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RESUMO 
 
 

O gênero Kobuvirus, membro da família Picornaviridae, é dividido em seis espécies Aichivirus A 
a F. O segmento 3D do genoma do Kobuvirus é uma região conservada, que codifica a enzima 
RNA polimerase dependente de RNA (RdRP), que é amplamente utilizada para o diagnóstico do 
vírus. A região genômica que codifica a proteína VP1 do capsídeo viral, região mais variável, é 
utilizada para estudos filogenéticos em cepas de campo de kobuvírus. Kobuvírus tem sido 
relacionado à diarreia, principalmente em animais jovens e a infecção por kobuvírus ainda é 
pouco descrita em animais no Brasil. O objetivo deste estudo foi avaliar características da 
infecção em duas espécies animais sendo um animal de produção e outro de estimação. O 
primeiro estudo descreve o envolvimento do kobuvírus (Aichivirus B) em um surto de diarreia em 
bezerros de um rebanho leiteiro de alta produção. Vinte e quatro amostras fecais diarreicas de 
bezerros com até 30 dias de idade foram coletadas para análise virológica. Cinco amostras fecais 
de bezerros assintomáticos foram incluídas nas análises como grupo controle. Utilizando ensaios 
de RT-PCR, o aichivírus B foi detectado em 54,2% (13/24) e rotavírus A G10P[11] em 25% 
(6/24) das amostras fecais diarreicas avaliadas. Os bezerros assintomáticos foram negativos para 
ambos os vírus. Aichivírus B foi identificado apenas em bezerros com até duas semanas de idade 
com 83,3% (10/12) das amostras positivas. A análise filogenética baseada no gene RdRP agrupou 
as cepas brasileiras em um novo ramo no cluster Aichivirus B. A análise das sequências de 
nucleotídeos 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 detecção de aichivírus 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 detecção extra-intestinal de 
kobuvírus canino (CaKV) em um filhote de Chihuahua de 5 meses de idade com histórico clínico 
de fezes com sangue de morte natural. Fragmentos de tecido foram submetidos à técnica de 
histopatologia e imuno-histoquímica (IHC) para identificar antígenos do vírus da cinomose 
(CDV), parvovírus canino tipo 2 (CPV-2) e adenovírus canino tipos 1 e 2 (CAdV-1 e 2). As 
técnicas de PCR e RT-PCR foram utilizadas para amplificar genes específicos de CaKV, CDV, 
CPV-2, CAdV-1 e -2 e herpesvírus canino tipo 1 (CaHV-1). Fragmentos de intestino e amostras 
de fezes foram avaliados para identificar a presença de rotavírus. As principais alterações 
patológicas encontradas foram peneumonia intersticial, bronquite necrosante, miocardite, enterite 
e depleção linfóide. A RT-PCR detectou CaKV no cerebelo, cérebro, pulmão, tonsila e fígado. 
Neste estudo, também foram identificadas infecções mistas de CaKV com CDV e CPV-2 com 
CaHV-1. CaKV e rotavírus não foram identificados nas fezes e intestino. Os ensaios IHC 
detectaram antígenos de CDV e CAdV-1 em regiões distintas dos pulmões. A análise filogenética 
da cepa de CaKV identificada neste estudo revelou semelhança com cepas detectadas em outros 
países. Os resultados evidenciam a primeira detecção extra-intestinal de CaKV em tecidos em 
associação com infecções mistas com outros vírus comumente encontrados em cães e a primeira 
detecção extra-intestinal de CaKV em um cão. Os resultados obtidos nesse estudo adicionaram 
novos conhecimentos sobre aspectos clínicos e moleculares da infecção por kobuvírus em 
animais. 
 
Palavras-chave: Bezerro. Cão.  Aichivirus B. Vírus entérico. Coinfecção.  
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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 RdRP 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-1and -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 INTRODUÇÃO 

O viroma é constituído por vírus que infectam células eucarióticas e 

bacteriófagos (HANDLEY, 2016). Dessa forma, viroma intestinal é um coletivo de todos os 

vírus que habitam o intestino. A estreita relação entre micro-organismos presentes no 

intestino, como as bactérias, fungos, vírus e protozoários, constituem o microbioma intestinal 

(HANDLEY, 2016). 

O microbioma intestinal dos vertebrados desempenha função fundamental 

na saúde do hospedeiro, estimulando o desenvolvimento do sistema imunológico, na 

fisiologia, auxiliando na degradação e absorção de nutrientes e no equilíbrio com os agentes 

patogênicos oportunistas (CHOW et al., 2010). 

O desenvolvimento de novas tecnologias, como o sequenciamento de nova 

geração, 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 o aumento da eficiência alimentar e a redução da suscetibilidade à doenças que 

alteram a homeostasia do organismo (HANDLEY, 2016). 

O desvendamento de simbioses micróbio-hospedeiro e a identificação de 

funções básicas do microbioma são questões essenciais para que possam ser usufruídos os 

benefícios de um microbioma equilibrado para a saúde e produção animal. 

A maioria das zoonoses emergentes é originária de animais selvagens, e 

muitas delas são causadas por vírus. Entretanto, a diversidade viral total (virodiversity) é 

impossível de ser estimada (ANTHONY et al., 2013). O surgimento de novos vírus e a 

diversidade genética no ambiente selvagem pode levar ao aumento de doenças emergentes de 

etiologia viral (JONES et al., 2008; ANTHONY et al., 2013). 

A identificação de micro-organismos coinfectando um hospedeiro é 

importante porque essas interações podem ser associações positivas ou negativas, tanto entre 

as espécies que habitam o intestino, quanto para o hospedeiro (JONES et al., 2008; ROUND; 

MAZMANIAN, 2009).  

Alterações microbiológicas de organismos comensais ou patogênicos no 

intestino podem interferir na resposta imune do hospedeiro (HANDLEY, 2016). Dessa forma, 

distúrbios da microbiota resultam no desequilíbrio de células imunes adaptativas podendo 
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estar relacionado a distúrbios como a doença inflamatória intestinal e extra-intestinal 

(ROUND; MAZMANIAN, 2009). 

Alguns fatores predisponentes e determinantes podem facilitar a entrada e a 

disseminação 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 índices de mortalidade são 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 utilização de vacina nas fêmeas no final do período gestacional, o fornecimento de 

colostro em qualidade e quantidade adequadas, aliado às condições de higiene das instalações 

são fundamentais para a prevenção da diarreia neonatal (BARTELS et al., 2010).  

Adicionalmente, ações de manejo que auxiliem no controle das condições 

estressantes para o animal, tais como variações bruscas de temperatura, privação de alimento 

e água são fundamentais para a qualidade de vida dos animais, prevenindo as alterações de 

homeostase. 

A diarreia neonatal é a doença entérica que merece destaque em diversas 

espécies de animais de produção como nos animais de companhia. Vários estudos conduzidos 

no Brasil e em todo o mundo relacionam a presença de patógenos destacando entre eles 

bactérias (Escherichia coli enteropatogênica, Salmonella spp.), vírus (rotavírus, coronavírus, 

norovírus, parvovírus), toxinas (fungos produtores de micotoxinas) e protozoários 

(Cryptosporidium spp., Eimeria spp.). Esses micro-organismos, entre muitos outros, são 

responsáveis por infecções entéricas que culminam com a síndrome diarreica em animais 

neonatos. Esses potenciais enteropatógenos podem atuar isoladamente, em infecções 

singulares, ou em associação, que resulta em infecções mistas entre micro-organismos 

patogênicos pertencentes à mesma classe ou até mesmo entre classes distintas de micro-

organismos (ALFIERI et al., 2006; HEADLEY et al., 2015; ABUELO, 2016). 

Atualmente, diferentes vírus RNA e DNA são regularmente descritos em 

conteúdo intestinal de animais assintomáticos e também em animais com sinais clínicos de 

diarreia. Porém, como os relatos são ainda relativamente recentes o potencial 

enteropatogênico da maioria desses vírus ainda não foi adequadamente avaliado.  
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Kobuvírus é um agente viral descrito em um surto de infecção entérica em 

humanos, em 1991 no Japão (YAMASHITA et al., 1991). A partir desse relato o kobuvírus 

vem sendo estudado em vários países e identificado, além dos humanos, também em várias 

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 presença de kobuvírus em animais e humanos 

com sinal clínico de diarreia (RIBEIRO et al., 2014; CANDIDO et al., 2017). Entretanto, esse 

agente viral também pode ser encontrado nas fezes de animais assintomáticos, porém com 

menor frequência (YAMASHITA et al., 2003; RIBEIRO et al., 2014).  

O desenvolvimento de estudos abordando a infecção por kobuvírus em 

diversas espécies animais é importante para a compreensão da epidemiologia, patogenia, bem 

como a interação com outros micro-organismos entéricos. Adicionalmente, outro aspecto 

ainda obscuro na epidemiologia dos kobuvírus em animais e de extrema importância que seja 

rapidamente esclarecido é o risco do potencial zoonótico dessa infecção viral. A estreita 

relação entre os prováveis hospedeiros do kobuvírus como humanos, animais de produção e 

de companhia não permite que esse risco biológico seja negligenciado. Com isto, métodos de 

virologia clássica e molecular devem ser empregados na busca de respostas a vários 

questionamentos ainda não esclarecidos com relação à infecção por esse vírus, tanto em seres 

humanos, quanto em animais.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Picornavírus 

Picornavírus pertencem à ordem Picornavirales que é composta por cinco 

famílias e 47 gêneros podendo causar infecção em plantas e animais, incluindo o homem 

(KEMPF; BARTON, 2015; ICTV, 2016). O termo “picornavirus” é derivado do grego “pico 

RNA” que “significa pequeno RNA vírus”, dessa forma o nome dessa família viral é 

caracterizado pelo pequeno tamanho do vírion (ICTV, 2016).  

Os picornavírus ocasionam enfermidades de origem respiratória, hepática, 

cardíaca, neurológica, mucocutânea e doenças sistêmicas com diferentes níveis de gravidade 

(RIEDER; BRUM, 2007). Em Medicina Veterinária, existem doenças importantes que são 

causadas por membros desta família, destacando-se a febre aftosa que é considerada pela OIE, 

como uma doença altamente contagiosa de grande impacto econômico com efeitos 

devastadores na produção animal (GOODWIN et al., 2009; OIE, 2016). 

Morfologicamente, os vírus da família Picornaviridae são esféricos, 

desprovidos de envelope lipoprotéico e apresentam 27 a 30 nm de diâmetro. O genoma é 

constituído 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 organização viral típica dos picornavírus apresenta uma proteína viral 

(VPg) ligada covalentemente à extremidade 5’UTR com a função de regular a síntese de RNA 

viral; cada fase aberta de leitura (ORF) do genoma viral codifica múltiplos domínios que são 

expressos em uma poliproteína (proteína Líder – L), que é clivada em três proteínas 

precursoras P1, P2 e P3 e processada por proteinases originando as proteínas individuais do 

vírion; três proteínas estruturais do capsídeo (VP0, VP3 e VP1) e sete proteínas não 

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 região não estrutural 3D é a região mais 

conservada do genoma viral e codifica a polimerase viral (RNA polimerase dependente de 

RNA - RdRP). A proteína VP1 constitui a região mais externa do capsídeo viral, é 

considerada uma região imunogênica importante e também a proteína mais variável da 

partícula viral (REUTER; BOLDIZSAR; PANKOVICS, 2009). 
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Atualmente o gênero Kobuvirus, inserido na família Picornaviridae, é 

considerado em várias partes do mundo um gênero viral emergente causando infecções em 

humanos e animais (LI et al., 2011; PORTES et al., 2016). O gênero Kobuvirus é 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 responsável 

por ocasionar infecção em bovinos e ovinos (REUTER et al., 2010); a terceira espécie, o 

Aichivirus C, identificado em infecções em suínos e caprinos; o Aichivirus D tem como 

hospedeiro bovinos (cepa variante isolada na cidade de Kagoshima, Japão) (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 o momento não publicado (Figura 2).  

 

 

 

 

 

As principais diferenças do kobuvírus em relação aos outros picornavírus 

encontram-se na região genômica que codifica proteína L onde observa-se a ausência de um 

sítio de clivagem na região VP0 e uma forma distinta da proteína 2A (REUTER; BOROS; 

PANKOVICS, 2011). 

A palavra “Aichivirus” é de origem japonesa, recebendo esse nome porque 

as partículas virais foram isoladas em células Vero pela primeira vez, em 1989, em um surto 

de gastroenterite em humanos na cidade de Aichi, no Japão (YAMASHITA et al., 1991). A 

partir desse isolamento foi visualizado um novo vírus citopático atípico, com organização 

semelhante aos picornavírus, sendo classificado como novo membro da família 

Picornaviridae, demonstrado na figura 3 (YAMASHITA et al., 1991). 

 

 

Figura 1. Organização genômica do gênero kobuvírus.  
 
Fonte: Reuter et al. (2011). 
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Figura 2. Árvore filogenética contendo as espécies que compõem o gênero Kobuvirus. Análise 

filogenética com 507 pb com base no segmento 3C/3D pelo método de neighbor-joining, modelo 

Kimura 2-parameter, bootstrap de 1000 replicações no programa MEGA versão 6.0. Cepa do vírus da 

Febre Aftosa (outgroup).  

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

A partir dessa descoberta, o Aichivirus A foi descrito em vários países (OH 

et al., 2006; DREXLER et al., 2011) e por meio de análises filogenéticas com base no 

segmento que codifica a região genômica 3C/3D da polimerase viral, é dividido em três 

genotipos, denominados A, B e C, que apresentam até 90% de identidade de nucleotídeos (nt), 

entre elas, nessa região genômica (YAMASHITA et al., 2000; AMBERT-BALAY et al., 

2008). Sendo confirmado por análise da região codificante da proteína VP1. 
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Os relatos de identificação de aichivírus A estão concentrados 

principalmente em amostras fecais de humanos com gastroenterite (AMBERT-BALAY et al., 

2008; CHITAMBAR; GOPALKRISHNA, 2011). Na Hungria, o vírus foi identificado em 

uma (1,5%) amostra fecal em um grupo de crianças hospitalizadas (n=65) (REUTER et al., 

2009). Resultado semelhante foi descrito na China onde 1,8% (8/445) das amostras fecais de 

crianças de 0 a 6 anos de idade, foram positivas para o aichivírus A (YANG et al., 2009). 

Na Índia, 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 aichivírus A (VERMA; CHITAMBAR; GOPALKRISHNA, 

2011). Todas as cepas de Aichivírus A identificadas neste estudo pertenciam ao genotipo B 

(VERMA; CHITAMBAR; GOPALKRISHNA, 2011).  

No Brasil, a primeira identificação de aichivírus A ocorreu em 2006 no 

estado de Goiás em pacientes hospitalizados com sinal clínico de gastroenterite. As cepas de 

Aichivirus A encontradas no Brasil foram classificadas no genotipo B (OH et al., 2006).  

O envolvimento do kobuvírus como um patógeno gastroentérico em 

humanos ainda é uma questão não definida. Estudos relacionam a presença do aichivírus em 

humanos e animais em coinfecção com outros vírus, sendo o rotavírus (AMBERT-BALAY et 

al., 2008; VERMA; CHITAMBAR; GOPALKRISHNA, 2011; RIBEIRO et al., 2014) e os 

Figura 3. Imagem por microscopia eletrônica de transmissão de partículas de kobuvírus.   
Fonte: Yamashita et al. (2003). 
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norovírus (OH et al., 2006; MAUROY et al., 2009) os agentes virais mais detectados em 

infecção mista.  

Entretanto, o aichivírus A também foi encontrado em associação com outros 

vírus indutores de imunossupressão, como o retrovírus (PORTES et al., 2015). Em um estudo, 

a presença do kobuvírus foi relatada com maior frequência (7,32%; 9/123) em pacientes HIV-

soropositivos com gastroenterite em comparação 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 aichivírus A pode ser 

classificado como um patógeno oportunista em pacientes com doença entérica (PORTES et 

al., 2015). 

 Adicionalmente, estudos de soroprevalência de aichivírus A demonstraram 

a presença de 25% de soropositivos em indivíduos com idade superior a 7 meses (GOYER et 

al., 2008) e de até 95% em indivíduos com idade acima de 30 anos (RIBES et al., 2010). 

Segundo um inquérito soroepidemiológico realizado no Japão as maiores taxas de 

soroconversão foram encontradas na faixa etária entre 20 até 40 anos (YAMASHITA et al., 

1993).  

As altas taxas de indivíduos soropositivos à infecção pelo aichivírus A 

sugerem que o vírus pode circular no organismo sem causar sintomas ou ocasionar infecções  

não perceptíveis, que não necessitem de intervenção médica (JONSSON et al., 2012). 

Em relação aos animais, os aichivírus foram descritos em espécies de 

animais domésticos e silvestres em vários países (DUFKOVA et al., 2013; CHOI et al., 2015; 

OLARTE-CASTILLO et al., 2015). Até o momento, em nenhuma espécie os sinais clínicos 

são confirmados pela presença do vírus (DUFKOVA et al., 2013).  

Em um estudo experimental foi inoculado por via intramuscular 2 mL (10
7 

TCID50/mL) de inóculo viral utilizando 20 suínos livre de patógenos. A partir do quarto dia 

após a inoculação os animais apresentaram alterações clínicas como diarreia, náusea e edema, 

sendo que após o oitavo dia da inoculação os sinais clínicos desapareceram. Durante a 

necropsia foi observado hemorragia petequial na superfície dos rins. No sexto dia após 

inoculação 2 animais morreram. A avaliação histológica dos pulmões desses dois animais 

apresentaram exsudato nos alvéolos, tecido intersticial pulmonar mais denso e congestionado, 

sugerindo pneumonia intersticial. Além disso, os rins continham grande quantidade de 

glóbulos vermelhos e células epiteliais tubulares exsudadas nos túbulos renais, sugerindo 

hemorragia petequial. Adicionalmente, foram encontradas numerosas células caliciformes no 

ceco, com grande quantidade de linfócitos infiltrados na mucosa do reto, caracterizando uma 
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inflamação. Na opinião dos autores, a resposta inflamatória seria a causa da diarreia nos 

animais (Yang et al., 2015).  

As taxas de diagnóstico do vírus em animais aparentemente saudáveis 

(assintomáticos) comparadas com as encontradas em animais com sinais clínicos de diarreia 

(sintomáticos) em alguns estudos são semelhantes (VERMA; CHITAMBAR; 

GOPALKRISHNA, 2011; DI MARTINO et al., 2012). Entretanto, outros estudos relacionam 

maior taxa de infecção em animais com diarreia em relação aos animais assintomáticos 

(PARK et al., 2010; JEOUNG et al., 2011).  

Da mesma forma não está claro sobre a superinfecção do aichivírus com 

outros agentes patogênicos, na qual a presença desse vírus causaria o agravo dos sinais 

clínicos ou seria o responsável por causar uma doença multifatorial. Como já comprovado, 

presença do vírus nas fezes e no soro dos animais demonstra a capacidade desse vírus em se 

disseminar no organismo animal. Além disso, condições estressantes poderiam facilitar a 

infecção por alterar a imunidade para os microrganismos potencialmente patogênicos 

(BARRY et al., 2011).  

Assim como em humanos, os resultados dos estudos revelaram que a 

presença do kobuvírus é relatada com maior frequência em animais jovens (JEOUNG et al., 

2011; RIBEIRO et al., 2014). No entanto, há o relato da frequência de 90,9% (30/33) de 

amostras fecais aichivírus-positivas em suínos adultos (DUFKOVA et al., 2013). 

As formas de contaminação pelas vias direta e indireta (por meio de água, 

alimentos ou fômites contaminados) estão sendo investigadas como possibilidades de vias de 

transmissão. No caso dos humanos, é descrito a via oral-fecal como a principal via de 

transmissão (REUTER; KECSKEMETI; PANKOVICS, 2010).  

Em todo o mundo, estudos recentes demonstram a amplitude de espécies 

animais susceptíveis à infecção pelo kobuvírus, tais como raposas (Vulpes vulpes), cervídeos 

(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 carnívoros selvagens (Neovison vison, 

Mustela lutreola, Golden jackal e Side striped jackal) (BODEWES et al., 2014; OLARTE-

CASTILLO et al., 2015). Adicionalmente, a presença desse agente viral tem sido amplamente 

relatada em espécies de animais de produção como suínos (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 transmissão interespécies pelo kobuvírus, não foi descrita. 

Com isso, novos estudos estão sendo conduzidos com o objetivo de ampliar o conhecimento 

sobre as cepas virais circulantes, sua manifestação no organismo, formas de transmissão do 

vírus e sua distribuição global (DUFKOVA et al., 2013).   

Com relação à infecção, o conhecimento sobre a transmissão 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 saúde pública 

(KHAMRIN et al., 2010; DUFKOVA et al., 2013). 

 

 

2.2 Aichivirus B (kobuvírus bovino)  

kobuvírus bovino, atualmente denominado Aichivirus B (ICTV, 2016), foi 

descrito pela primeira vez em bovinos no Japão em 2003 (YAMASHITA et al., 2003), como 

um agente citopático em cultura de células Vero a partir de um meio suplementado com soro 

fetal bovino. Este soro era suspeito de estar contaminado com o aichivírus. 

Morfologicamente, a partícula viral identificada apresentava semelhança com os aichivírus 

encontrados nos humanos, porém os vírus eram geneticamente distintos (YAMASHITA et al., 

2003).  

Um estudo realizado com 72 amostras de soro de um rebanho bovino 

assintomático identificou anticorpos contra o aichivírus B (U-I) 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 aichivírus B foi identificado em 

16,7% (12/72) das amostras. Os autores concluíram que o aichivírus B é um vírus presente em 

rebanhos bovinos do Japão (YAMASHITA et al., 2003). 

Posteriormente, um estudo retrospectivo avaliou amostras de fezes de 

bovinos com diarreia do período de 2001 a 2004 na Tailândia. Aichivírus B foi identificado 

em 8,3% (6/72) das amostras avaliadas (KHAMRIN et al., 2008). Todas as sequências 

genômicas parciais analisadas formaram um ramo distinto na árvore filogenética em 

comparação a cepa protótipo U-I. Este estudo relatou a importância da identificação da 

presença de aichivírus B em outras regiões geográficas (KHAMRIN et al., 2008). 

Em 2009, o kobuvírus bovino também foi identificado na Hungria em 

6,25% (2/32) das amostras analisadas (REUTER; EGYED, 2009). RNA de outros agentes 

virais como rotavírus e norovírus também foram identificados nessas mesmas amostras de 

fezes provenientes de animais assintomáticos. Ainda em 2009, na Bélgica, foi avaliada a 
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presença do aichivírus B em 300 amostras de fezes de animais com diarreia tendo sido 

identificada a presença do kobuvirus bovino em três amostras que apresentavam coinfecção 

com norovírus bovino, sendo o principal agente encontrado nesse estudo com 24 amostras 

positivas (MAUROY et al., 2009). 

Na Coréia do Sul, a frequência de diagnóstico de aichivírus B foi maior uma 

vez que esse vírus 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 presença de aichivírus B não 

pode ser considerada como agente causador da manifestação de diarreia. Neste estudo, a 

presença de coinfecção com outros vírus como coronavírus, rotavírus e vírus 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 infecção foi 

mais prevalente em animais jovens (primeiro mês de vida), encontrando 66,7% dos animais 

infectados. A detecção 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 ocorrência de RNA de aichivírus B identificada em 

fezes de bovinos foi relatada na Holanda. Entretanto, o pequeno número de amostras 

avaliadas (n=7) permite apenas afirmar a presença do vírus no país, não revelando a real 

prevalência da infecção (BARRY et al., 2011).  

No Brasil, o aichivírus B foi inicialmente descrito em quatro regiões do 

país; Norte, Sul, Sudeste e Centro-Oeste, com maior frequência de detecção na região Sul, 

principalmente no estado do Paraná onde o vírus foi identificado em 50% dos rebanhos 

avaliados (RIBEIRO et al., 2014). Neste estudo, a maior prevalência ocorreu em bezerros com 

sinal clínico de diarreia (RIBEIRO et al., 2014). Assim como em outros estudos (JEOUNG et 

al., 2011; PARK et al., 2011), o aichivírus B também foi mais prevalente em animais jovens, 

com menos de 60 dias de idade. Nessa faixa etária 20,9% (38/182) das amostras analisadas 

foram positivas em comparação 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 presença do aichivírus B em rebanhos de 

corte e leite. O resultado encontrado foi a maior presença desse vírus em fezes de animais 

provenientes de rebanhos leiteiros 22,2% (26/117), enquanto para animais de corte foi de 

13,3% (14/105). Por análise de sequenciamento os autores confirmaram a presença do 

aichivírus B nas amostras, destacando que as cepas encontradas formaram um ramo distinto 
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de cepas descritas na Coréia do Sul, Holanda, Itália, Hungria e Japão. Esse estudo foi o 

primeiro a revelar a presença e a distribuição desse agente viral entérico em rebanhos bovinos 

brasileiros (RIBEIRO et al., 2014). 

Estudo subsequente, também conduzido no Brasil, apresentou taxa de 

detecção de 14,4 % (31/216) (CANDIDO et al., 2017) que é semelhante ao estudo prévio 

realizado em 2014 (RIBEIRO et al., 2014). Entretanto, a análise de pequenos fragmentos 

pertencentes à região que codifica a RNA polimerase viral (RdRP) permite somente a 

avaliação da presença do aichivírus B nos rebanhos sem a possibilidade de avaliação 

molecular de cepas virais circulantes, excluindo a possibilidade de classificação e comparação 

com cepas detectadas em outros países. Dessa forma, para o real conhecimento desse agente é 

necessária a avaliação de outros segmentos virais geneticamente variáveis, como a 

caracterização do gene que codifica a proteína VP1 (CHANG et al., 2014). 

Um estudo apresentando análise filogenética com base na região que 

codifica a proteína VP1 do aichivírus 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 classificação em quatro 

linhagens (1, 2, 3 e 4) ou genotipos (A, B, C e D). As análises das sequências encontradas 

apresentaram valor igual ou menor que 85,1% de identidade de nt como critério de 

classificação para uma nova linhagem ou genotipo.  

Por esse motivo, os autores apresentaram a análise filogenética das cepas 

encontradas na China compondo a linhagem 2, 3 e 4 e a comparação com outras cepas 

previamente descritas em outros países, como a cepa japonesa classificada na linhagem 1 

(genotipo A) demonstrando a diversidade filogenética das cepas de aichivírus B (CHANG et 

al., 2014). 

Além da identificação em amostras de fezes, um estudo de caso realizado 

nos Estados Unidos da América (EUA) avaliou um bezerro que apresentava sinal clínico de 

diarreia com hipotonia dos quatro membros, cauda, cabeça e pescoço (MOREIRA et al., 

2017). A pesquisa para outros agentes foi realizada encontrando a presença de 

Cryptosporidium spp. e rotavírus nas fezes. Entretanto, os autores relatam que o animal 

apresentou agravamento dos sinais clínicos neurológicos e por isso colheram o líquor que foi 

analisado por testes bioquímicos e por sequenciamento de nova geração.. O resultado da 
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análise foram alterações sugestivas de meningite e/ou encefalite sendo relacionado à presença 

de kobuvírus bovino (MOREIRA et al., 2017). Dessa forma, este estudo foi o primeiro relato 

da identificação extra-intestinal de aichivírus B, além de sugerir a presença do vírus com a 

apresentação de quadro clínico neurológico. Entretanto, os autores sinalizam para um possível 

risco de contaminação durante a coleta ou na manipulação do material no laboratório. Além 

disso, ressaltam a importância da utilização de outros testes de diagnóstico, bem como a 

pesquisa de outros agentes etiológicos, além daqueles que foram analisados (MOREIRA et 

al., 2017). 

Embora a presença do aichivírus B seja amplamente relatada em todo o 

mundo, os efeitos associados com a presença desse agente em bovinos ainda não está 

compreendido. Dessa forma, observa-se que são necessários estudos adicionais para 

determinar o envolvimento do aichivírus B como agente etiológico de doenças em bovinos, 

além de identificar alguns aspectos relacionados à epidemiologia, vias de transmissão, 

eliminação e co-infecção com outros micro-organismos patogênicos. 

 

 

2.3 Kobuvirus canino (CaKV) 

O primeiro relato da infecção pelo kobuvírus em canídeos ocorreu em 2011 

em dois estudos paralelos realizados no EUA que avaliaram amostras de fezes de cães com 

sinal clínico de diarreia (KAPOOR et al., 2011; LI et al., 2011). Pela análise filogenética os 

dois estudos relataram maior identidade entre as novas cepas encontradas com kobuvírus 

humano e de roedores analisando todas as regiões genômicas do vírus (P1, P2 e P3) 

agrupando no mesmo cluster, mas divergindo geneticamente do kobuvírus de bovinos e 

suínos previamente classificados no gênero Kobuvirus. 

A identificação do CaKV nos EUA foi realizada por meio da análise de 

fezes e suabe retal de 18 animais com diarreia provenientes de três surtos distintos. As 

análises das sequências de nt revelaram 5% de alterações na região conservada (3D) e 4% ao 

longo da sequência de nt da proteína VP1 em comparação com o Aichivirus A (KAPOOR et 

al., 2011). Além disso, as novas cepas apresentaram semelhanças como pontos de clivagem 

presentes nas sequências 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 país avaliou 18 

animais (jovens e adultos) pertencentes a canis e cães domiciliados com sinal clínico de 
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diarreia sanguinolenta entre os anos de 2009 e 2010. Neste estudo foram identificadas três 

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 inclusão de uma cepa viral 

em um gênero da família Picornaviridae  de acordo como o ICTV é que a mesma deve 

apresentar  ˃40, ˃40 e ˃50% de similaridade de aminoácidos para as regiões P1, P2 e P3 do 

genoma, respectivamente. Para as três amostras positivas a análise revelou 75%, 83% e 86% 

de similaridade de aminoácidos com o Aichivirus A nas regiões P1, P2 e P3, respectivamente. 

Dessa forma, utilizando esse critério as cepas identificadas foram classificadas no gênero 

Kobuvirus (LI et al., 2011). 

Além do CaKV outros agentes virais foram encontrados nas amostras 

estudadas, como parvovírus canino tipo 2 (CPV-2), coronavírus canino (CCoV), sapovírus e 

rotavírus. Entretanto, o estudo aponta a descoberta do CaKV assim como sua interação com 

os outros vírus já previamente descritos e, considerando a estreita relação entre as espécies, 

relata a possibilidade de transmissão para o homem (LI et al., 2011). 

A identificação de CaKV na Itália foi realizada em 2013 onde foram 

avaliadas 256 amostras de fezes de cães 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 prevalência de 4,37% de positivos. A infecção mista com 

CPV e CCoV foi descrita em quatro amostras. Neste estudo, o CaKV não foi o principal 

agente encontrado, porém os autores ressaltam a presença desse agente em cães na Europa e a 

necessidade do conhecimento sobre a correlação do CaKV com outros agentes etiológicos de 

infecções entéricas (DI MARTINO et al., 2013).  

A presença de coinfecção 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 astrovírus (CAstV), CaKV, CPV e CCoV, 

respectivamente, também descrevendo a presença de CaKV com outros patógenos virais 

entéricos relacionados com o quadro  clínico de diarreia (CHOI et al., 2014). 

Em outro estudo conduzido no mesmo ano também na Coréia do Sul, o 

CaKV foi identificado em amostras de fezes de 59 animais com  (n=21) e sem (n=38) sinal 

clínico de diarreia. O diagnóstico diferencial foi realizado com os principais vírus associados 

a infecções em cães como CPV, adenovírus 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 frequência de positivos ocorreu em animais jovens (67%; 6/9) com até 4 

meses de idade, em comparação com os resultados obtidos em amostras fecais provenientes 

de animais adultos (33%; 3/9). A infecção 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 frequência de 4,7% (5/106) de animais positivos, sendo que todos os 

animais apresentavam o sinal clínico de enterite. As análises filogenéticas das amostras 

detectadas apresentaram valores de identidade de 93-94% com as cepas descritas nos EUA, 

migrando no mesmo ramo filogenético e não demonstrando alterações no perfil genético entre 

as cepas de diferentes países (KONG et al., 2016). A suscetibilidade dos animais jovens em 

apresentar infecção pelo CaKV, falha de proteção imune ou mesmo pela imaturidade do 

sistema de defesa animal são discutidos por Oem et al. (2014) e Kong et al. (2016), assim 

como havia sido discutido para a espécie suína (BARRY et al., 2011) como relevantes quando 

associados com a manifestação de sinais clínicos (diarreia, apatia, anorexia) em animais 

jovens e a diminuição das taxas de infecção nos animais adultos. 

Além de caninos domésticos, o CaKV já foi relatado em fezes de caninos 

silvestres como Golden jackal e Side striped jackal na África. Com relação à análise 

filogenética envolvendo as cepas de todos os países onde o CaKV já foi descrito, as 

sequências formam um grupo homogêneo dentro do gênero do Kobuvirus (OLARTE-

CASTILLO et al., 2015). 

Por esse motivo, atualmente compõem a classificação do CaKoV  quatro 

espécies de caninos; cão doméstico (Canis lupus familiaris), raposa-vermelha (Vulpes vulpes), 

chacal-dourado (Canis aureus) e chacal-listrado (Canis adustus) e a hiena-malhada (Crocuta 

crocuta) da família Hyaenidae, que até o momento é o único hospedeiro fora da espécie 

canina (DI MARTINO et al., 2014; OLARTE-CASTILLO et al., 2015).  

O estudo demonstrando a classificação filogenética de uma cepa de 

kobuvírus identificada em felinos no agrupamento que congrega cepas de kobuvírus 

identificadas em caninos e humanos aumenta a relação da infecção por esse vírus não ser 

espécie específica. Com isso, aumenta consideravelmente a importância quanto ao risco à 

saúde pública com o potencial zoonótico da infecção, particularmente considerando a 

proximidade entre essas espécies (KONG et al., 2016). 
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Com isto, observa-se a necessidade da realização de estudos adicionais com 

o objetivo de esclarecer o real impacto da infecção causada pelos CaKV nos animais. As 

pesquisas envolvendo várias espécies animais ocorrendo simultaneamente em todo o mundo 

podem auxiliar na compreensão de aspectos relativos à uma possível patogenia da infecção 

por esse vírus e sobre o comportamento dos kobuvírus no ambiente. 
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3.1 OBJETIVO GERAL 

 Identificar infecções sintomáticas por kobuvírus em animais e avaliar algumas 

características moleculares do genoma (RNA) viral. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Avaliar pela técnica de RT-PCR a presença 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; 

 

 Determinar características epidemiológicas da infecção como frequência de diagnóstico 

em fezes diarreias e não diarreicas, bem como faixa etária mais susceptível à infecção 

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

 

 

 Avaliar a possibilidade de prováveis infecções mistas por enteropatógenos clássicos 

envolvidos em episódios de diarreia neonatal em bezerros;  

 

 Determinar a presença do kobuvírus canino em amostra de fezes e fragmentos de órgãos 

de um cão com quadro clínico entérico; 

 

 

 Avaliar a presença de coinfecção com outros agentes comumente descritos em cães pela 

análise de fragmentos de órgãos por meio das técnicas de PCR, RT-PCR e imuno-

histoquímica; 

 

 Examinar a presença de alterações patológicas nos fragmentos de órgãos do cão 

necropsiado; 

 

 

 Realizar análises filogenéticas em cepas brasileiras de Aichivirus B e de kobuvírus 

canino por meio do sequenciamento de produtos amplificados por RT-PCR das regiões 

RdRP e  VP1; 
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 Realizar estudos moleculares comparativos entre os resultados obtidos nas cepas 

brasileiras descritas nesse estudo com cepas de kobuvírus provenientes de outros países 

e disponíveis em bases públicas 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 periódico: Virus Genes 
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Phylogenetic analysis of VP1 and RdRP 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 RdRP 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. 

 

 

 



47 
 

 

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 (VP0, 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 

(RdRP). 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, II, III and IV) 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 RdRP 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 Paraná, southern Brazil, were evaluated. This 

geographical region of Paraná 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 KCl; 8 mM Na2HPO4; 14 mM KH2PO4), and 

centrifuged at 3,000 x g for 5 min. Nucleic acid extraction was performed with 400 µL 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 µL 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 RdRP 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 µg/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.nlm.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
2.0 

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 RVA 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. RdRP 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. 

Age / week 
Aichivirus B

 

Negative Total 

Single Mixed
* 

First 3 ─ 1 4 

Second 7 3 2 12 

Third ─ ─ 5
a 

5 

Fourth ─ ─ 3
b 

3 

Total 10 3 11 24 

*
fecal samples positive for Aichivirus B and RVA simultaneously. 

Twoa and oneb
 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 RVA 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 RVA 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 (RdRP) 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 VP1 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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4.2 ARTIGO B 

Extra-intestinal detection of canine kobuvirus in a puppy from Southern Brazil 
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5 CONCLUSÕES  

 A grande proporção (54,2%, 13/24) de diagnóstico de Aichivirus B em fezes diarreicas 

de bezerros, em associação com os resultados negativos obtidos nas amostras 

provenientes de animais assintomáticos, sugere que esse vírus esteja relacionado à 

etiologia do surto de diarreia neonatal ocorrido em um rebanho leiteiro de alta 

produção do Estado do Paraná; 

 

 Com relação à faixa etária, o 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); 

 

 Com relação ao gene RdRP as cepas brasileira de Aichivirus B apresentaram 90,7 a 

92,1% de identidade de nucleotídeos com cepas descritas em países asiáticos como 

Coréia, China e Japão; 

 

 De acordo com o sistema proposto em 2014 para classificação das cepas de Aichivirus 

B em Linhagens ou Genotipos, tendo como base sequências específicas do gene que 

codifica a proteína VP1, as cepas brasileiras foram agrupadas, juntamente com cepas 

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

 

 Este é o primeiro estudo que relacionou a presença de Aichivirus B e a ocorrência de 

um surto de diarreia neonatal em bovinos e também a primeira proposta de 

classificação de cepas de Aichivirus B em Linhagens (Genotipos) realizado com cepas 

de origem bovina provenientes da América do Sul; 

 

 Por meio da técnica de RT-PCR não foi possível identificar a presença de RNA de 

kobuvírus em fezes e em fragmento de intestino do filhote de cão. Em contrapartida, 

essa técnica foi positiva para kobuvírus quando foram avaliados fragmentos de órgãos 

como cérebro, cerebelo, tonsila, pulmão e fígado; 

 

 A histopatologia revelou alterações patológicas como pneumonia intersticial, 

bronquite necrosante, miocardite, enterite induzida por parvovírus e depleção linfoide;  
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 A imuno-histoquímica identificou antígenos do vírus da cinomose e do adenovírus 

canino tipo 1 em várias regiões pulmonares; 

 

 A técnica de PCR revelou infecção singular por parvovírus canino tipo 2 apenas no 

intestino; 

 

 Em todos os outros órgãos avaliados as técnicas moleculares empregadas 

possibilitaram a caracterização de infecções mistas ocasionadas por kobuvírus canino 

e vírus da cinomose canina, parvovírus canino tipo 2 e herpesvírus canino tipo 1; 

 

 A análise filogenética realizada na região conservada do gene RdRP das cepas 

brasileiras revelou alta identidade de nucleotídeos entre cepas de kobuvírus canino 

descritas na Ásia (Coréia, China e Japão), Europa (Reino Unido) e América do Norte 

(EUA);    

 

 A análise filogenética realizada na região genômica mais variável dos picornavírus, 

(proteína VP1 do capsídeo viral), também possibilitou o agrupamento das cepas 

brasileiras de kobuvírus canino no mesmo cluster de cepas descritas no Reino Unido, 

EUA e Coréia; 

 Os resultados desse estudo confirmam a detecção extra-intestinal de kobuvírus canino 

em um filhote de cão e representa a primeira descrição extra-intestinal desse vírus em 

cães; 

 

 No conjunto, os experimentos conduzidos nesse estudo adicionaram novos 

conhecimentos sobre aspectos clínicos e moleculares da infecção por kobuvírus em 

animais. 
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ANEXO A:  

Lista de Reagentes 

 

1. 100 mM dNTP Set, 4 x 250 µL; 25 µmol cada (100 mM dATP Solution, 100 mM dCTP 

Solution, 100 mM dGTP Solution, 100 mM dTTP Solution) (Invitrogen
TM

 Life 

Technologies, EUA) 

2. 10 x PCR-Buffer (200 mM Tris-HCl, pH 8,4, 500 mM KCl) (Invitrogen
TM

 Life 

Technologies, EUA) 

3. 123 bp (pares de base) DNA Ladder (Invitrogen
TM

 Life Technologies, EUA) 

4. Acetona P.A. (CH3COCH3) P.M. 58,08 (Dinâmica
®
) 

5. Ácido bórico (H3BO3) P.M. 61,83 (Sicalab
®
) 

6. Ácido clorídrico (HCl) P.M. 36,46 (Reagen
®
) 

7. Ácido etilenodiaminotetraácido sal di-sódico - EDTA P.A. (C10H14N2O8Na2.2H2O) P.M. 

372,24 (Reagen
®
) 

8. Agarose (Invitrogen
TM

 Life Technologies, EUA) 

9. Álcool etílico absoluto (C2H2OH) P.M. 46,07 (Nuclear
®
) 

10. Álcool isoamílico ((CH3)2CHCH2CH2OH) P.M. 88,15 (Synth
®
) 

11. Azul de bromofenol (Sigma
®
, EUA) 

12. Brometo de etídeo (C21H20N3Br) P.M. 394,3 (Sigma
®
, EUA) 

13. Clorofórmio P.A. (CHCl3) P.M. 119,38 (Dinâmica
®
) 

14. Dióxido de sílica (SiO2) P.M. 60,08 (Sigma
®
, EUA) 

15. Dodecil Sulfato de Sódio - Lauril Sulfato de Sódio - SDS (C12H25NaO4S) P.M. 288,38 

(BDH) 

16. Hidróxido de Sódio P.A. (NaOH) P.M. 40,00 (Mallinckrodt Chemicals
®

) 

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

) 

18. Isotiocianato de guanidina P.M. 118,16 (Invitrogen
TM

 Life Technologies, EUA) 

19. Platinum Taq DNA Polymerase t 500 unidades (Invitrogen
TM

 Life Technologies, BRA) 

20. Sacarose, P.A. - sucrose (C12H22O11) P.M. 342,31 (Reagen
®

) 

21. Triton x-100 (J.T.Baker
®
) 

22. Fenol (C6H5OH) P.M. 94,11 (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

23. M-MLV Reverse Transcriptase - 200 unidades/µL (Invitrogen Life Technologies
®
) 

24. Água DEPC (Dietil pirocarbonato) (Invitrogen Life Technologies
®
) 

25. Glicina P.A. P.M. 75,07 (Nuclear
® 

) 
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26. Cloreto de magnésio 50 mM (MgCl2) (Invitrogen Life Technologies
®
) 

27. Cloreto de potássio, P.A. (KCl) P.M. 74,56 (Reagen
®
)  

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

29. Oligonucleotídeos iniciadores (primer) Reverse - 200 pmol (Invitrogen Life 

Technologies
®
) 

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

Technologies
®
) 
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ANEXO B:  

Soluções e Tampões 

 Hidratação da sílica 

- 12 g de sílica (O2Si) 

- Adicionar 500 mL de água ultrapura autoclavada 

- Agitar lentamente e manter em repouso durante 24 horas 

-Por sucção, desprezar 430 mL do sobrenadante 

- Ressuspender a sílica em 500 mL de água ultrapura autoclavada 

- Manter em repouso durante 5 horas para sedimentar 

- Desprezar 440 mL do sobrenadante 

- Adicionar 600 L de HCl  para ajustar o pH=2,0) 

- liquotar e autoclavar 

 

 Solução L6 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 

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

- 2,6 g de Triton x-100 

 

 Solução L2 

- 120 g de isotiocianato de guanidina (GUSCN) 

- 100 mL de TRIS-HCl 0,1 M pH 6,4 

 

 Tampão de amostra para eletroforese em gel de agarose 

- 0,25 g de azul de bromofenol (0,25%) 

- 45 g de sacarose - sucrose (C12H22O11) (45%) 

Água MilliQ (q.s.p.) 100 mL 

 

 Fenol/clorofórmio álcool isoamílico 

- 25 mL de fenol saturado 

- 24 mL de clorofórmio 

- 1 mL de álcool isoamílico 

  
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 SDS 10% 

- 5 g de dodecil sulfato de sódio - Lauril sulfato de sódio - SDS (C12H25NaO4S) 

- Água ultrapura autoclavada q.s.p. 50 mL 

 

 Gel de agarose 2% 

- 1 g agarose 

- 50 mL de tampão TEB 1x 

- 30 µL de brometo de etídio 

 

 Diluição de dNTP 

- solução estoque - concentração 100 mM - 100 L de cada dNTP 

- solução uso - concentração 10 mM - 10 L da solução estoque + 90 l de água ultrapura 

autoclavada 

 

Tampão fosfato-salino (PBS) (pH 7,2)  

- 2 g de NaCl  

- 0,05 g de KCl  

- 0,355 g de NA2HPO4  

- 0,068 g de KH2PO4  

- Água bidestilada q.s,p. 250 mL  

 

Tampão de corrida TBE (TRIS – Ácido bórico – EDTA) 10 x (pH 8,4)  

- 0,89 M de TRIS  

- 0,89 M de ácido bórico  

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

- Água bidestilada qsp. 1 L  

 

Tampão de amostra  

- Azul de bromofenol 0,25%  

- Sacarose-sucrose (C12H22O11) 45%  
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ANEXO C:  

Protocolo de Técnicas 

 

 Suspensão fecal - Extração bruta 

- Pesar 1 g do material fecal em balança de precisão 

- Adicionar 9 mL de tampão PBS  (para as amostras líquidas estabelecer a proporção 1:2)
 

- Homogeneizar em vórtex 

- Calibrar os tubos 

- Centrifugar 2.000 x g/ 5 min 

- Recolher o sobrenadante 

- Identificar e estocar em frascos a 4ºC 

 

 Suspensão a partir de amostras de órgãos  

- Macerar 100 g do órgão em microtubo de 1,5 mL  

- Adicionar 500 L de PBS  

- Homogeneizar em vórtex  

- Centrifugar a 1000 g por 5 min  

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

 

 Extração do RNA: Associação das técnicas fenol/clorofórmioálcool isoamílico e 

sílica/isotiocianato de guanidina 

- Aliquotar 500 L da suspensão fecal  

- Adicionar 50 L de SDS 10 % 

- Para órgãos adicionar 10 L de Proteinase K  

- Homogeneizar em vórtex 

- Banho-maria 56 °C /20 min 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s  

- Adicionar 500 L de fenol/clorofórmio álcool isoamílico (25:24:1) 

- Homogeneizar em vórtex 

- Banho-maria 56 °C /15 min 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g /10 min 

Recolher o sobrenadante em outro microtubo de 1,5 mL 
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- Adicionar 500 L da solução L6 

- Adicionar 25 L de sílica hidratada 

- Homogeneizar em vórtex 

- Agitar em temperatura ambiente /30 min 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH10 M 

- Adicionar 500 L de solução L2 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo  NaOH 10M 

- Adicionar 500 L de solução L2 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar o sobrenadante em solução contendo NaOH 10M 

- Adicionar 500 L de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 

- Adicionar 500 L de etanol 70% gelado 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 

- Adicionar 1000 L de acetona P.A. gelada 

- Homogeneizar em vórtex 

- Centrifugar 10.000 x g /30 s 

- Desprezar sobrenadante em descarte comum 

- Secar o pellet em termo bloco à 60ºC (aproximadamente 2 min) ou banho-maria à 56ºC (15 

min)  

- Adicionar 50 L de água DEPC 

- Homogeneizar em vórtex 

- Banho-maria 56ºC/15 min 

- Homogeneizar em vórtex 

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

Estocar à 4ºC ou -20ºC até a utilização 

 

 RT-PCR para a região RdRP e para a proteína VP1 do aichivírus B e kobuvírus 

canino  

Desnaturação  

- 5 μL do RNA extraído  

- 20 pmol do primer reverse 

Programa: 97ºC por 5 min e banho de gelo por 5 min  

 

Transcrição reversa  

-Buffer 5x [Tris-HCl 250 mM (pH 8,3); KCl 375 mM; MgCl2 15 mM]: 4,0 L 

-DTT (0,1 M): 2,0 L 

-dNTP (0,1 mM): 1,0 L 

-M-MLV (200 U/L): 0,5 L 

-Água: 2,5 L 

Programa: 37°C/30 min; 70°C/15 min.  

 

 Reação em cadeia pela polimerase (PCR) para kobuvírus 

-Buffer 10x [Tris-HCl 200 mM (pH 8,4); KCl 500 mM]: 7,5 L 

-MgCl2 (50 mM): 2,0 L 

-dNTP (0,1 mM): 4,0 L 

-Primer- F (20 pmol): 1,0 L 

-Primer-R (20 pmol): 1,0 L 

-Platinum
®
Taq DNA Polymerase (5 U/L): 0,5 L 

-Água: 26,0 L 

Programa: 94°C/3 min (desnaturação inicial); 40 ciclos de 94°C/30 s (desnaturação), 51°C/1 

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

 

 PCR para glicoproteína B de herpesvírus canino  

- 1x PCR buffer (30 mM Tris-HCl, pH 8,4 e 75 mM KCl)  

- 2,5 mM MgCl2  

- 1,6 mM de cada dNTP  



75 
 

 

- 20 pmol de cada primer  

- 2,5 unidades de Taq DNA polimerase  

- 2,5 μL de cDNA  

- Água q.s.p. 25 μL  

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

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

 

 PCR para gene E do Adenovírus canino tipo 1 e 2  

- 1x PCR buffer  (30 mM Tris-HCl, pH 8,4 e 75 mM KCl)  

- 3,1 mM MgCl2  

- 1,6 mM de cada dNTP  

- 20 pmol de cada primer  

- 5 unidades de Taq DNA polimerase  

- 2,5 μL de cDNA  

- Água q.s.p. 25 μL  

Programa: 94°C/3 min (desnaturação inicial); 32 ciclos de 94°C/30 s (desnaturação), 58°C/1 

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

 

 PCR para VP2 do Parvovírus canino tipo 2  

- 1x PCR buffer (30 mM Tris-HCl, pH 8,4 e 75 mM KCl)  

- 3,1 mM MgCl2  

- 0,8 mM de cada dNTP  

- 20 pmol de cada primer  

- 2,5 unidades de Taq DNA polimerase  

- 3 μL de cDNA  

- Água q.s.p. 25 μL  

Programa: 94°C/10 min (desnaturação inicial); 35 ciclos de 94°C/30 s (desnaturação), 50°C/1 

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

 

 RT-PCR para gene N do vírus da cinomose canina  

Desnaturação  

- 9 μL do RNA extraído  

- 20 pmol do primer forward  

Programa: 70ºC por 10 min e banho de gelo por 5 min  
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Transcrição reversa  

- 1x RT buffer (250 mM Tris-HCl, pH 8,3, 375 mL KCl, 15 mM MgCl2)  

- 1,3 mM de cada dNTP  

- 0,1 M de DTT  

- 50 unidades de transcriptase reversa M-MLV  

Programa: 37°C/50 min; 70°C/15 min.  

 

PCR  

- 1x PCR buffer (30 mM Tris-HCl, pH 8,4 e 75 mM KCl)  

- 3 mM MgCl2  

- 0,8 mM de cada dNTP  

- 20 pmol de cada primer  

- 2,5 unidades de Taq DNA polimerase  

- 5 μL de cDNA 61  

- Água q.s.p. 50 μL  

Programa: 94°C/1 min (desnaturação inicial); 35 ciclos de 94°C/1 min (desnaturação), 59°C/1 

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

 

 RT-PCR para rotavírus A (genotipos P (VP4) e G (VP7)) 

Desnaturação P  

- 5 μL do RNA extraído  

- 20 pmol do primer forward con 3 = 1 μL 

-20 pmol do primer reverse con 2 = 1 μL 

- Água 3 μL 

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

 

Desnaturação G  

- 5 μL do RNA extraído  

- 20 pmol do primer forward  Beg 9 

-20 pmol do primer reverse End 9 

- Água 3 μL 

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

Transcrição reversa  

- Tampão 10 x pH 8,4 - 2,5 L 



77 
 

 

 -MgCl2 50 mM - 2,5 L   

 -dNTP 2,5 mM - 4,0 L  

 -SuperScript II


 200U/L - 0,15 L   

 -Água - 5,85 L 

Programa: 42ºC por 30 min  

 

 PCR P tipo (VP4) / G (VP7)  

- Tampão 10 x pH 8,4 - 2,5 L 

 -dNTP 2,5 mM -  4L  

 -Platinum


Taq DNA Polymerase 5U/L - 0,25 L  

 -Primer con 2 reverse (20 pmol) - 1 L / Primer Beg 9 (20 pmol) - 1 L 

 -Primer con 3 forward (20 pmol) - 1 L / Primer End 9 (20 pmol) - 1 L 

 -Água - 16,25 L 

Programa: 94°C/3 min (desnaturação inicial); 40 ciclos de 94°C/30 segundos (desnaturação), 

42°C/30 segundos (anelamento) e 72°C/45 segundos (extensão); 72°C/7 min (extensão final). 

 

 Eletroforese em gel de agarose a 2% 

- 1 g de agarose 

-50 mL TBE buffer (Tris 89 mM; ácido bórico 89 mM; EDTA 2 mM) pH 8,4 

 -20 µL de brometo de etídeo (0,5 g/mL) 

 

 Purificação de produto de PCR excisado do gel 

-Pesar o fragmento excisado do gel em microtubo de 1,5 mL 

-Adicionar 10 L 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 L 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 L 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 L 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 

 

 Quantificação de produto de PCR  

-Preparar a solução Quant-iT
TM

Working Solution diluindo o reagente Quant-iT
TM 

no Quant-

iT
TM 

Buffer, 1:200. São necessários 200 L desta solução por amostra e para os padrões 0 e 

100. 

-Homogeneizar em vórtex 

-No microbuto das amostras adicionar 198 L da solução Quant-iT
TM 

Working Solution 2 a 2 

L do DNA purificado 

-No microtubo do padrão 0 adicionar 190 L da solução  Quant-iT
TM 

Working Solution a 10 

L do padrão 0 

-No microtubo do padrão 100 adicionar 190 L da solução Quant-iT
TM 

Working Solution a 10 

L do padrão 100 

-Homogeneizar os microtubos em vórtex por 2 – 3 s 

-Incubar os microtubos em temperatura ambiente por 2 min 

-Realizar a leitura utilizando Qubit
TM

fluorometer (Invitrogen Life Technologies
TM

) 

-Multiplicar pelo fator de diluição para determinar a concentração correta da amostra  
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ANEXO D:  

Lista de Softwares 

 

 Electropherogram quality analysis - Phred e CAP3 

 

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

 

 BLAST The Basic Local Alignment Search Tool 

 

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

 

 MEGA package software version 6.6  

 

(http://www.megasoftware.net/mega6/mega6.6.html) 

 

 BioEdit software version 7.2.5 

 

 (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 periódico Virus Genes para formatação 

 

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

ailsPage=pltci_1630109 

 


