of Chinese strains that
were classified in the putative lineages (genotypes) proposed by Chang et al. (2014). The two
Brazilian Aichivirus B strains (GenBank accession numbers: KX592587 and KX592588)
grouped in the same branch of the prototype strain (U-1) classified as lineage 1 (genotype A)
showed 90.1%, 84.4 to 85.1%, 84.2 to 84.4%, and 84.7% nt identity with representative

Aichivirus B strains from the putative lineages 1, 2, 3, and 4, respectively (Figure 1B).
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Figure 1 Phylogenetic analysis of a partial nucleotide sequence (551 bp) of the RdRP gene
(A) and a partial region of the VP1 gene (535 bp) (B) of Brazilian Aichivirus B strains. The
tree was generated using the neighbor-joining method and Kimura 2-parameter as the
nucleotide substitution model. Bootstrap values (1,000 replicates) higher than 70% are shown.

The Aichivirus B strains identified in this study are marked with a filled circle.

4. Discussion
The diarrhea outbreak described in this study included diarrheic dairy calves that were

irresponsive to treatment with broad-spectrum antibiotic therapy. The preliminary laboratory
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analyses ruled out some important enteropathogens (Cryptosporidium spp.; Eimeria spp., and
E. coli F5). With this information, we evaluated the probability that three known enteric RNA
viruses (RVA, BCoV, and Aichivirus B) were involved in the etiology of this severe diarrhea
outbreak.

Although BCoV is considered an important etiological agent of neonatal diarrhea
worldwide (1, 27, 28), it had no influence on this outbreak in dairy calves because all
diarrheic fecal samples included in the analysis were negative for this virus.

Throughout the world, RVA is reported as the main viral cause of neonatal diarrhea in
calves of dairy and beef cattle herds (22, 29). In this outbreak, 25% (6/24) of diarrheic calves
evaluated were RVA-positive in both single (n = 3; 12.5%) or mixed (n = 3; 12.5%) infections
with Aichivirus B. Reports of mixed infection involving Aichivirus B and other enteric
viruses are frequent, mainly with the presence of RVA and BCoV (13, 16). This study, mixed
infection with RVA in addition to a high frequency of Aichivirus B may contribute to clinical
signs of diarrhea. In general, enteric infections caused by more than one microorganism are
more severe than a single infection (1), as observed in this study.

Notably, all late pregnancy cows from this dairy farm received an inactivated
commercial vaccine containing enteropathogens such as the RVA UK strain genotype G6P[5]
and good colostrum management was adopted on the farm to provide adequate levels of
passive immunity. However, the RV A strain that was involved in this diarrhea outbreak was
classified as genotype G10P[11]. Failures in heterologous passive protection have been
described as a cause of diarrhea by wild-type RV A strains with distinct genotypes from RVA
vaccine strains in calves of both dairy and beef cattle herds (22, 29).

Aichivirus B was the main viral agent found in 54.2% (13/24) of the diarrheic fecal
samples evaluated. In other studies, this enteric virus is described with high positivity rates,
which reach 34.9% (58/166) in China (17) and 77.8% (7/9) in the Netherlands (12).
Furthermore, retrospective transversal studies conducted in Brazil revealed the presence of
this enteric viral agent in 18.2% (40/222) (16) and 14.4% (31/216) (15) of the fecal samples
analyzed with a higher number of positive animals in dairy cattle farms.

For age group, only calves up to two weeks of age were Aichivirus B-positive (81.25%;
13/16). Higher frequencies of diagnosis for Aichivirus B in feces of calves up to one month of
age have also been reported in the Netherlands reveled 77.8% (12) and Korea with 34.6%
(13).

Phylogenetic analysis of Brazilian Aichivirus B strains based on the 3D conserved

genomic region encoding the viral polymerase (RARP) reveals a difference in the position of
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the branches on the phylogenetic tree compared to the Japanese, Chinese, and Korean strains
(Figure 1A).

However, the main region for Picornavirus phylogenetic analysis is the VVP1 capsid
protein gene (10). Therefore, the Brazilian Aichivirus B VP1 gene sequences were classified
in putative lineage 1 (genotype A), revealing greater (90.1%) nt identity with the Aichivirus B
prototype strain (U-I), according to the classification proposed in 2014 by Chang and
colleagues. This result confirms the molecular diversity of Aichivirus B strains circulating
worldwide and demonstrates that the strains identified in South America present molecular
divergence from China strains.

In conclusion, most surveys on the frequency of Aichivirus B infection in cattle herds
are transversal studies that include the analysis of several fecal samples from calves with or
without diarrhea from different dairy and/or beef herds. To the authors' knowledge, this is the
first description of a high rate of Aichivirus B identification in fecal samples from a diarrhea
outbreak in dairy calves, and it is the first phylogenetic study based on the VP1 gene of
Aichivirus B wild-type strains performed in South America.
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Abstract This study presents the pathological, immuno-
histochemical, and molecular findings associated with the
extra-intestinal detection of canine kobuvirus (CaKV) in a
5-month-old Chihuahua puppy, that had a clinical history
of bloody-tinged feces. Principal pathological findings
were interstitial pneumonia, necrotizing bronchitis, and
parvovirus-induced enteritis. Molecular diagnostic meth-
ods identified CaKV within the cerebellum, cerebrum,
lung, tonsil, and liver. CaKV and rotavirus were not
identified within the feces and intestine. Immunohisto-
chemistry (IHC) assays detected antigens of CDV and
CAdV-1 in the lungs. These results confirmed the extra-
intestinal detection of CaKV in this puppy and represent
the first extra-intestinal detection of CaKV in a dog.

Kobuviruses are officially classified into three species,
Aichivirus A (human kobuvirus), Aichivirus B (bovine
kobuvirus), and Aichivirus C (porcine kobuvirus) [15]. The
viral genome encodes a leader (L) protein, as well as a
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structural polyprotein (VPO, VP3, and VPIl) and non-
structural (2A-2C and 3A-3D) proteins [25]. The 3D seg-
ment of the kobuvirus genome is a conserved region, and
the VP1 protein is the most variable, similar to other
picornaviruses [21, 26].

Kobuviruses were identified in fecal samples from
diarrheic and asymptomatic humans as well as in several
animals. In Brazil, kobuviruses were initially detected in
the fecal samples of pigs and sheep, and viral RNA was
identified in the serum of pigs between 3 and 180 days-of-
age [2]. Thereafter, the presence of Aichivirus B and C was
identified in fecal samples of cattle [23] and pigs [22],
respectively.

Canine kobuvirus (CaKV) was first described in fecal
samples of dogs with gastroenteritis in the USA in 2011 [16],
with subsequent reports in the UK [3], Italy [4], Korea [19],
and China [17]. CaKV is frequently identified within fecal
samples of animals with or without clinical signs of diarrhea
[4]. There are few descriptions of coinfection due to CaKV
and other viral agents: a recent study identified CaKV in
association with a several agents including canine her-
pesvirus type 1 (CaHV-1), canine distemper virus (CDV),
canine parvovirus (CPV), and canine adenovirus A types 1
(CAdV-1) and 2 (CAdV-2) in diarrheic and non-diarrheic
dogs from Korea [19]. However, none of these studies have
identified CaKV in the tissues of dogs. Consequently, the
current study describes the first occurrence of CaKV in
multiple tissues of a puppy from Southern Brazil, which was
also coinfected with other infectious disease agents.

In early March, 2015, an outbreak of diarrhea occurred
at a kennel in the city of Colorado, Parana State, Southern
Brazil. The owner reported that seven 50-60-day-old Chi-
huahua puppies developed diarrhea, anorexia, and apathy
with death occurring between 12-20 days after the onset of
clinical manifestations. A necropsy on one of these
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puppies, done elsewhere, revealed interstitial pneumonia
and necrotizing hepatitis associated with intranuclear
inclusion bodies in hepatocytes, and a diagnosis of infec-
tious canine hepatitis was established.

In late July, 2015, the carcass of a 5-month-old puppy
with a clinical history of abdominal pain, anorexia, and
blood-tinged feces was submitted for routine necropsy.
This puppy had received two doses of a commercial vac-
cine that contained eight immunogens (CDV, CPV-2,
canine parainfluenza virus, canine adenovirus 1 and 2,
canine coronavirus, and Leptospira canicola and grippo-
typhosa serovars.); the last dose being six weeks before
spontaneous death. Several tissue fragments (liver, spleen,
lung, cerebellum, cerebrum, mesenteric lymph node, kid-
ney, heart, and intestine) were collected and routinely
processed for histopathological evaluation. Selected for-
malin-fixed paraffin embedded (FFPE) tissue fragments of
the liver and lung were used in immunohistochemistry
(IHC) assays designed to detect the N protein of CDV
(VMARD, Washington, USA), and with a commercial
monoclonal antibody designed to identify CAdV-1 and
CAdV-2 (VMARD, Washington, USA), using a previously
described procedure [8]. Positive controls consisted of
FFPE tissues from previous studies [9]; negative controls
consisted of the diluents of the primary antibodies.
Duplicates of the tissues cited above, as well as feces, were
collected for parasitological and virological evaluations.

For virological investigation the tissues were processed
using the MagNaLyser Instrument (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany) and the fecal samples were sub-
mitted to nucleic acid extraction as described elsewhere
[1]. The nucleic acid was eluted in 50 pl of ultrapure
RNAse-free DEPC-treated sterile water. Negative (sterile
water) and positive controls, consisting of viral nucleic
acids (CAdV-1, CAdV-2, CDV, and CaHV-1) from pre-
vious cases [11, 12], as well as CPV2 commercial vaccine,
were included in all nucleic acid extraction procedures.

The extracted nucleic acids were used in RT-PCR/PCR
assays designed to amplify specific genes from viral agents
known to infect dogs, including the: CDV N gene [5],
CaHV-1 glycoprotein B gene [24], CPV VP2 gene [13],
and the E gene of CAdV-1 and 2 [14].

The RT-PCR assay to detect CaKV is designed to
amplify a 216 bp region of the RdRp gene [20]. The partial
region of the VPI protein CaKV was amplified by using
the primer pairs VP1-DogF (5-CAAHCTKGAR-
AACTTCTTCTC-3’) and VP1-DogR (5’-GAAGTTKGA-
GAGCATCTGKC-3"), which were designed using the
complete sequences of human, canine, and feline kobuvirus
available in GenBank.

The intestine and the fecal samples were used in RT-
PCR assays designed to identify rotavirus species A, B, and
C [18]. All RT-PCR and PCR products were analyzed by
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electrophoresis in a 2% agarose gel in TBE buffer, stained
with ethidium bromide, and visualized under UV light.

Two RT-PCR products of the RdRp gene and the VPI
region of CaKV were purified using the GFX PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare), quantified
in a Qubit® Fluorometer (Invitrogen Life Technologies),
and sequenced in an ABI3500 Genetic Analyzer sequencer
with the BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
using the forward and reverse primers used in the RT-PCR
assay (Applied Biosystems). The phylogenetic tree and the
nt identity matrix were developed using the MEGA 6.0 and
BioEdit 7.2.5, respectively. The analyses were based on the
neighbor-joining method and the Kimura 2-parameter
model. Bootstrapping was statistically supported with
1,000 replicates. The referenced sequences included in this
study were acquired from GenBank.

The most remarkable pathological alterations were
observed in the lungs and consisted of discrete necrosis of
bronchiolar and bronchial epithelial cells associated with
small basophilic intranuclear inclusion bodies within some
of these cells, severe diffused interstitial pneumonia, in
addition to pulmonary congestion and edema. The intesti-
nal lesions were suggestive of parvovirus enteritis. Other
significant pathological findings included necrotizing
myocarditis and lymphoid depletion of the spleen and
tonsils.

Immunohistochemistry revealed the detection of the
antigens of CDV within the bronchiole and bronchiolar
epithelium (Fig. 1A) and antigens of CAdV-1 within the
cytoplasm of endothelial cells (Fig.1B); antigens of CAdV-
1 and -2, and CDV were not identified in the liver.
Examples of Giardia spp. were identified by the floating
technique from the fecal sample of the puppy.

The distribution of the viral nucleic acids identified
within multiple tissues and the feces of the puppy are given
in Table 1. Specific fragments of the genes of CDV, CaKV,
CPV-2, and CaHV-1 were amplified from multiple tissues.
Mixed infections associated with CaKV were identified in
the cerebrum, lung, and tonsils. In addition, nucleic acid
from CPV-2 was identified within fragments of the small
intestine and a single infection associated with CaKV was
also detected in the cerebellum and liver. Further, the fecal
sample of the puppy contained CPV-2 DNA. The nucleic
acids of all other viral agents evaluated, including rotavirus
species A, B, and C, were not amplified.

The partial sequences of CaKV VPI1 and RdRp genes
identified in this study have been deposited in GenBank
(Accession numbers: VPI: brain KX465093, lung
KX465094; RdRp: lung, KX465095; tonsil KX465096).
The phylogenetic analysis of the RdRp region (nt 201)
showed that the CaKV strains from the lung and tonsil of
this dog grouped with other strains of CaKV previously
described (Fig. 2A), and they exhibited higher nt sequence
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Fig. 1 Immunohistochemical demonstration of antigens of canine
adenovirus-1 (A) and canine distemper virus (B) in the lung of a
puppy infected with canine kobuvirus. Immunoperoxidase; Bar=10
pum

identity (95 to 96%) with canine than with mouse (88%)
and human (80 to 83%) kobuvirus strains.

Moreover, the phylogenetic analysis of the VPI1 region
(nt 303) revealed that the CaKV strains identified in the
lung and cerebrum of this dog clustered with other strains
of CaKV and mouse kobuvirus. In addition, no phyloge-
netic difference was observed between strains of Aichivirus
A, since those derived from dogs, mouse, and humans,

clustered within the same group (Fig. 2B). Further, the
VP1 CaKV strains from the present study showed
85.2~92%, 91.5~100%, 71% nt identity; and 73.6%,
65.6~67.6%, and 62.1% amino acid similarity with dog,
mouse, and human kobuvirus strains, respectively.

The unique finding of this investigation was the ampli-
fication of the nucleic acid of CaKV from multiple tissues
of this puppy, using two RT-PCR assays. These results
contrast with previous descriptions of CaKV, where
nucleic acids were detected exclusively in the feces of
diarrheic dogs [4, 16, 19]; however, these studies did not
evaluate the presence of CaKV in tissues. Surprisingly,
CaKV was not detected in the feces or the intestinal frag-
ment of this puppy using the RT-PCR assay applied during
this study. Alternatively, a more sensitive assay might be
required to detect this virus when there is concomitant
infection with other severe intestinal diseases, such as those
associated with CPV-2 and Giardia spp. Nevertheless,
these findings confirm the detection of CaKV in this dog,
and represent the first description of canine kobuvirus in
Brazil.

It must be highlighted that coinfections of CaKV with
other viral agents were identified in several tissues/organs,
including the cerebrum, lung, and the tonsils (Table 1); and
there was concomitant parvovirus enteritis and giardiasis.
Mixed infections in dogs have been previously related with
descriptions of simultaneous viral, bacterial, and parasitic
agents [10, 11], as well as mixed infections with multiple
viral agents [12].

Coinfections with CaKV and other infectious agents in
dogs, as observed in this investigation, have been described
in diarrheic outbreaks [19], although the pathogenic effect
of CaKYV is unclear. Interestingly, we have identified CaKV
with concomitant infections related to CDV (by RT-PCR
and IHC) and CAdV-1 (only by IHC) in the lung of this
dog and associated with necrotizing bronchiolitis, intersti-
tial pneumonia, as well as pulmonary congestion and
edema. Interstitial pneumonia is a typical pulmonary

Table 1 Detection of viral

nucleic acids amplified from Tsapes Wirdl apents

multiple tissues and the feces of CDV ~ CPV-2  CaHV-l CAdV-1 CAdV-2  CakKV RV

a diarrheic dog
Cerebrum + - - - = i nd.*
Cerebellum - - = = = g nd.
Lung + = = = e + n.d.
Tonsil - - + = - o n.d.
Kidney - - + = - - n.d.
Liver - - = - + n.d.
Small intestine - + - = » .
Feces - + = = o S c

n.d.: not done
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Fig. 2 Phylogenetic analysis of
a partial nucleotide sequence (nt
201) of the RdRp gene (a) and
partial region of the VP1 protein
(nt 303) of canine kobuvirus
(CaKV) (b). The strains of
CaKYV identified during this
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manifestation of infection due to CDV and CAdV-1
[11, 12]. CDV produces interstitial pneumonia due to the
viral tropism for epithelial cells of the pulmonary alveoli,
while CAdV induces the same lesions due to alteration of
the integrity of the vascular endothelium of the alveolar
wall [7]. However, interstitial pneumonia was also descri-
bed in pigs experimentally infected with porcine kobuvirus
[27], so it is possible that CaKV could have been associated
with the pulmonary infection observed in this dog.
Additionally, the presence of kobuvirus is frequently
associated with an initial infection induced by other
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—i Aichivirus C/China (GU292559)
97 Aichivirus C'Hungary (NC011829)

infectious agents. In this case, there were concomitant
coinfections caused by CPV-2 and CDV; these are well
known immunosuppressive infectious pathogens [6] that
facilitate the entry and colonization of secondary agents.
Therefore, we believe that the multiple coinfections
observed in this puppy might be related to the immuno-
suppression induced by CDV and CPV-2, and worsened
with the concomitant giardiasis.

Furthermore, widespread viral dissemination was
demonstrated in multiple tissues as CaKV nucleic acids
were detected in the liver, lung, brain, and tonsils of this
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puppy. These findings complement a previous investigation
by our group, where kobuvirus was identified in the sera of
pigs of various ages with and without clinical signs of
diarrhea [2]. The phylogenetic analysis of the conserved
RdRp region of the CaKV described in this study revealed
higher nt sequence identity between canine (95%-96%),
mouse (88%), and human (80%-83%) kobuvirus strains.
The sequence analysis of the VP1 protein, considered the
most variable protein in this virus, obtained from the brain
and pulmonary fragments were identical to each other and
had 85.2~92%, 91.5~100%, 71% nt identity; and 73.6%,
65.6~67.6%, and 62.1% amino acid similarity with dog,
mouse, and human kobuviruses, respectively. Moreover,
these strains of kobuvirus grouped within the same cluster
during phylogenetic evaluation.

In conclusion, CaKV genomes were identified in multiple
tissues from a puppy that was coinfected with other viral and
parasitic agents, confirming the systemic distribution of kobu-
virus in this puppy. Although the role of CaKV in the
etiopathogenesis of disease is obscure, there is evidence that
pathological alterations might have occurred. Finally, the
phylogenetic analysis confirmed that the strains of CaKV
identified during this investigation are similar to those descri-
bed in other geographical locations. These findings represent
the first characterization of CaKV in the tissues of a puppy.
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5 CONCLUSOES

e A grande proporc¢do (54,2%, 13/24) de diagndstico de Aichivirus B em fezes diarreicas
de bezerros, em associagdo com o0s resultados negativos obtidos nas amostras
provenientes de animais assintomaticos, sugere que esse virus esteja relacionado a
etiologia do surto de diarreia neonatal ocorrido em um rebanho leiteiro de alta
producédo do Estado do Parand;

e Com relacdo a faixa etaria, 0 RNA de Aichivirus B foi identificado somente em
amostras fecais diarreicas de bezerros com até 14 dias de idade elevando, com isto, a
taxa de amostras positivas nessa categoria animal para 83,3% (10/12);

e Com relacdo ao gene RARP as cepas brasileira de Aichivirus B apresentaram 90,7 a
92,1% de identidade de nucleotideos com cepas descritas em paises asiaticos como
Coréia, China e Japéo;

e De acordo com o sistema proposto em 2014 para classificacdo das cepas de Aichivirus
B em Linhagens ou Genotipos, tendo como base sequéncias especificas do gene que
codifica a proteina VVP1, as cepas brasileiras foram agrupadas, juntamente com cepas

japonesas, no cluster que contém cepas classificadas na Linhagem 1 (Genotipo A);

e Este € 0 primeiro estudo que relacionou a presenca de Aichivirus B e a ocorréncia de
um surto de diarreia neonatal em bovinos e também a primeira proposta de
classificacdo de cepas de Aichivirus B em Linhagens (Genotipos) realizado com cepas

de origem bovina provenientes da América do Sul,

e Por meio da técnica de RT-PCR nao foi possivel identificar a presenca de RNA de
kobuvirus em fezes e em fragmento de intestino do filhote de cdo. Em contrapartida,
essa técnica foi positiva para kobuvirus quando foram avaliados fragmentos de 6rgéos

como cérebro, cerebelo, tonsila, pulméo e figado;

e A histopatologia revelou alteracdes patoldgicas como pneumonia intersticial,

bronquite necrosante, miocardite, enterite induzida por parvovirus e deplecédo linfoide;
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A imuno-histoquimica identificou antigenos do virus da cinomose e do adenovirus

canino tipo 1 em varias regides pulmonares;

A técnica de PCR revelou infeccdo singular por parvovirus canino tipo 2 apenas no

intestino;

Em todos os outros &rgdos avaliados as técnicas moleculares empregadas
possibilitaram a caracterizacdo de infecgdes mistas ocasionadas por kobuvirus canino

e virus da cinomose canina, parvovirus canino tipo 2 e herpesvirus canino tipo 1;

A andlise filogenética realizada na regido conservada do gene RdARP das cepas
brasileiras revelou alta identidade de nucleotideos entre cepas de kobuvirus canino
descritas na Asia (Coréia, China e Jap&o), Europa (Reino Unido) e América do Norte
(EUA);

A analise filogenética realizada na regido genémica mais variavel dos picornavirus,
(proteina VP1 do capsideo viral), tambem possibilitou o agrupamento das cepas
brasileiras de kobuvirus canino no mesmo cluster de cepas descritas no Reino Unido,
EUA e Coréia;

Os resultados desse estudo confirmam a deteccdo extra-intestinal de kobuvirus canino
em um filhote de cdo e representa a primeira descricdo extra-intestinal desse virus em

caes;

No conjunto, os experimentos conduzidos nesse estudo adicionaram novos
conhecimentos sobre aspectos clinicos e moleculares da infeccdo por kobuvirus em

animais.
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ANEXO A:

Lista de Reagentes

N o g b~ w

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.

100 mM dNTP Set, 4 x 250 pL; 25 pumol cada (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP
Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen™ Life
Technologies, EUA)

10 x PCR-Buffer (200 mM Tris-HCI, pH 8,4, 500 mM KCI) (Invitrogen™ Life
Technologies, EUA)

123 bp (pares de base) DNA Ladder (Invitrogen™ Life Technologies, EUA)

Acetona P.A. (CH;COCHj3) P.M. 58,08 (Dindmica®)

Acido bérico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab®)

Acido cloridrico (HCI) P.M. 36,46 (Reagen®)

Acido etilenodiaminotetraacido sal di-sddico - EDTA P.A. (C1oH14N20gNay.2H,0) P.M.
372,24 (Reagen®)

Agarose (Invitrogen™ Life Technologies, EUA)

Alcool etilico absoluto (C,H,OH) P.M. 46,07 (Nuclear®)

Alcool isoamilico ((CH3)2CHCH,CH,OH) P.M. 88,15 (Synth®)

Azul de bromofenol (Sigma®, EUA)

Brometo de etideo (Co1H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma®, EUA)

Cloroférmio P.A. (CHCIs) P.M. 119,38 (Dinamica®)

Di6xido de silica (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma®, EUA)

Dodecil Sulfato de Sodio - Lauril Sulfato de Sédio - SDS (Ci2H2sNaO4S) P.M. 288,38
(BDH)

Hidréxido de Sédio P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Mallinckrodt Chemicals®)

Hidroximetil amino metano - TRIS 99% P.M. 121,14 (Merck®)

Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Invitrogen™ Life Technologies, EUA)

Platinum Tagq DNA Polymerase t 500 unidades (Invitrogen™ Life Technologies, BRA)
Sacarose, P.A. - sucrose (C12H,011) P.M. 342,31 (Reagen®)

Triton x-100 (J.T.Baker®)

Fenol (CsHsOH) P.M. 94,11 (Invitrogen Life Technologies™)

M-MLV Reverse Transcriptase - 200 unidades/pL (Invitrogen Life Technologies®)

Agua DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies®)

Glicina P.A. P.M. 75,07 (Nuclear®)
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26. Cloreto de magnésio 50 mM (MgCl,) (Invitrogen Life Technologies®)

27. Cloreto de potassio, P.A. (KCI) P.M. 74,56 (Reagen®)

28. Cloreto de sédio, P.A. (NaCl) P.M. 58,45 (Reagen®)

29. Oligonucleotideos iniciadores (primer) Reverse - 200 pmol (Invitrogen Life
Technologies®)

30. Oligonucleotideos iniciadores (primer) Forward - 200 pmol (Invitrogen Life

Technologies®)



ANEXO B:
Solucgdes e Tampades

Hidratacao da silica

- 12 g de silica (O,Si)

- Adicionar 500 mL de agua ultrapura autoclavada

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 horas

-Por sucgéo, desprezar 430 mL do sobrenadante

- Ressuspender a silica em 500 mL de &gua ultrapura autoclavada
- Manter em repouso durante 5 horas para sedimentar

- Desprezar 440 mL do sobrenadante

- Adicionar 600 uL de HCI para ajustar o pH=2,0)

- liquotar e autoclavar

Solucéo L6

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

-22mL de EDTA0,2 M pH 8,0

- 2,6 g de Triton x-100

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

Tampdao de amostra para eletroforese em gel de agarose
- 0,25 g de azul de bromofenol (0,25%)

- 45 g de sacarose - sucrose (C12H22011) (45%)

Agua MilliQ (g.s.p.) 100 mL

Fenol/cloroférmio alcool isoamilico
- 25 mL de fenol saturado
- 24 mL de cloroférmio

-1 mL de &lcool isoamilico
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e SDS 10%
- 5 g de dodecil sulfato de sodio - Lauril sulfato de sédio - SDS (C1,H25Na0,4S)
- Agua ultrapura autoclavada g.s.p. 50 mL

e Gel de agarose 2%
- 1 g agarose
- 50 mL de tampdo TEB 1x
- 30 pL de brometo de etidio

e Diluicdo de dNTP
- solugéo estoque - concentracdo 100 mM - 100 uL de cada dNTP
- solugéo uso - concentracdo 10 mM - 10 pL da solucéo estoque + 90 ul de agua ultrapura

autoclavada

Tampao fosfato-salino (PBS) (pH 7,2)
- 2 g de NaCl

- 0,05 g de KClI

- 0,355 g de NA2HPO4

- 0,068 g de KH2PO4

- Agua bidestilada g.s,p. 250 mL

Tampéo de corrida TBE (TRIS — Acido borico - EDTA) 10 x (pH 8,4)
- 0,89 M de TRIS

- 0,89 M de écido borico

- 0,02 M de EDTA 0,2 M pH 8,0

- Agua bidestilada gsp. 1 L

Tampdao de amostra
- Azul de bromofenol 0,25%
- Sacarose-sucrose (C12H22011) 45%



ANEXO C:

Protocolo de Técnicas

e Suspensdo fecal - Extracéo bruta
- Pesar 1 g do material fecal em balanga de precisao
- Adicionar 9 mL de tampdo PBS (para as amostras liquidas estabelecer a propor¢éo 1:2)
- Homogeneizar em vortex
- Calibrar os tubos
- Centrifugar 2.000 x g/ 5 min
- Recolher o sobrenadante

- Identificar e estocar em frascos a 4°C

e Suspensdo a partir de amostras de 6rgaos
- Macerar 100 pg do 6rgdo em microtubo de 1,5 mL
- Adicionar 500 uL de PBS
- Homogeneizar em vortex
- Centrifugar a 1000 g por 5 min

- Recolher o sobrenadante e guardar o macerado a -80°C

e Extracdo do RNA: Associacao das técnicas fenol/cloroférmioalcool isoamilico e
silica/isotiocianato de guanidina
- Aliquotar 500 uL da suspenséo fecal
- Adicionar 50 pL de SDS 10 %
- Para 6rgéos adicionar 10 pL de Proteinase K
- Homogeneizar em vortex
- Banho-maria 56 °C /20 min
- Centrifugar 10.000 x g /30 s
- Adicionar 500 pL de fenol/cloroformio alcool isoamilico (25:24:1)
- Homogeneizar em vortex
- Banho-maria 56 °C /15 min
- Homogeneizar em vortex
- Centrifugar 10.000 x g /10 min

Recolher o sobrenadante em outro microtubo de 1,5 mL
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- Adicionar 500 pL da solugéo L6

- Adicionar 25 pL de silica hidratada

- Homogeneizar em vértex

- Agitar em temperatura ambiente /30 min

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH10 M
- Adicionar 500 pL de solugéo L2

- Homogeneizar em vértex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucéo contendo NaOH 10M
- Adicionar 500 pL de solugéo L2

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar o sobrenadante em solucdo contendo NaOH 10M
- Adicionar 500 uL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 500 uL de etanol 70% gelado

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Adicionar 1000 uL de acetona P.A. gelada

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 10.000 x g /30 s

- Desprezar sobrenadante em descarte comum

- Secar o pellet em termo bloco a 60°C (aproximadamente 2 min) ou banho-maria a 56°C (15
min)

- Adicionar 50 uL de 4&gua DEPC

- Homogeneizar em vortex

- Banho-maria 56°C/15 min

- Homogeneizar em vortex

- Centrifugar 13.000 x g /4 min
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- Recolher o sobrenadante em microtubo de 500 uL

Estocar a 4°C ou -20°C até a utilizacdo

e RT-PCR para a regido RdRP e para a proteina VP1 do aichivirus B e kobuvirus
canino
Desnaturagao
- 5 uL do RNA extraido
- 20 pmol do primer reverse

Programa: 97°C por 5 min e banho de gelo por 5 min

Transcrigcao reversa

-Buffer 5x [Tris-HCI 250 mM (pH 8,3); KCI 375 mM; MgCl, 15 mM]: 4,0 uL
-DTT (0,1 M): 2,0 uL

-dNTP (0,1 mM): 1,0 uL

-M-MLYV (200 U/uL): 0,5 uL

-Agua: 2,5 pL

Programa: 37°C/30 min; 70°C/15 min.

e Reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) para kobuvirus
-Buffer 10x [Tris-HCI 200 mM (pH 8,4); KCI 500 mM]: 7,5 uL
-MgCl; (50 mM): 2,0 uL
-dNTP (0,1 mM): 4,0 uL
-Primer- F (20 pmol): 1,0 uL
-Primer-R (20 pmol): 1,0 uL
-Platinum®Taq DNA Polymerase (5 U/uL): 0,5 uL
-Agua: 26,0 pL
Programa: 94°C/3 min (desnaturacao inicial); 40 ciclos de 94°C/30 s (desnaturacédo), 51°C/1

min e 20 segundos (anelamento) e 72°C/1 min (extensao); 72°C/10 min (extensao final).

e PCR para glicoproteina B de herpesvirus canino
- 1x PCR buffer (30 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 75 mM KCI)
- 2,5 mM MgCl,
- 1,6 mM de cada dNTP



75

- 20 pmol de cada primer

- 2,5 unidades de Taq DNA polimerase

- 2,5 uL de cDNA

- Agua g.s.p. 25 L

Programa: 94°C/3 min (desnaturacéo inicial); 35 ciclos de 94°C/30 s (desnaturagéo), 49°C/30

s (anelamento) e 72°C/1 min (extensdo); 72°C/10 min (extensdo final).

e PCR para gene E do Adenovirus canino tipo1e 2
- 1x PCR buffer (30 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 75 mM KCI)
- 3,1 mM MgCl,
- 1,6 mM de cada dNTP
- 20 pmol de cada primer
- 5 unidades de Taq DNA polimerase
- 2,5 uL de cDNA
- Agua g.s.p. 25 pL
Programa: 94°C/3 min (desnaturacéo inicial); 32 ciclos de 94°C/30 s (desnaturagéo), 58°C/1

min (anelamento) e 72°C/1 min (extensao); 72°C/5 min (extensdo final).

e PCR para VP2 do Parvovirus canino tipo 2
- 1x PCR buffer (30 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 75 mM KCI)
- 3,1 mM MgCl,
- 0,8 mM de cada dNTP
- 20 pmol de cada primer
- 2,5 unidades de Taq DNA polimerase
- 3 uL de cDNA
- Agua g.s.p. 25 pL
Programa: 94°C/10 min (desnaturacdo inicial); 35 ciclos de 94°C/30 s (desnaturacéo), 50°C/1

min (anelamento) e 72°C/1 min (extensdo); 72°C/10 min (extensdo final).

e RT-PCR para gene N do virus da cinomose canina
Desnaturacéao
- 9 uL do RNA extraido
- 20 pmol do primer forward

Programa: 70°C por 10 min e banho de gelo por 5 min



Transcrigao reversa

- 1x RT buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8,3, 375 mL KCI, 15 mM MgCly,)
- 1,3 mM de cada dNTP

-0,1MdeDTT

- 50 unidades de transcriptase reversa M-MLV

Programa: 37°C/50 min; 70°C/15 min.

PCR

- 1x PCR buffer (30 mM Tris-HCI, pH 8,4 e 75 mM KCI)
- 3 mM MgCI2

- 0,8 mM de cada dNTP

- 20 pmol de cada primer

- 2,5 unidades de Taq DNA polimerase

-5 uL de cDNA 61

- Agua g.s.p. 50 pL
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Programa: 94°C/1 min (desnaturacao inicial); 35 ciclos de 94°C/1 min (desnaturacédo), 59°C/1

min (anelamento) e 72°C/1 min (extensao); 72°C/5 min (extensdo final).

e RT-PCR para rotavirus A (genotipos P (VP4) e G (VP7))
Desnaturacgéo P
- 5 uL do RNA extraido
- 20 pmol do primer forward con 3 =1 uL
-20 pmol do primer reverse con 2 =1 uL
- Agua 3 pL

Programa: 97°C/7 min e banho de gelo 5 min.

Desnaturacdo G

- 5 uL do RNA extraido

- 20 pmol do primer forward Beg 9

-20 pmol do primer reverse End 9

- Agua 3 pL

Programa: 97°C/7 min e banho de gelo 5 min.
Transcrigao reversa

- Tampéo 10 x pH 8,4 - 2,5 uL
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-MgCl,50 mM - 2,5 uL

-ANTP 25mM - 4,0 uL
-SuperScript 11° 200U/uL - 0,15 pL
-Agua - 5,85 pL

Programa: 42°C por 30 min

e PCRPtipo (VP4) /G (VPT7)
- Tampédo 10 x pH 8,4 - 2,5 uL
-ANTP 2,5mM - 4uL
-Platinum®Taq DNA Polymerase 5U/uL - 0,25 pL
-Primer con 2 reverse (20 pmol) - 1 puL / Primer Beg 9 (20 pmol) - 1 uL
-Primer con 3 forward (20 pmol) - 1 puL / Primer End 9 (20 pmol) - 1 uL
-Agua - 16,25 pL
Programa: 94°C/3 min (desnaturacéo inicial); 40 ciclos de 94°C/30 segundos (desnaturacdo),
42°C/30 segundos (anelamento) e 72°C/45 segundos (extensdo); 72°C/7 min (extens&o final).

e Eletroforese em gel de agarose a 2%
- 1 g de agarose
-50 mL TBE buffer (Tris 89 mM; acido borico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 8,4
-20 pL de brometo de etideo (0,5 png/mL)

e Purificacdo de produto de PCR excisado do gel
-Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL
-Adicionar 10 pL do Capture buffer type 2 para cada 10 mg de gel
-Incubar o tubo a 60°C / 15 min, homogeneizando a cada 3 min
-Spin
-Transferir 600 uL da amostra com o Capture buffer type 2 em um microtubo coletor com
coluna
-Incubar a temperatura ambiente por 1 min
-Centrifugar a 13.000 g / 2 min
-Descartar o filtrado e recolocar a coluna no mesmo microtubo
-Adicionar 500 uL do Wash buffer type 1 na coluna com microtubo coletor
-Centrifugar a 13.000 g / 1 min

Descartar o filtrado e transferir a coluna para um microtubo de 1,5 mL
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-Adicionar 30 pL do Elution buffer type 6
-Incubar a temperature ambiente por 1 min
-Centrifugar a 13.000 g / 1 min

-Estocar o DNA purificado em -20°C

e Quantificagédo de produto de PCR
-Preparar a solucdo Quant-iT ™Working Solution diluindo o reagente Quant-iT"™ no Quant-
iT™ Buffer, 1:200. S0 necessarios 200 L desta solucdo por amostra e para os padrdes 0 e
100.
-Homogeneizar em vortex
-No microbuto das amostras adicionar 198 uL da solucdo Quant-iT™ Working Solution 2 a 2
uL do DNA purificado
-No microtubo do padréo 0 adicionar 190 uL da solucdo Quant-iT™ Working Solution a 10
uL do padréo 0
-No microtubo do padrdo 100 adicionar 190 uL da solugdo Quant-iT™™ Working Solution a 10
uL do padrédo 100
-Homogeneizar os microtubos em vortex por 2 — 3 s
-Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min
-Realizar a leitura utilizando Qubit™fluorometer (Invitrogen Life Technologies™)

-Multiplicar pelo fator de diluicdo para determinar a concentragdo correta da amostra



ANEXO D:

Lista de Softwares

e Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3

(http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/)

e BLAST The Basic Local Alignment Search Tool

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)

e MEGA package software version 6.6
(http://mwww.megasoftware.net/mega6/mega6.6.html)
e BioEdit software version 7.2.5

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)
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http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html
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ANEXO E
Normas do periddico Virus Genes para formatacéo

http://www.springer.com/biomed/medical+microbiology/journal/11262?print_view=true&det
ailsPage=pltci_1630109



