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ANALISE DO VIROMA DE SOROS DE MATRIZES SUINAS COM PARTOS
NORMAIS E COM NATIMORTALIDADE

RESUMO

Falhas reprodutivas sdo importante causa de prejuizos econdmicos na suinocultura. Elas
implicam na diminui¢do do nimero de leitdes nascidos vivos e aumentam o descarte de
animais e as taxas de reposicdo de matrizes, levando a reducdo da produtividade do
rebanho. Embora a maioria dos casos de natimortalidade sejam associados a fatores ndo
infecciosos, 0s agentes infecciosos possuem um papel importante e ainda pouco
conhecido na etiologia deste quadro. Até o presente, nenhum trabalho foi realizado
visando o estudo do conjunto de virus que possam estar presentes em matrizes com
eventos de natimortalidade por ocasido do parto. Em funcdo disso, o presente trabalho
teve por objetivo examinar o viroma do soro de matrizes suinas com e sem casos de
natimortalidade. Foram coletadas 94 amostras de soro de matrizes de seis granjas
distribuidas em cinco municipios do Rio Grande do Sul. Em cada granja foram formados
dois pools de soros: um composto por matrizes que pariram (um ou mais) natimortos e
outro por matrizes que pariram leitegadas sem natimortos. Os pools foram submetidos a
extracdo de acido nucleico viral, enriquecimento e sequenciamento de alto desempenho,
buscando a identificacdo de agentes que possam representar um fator de risco a
natimortalidade em suinos. N&do foi possivel identificar diferencas significativas nos
viromas de matrizes correlacionadas a ocorréncia de natimortalidade. N&o obstante, foi
possivel identificar uma ampla variedade de genomas virais, a maioria deles
correspondendo a virus das familias Anelloviridae. Este estudo permitiu ainda identificar
20 genomas completos de trés espécies de virus: torque teno virus suino la e 1b,
circovirus suino tipo 3 (PCV3) e virus circulares DNA fita simples codificantes de
replicase (CRESS), seis dos quais até o presente ainda nao reportados em suinos. Em duas
granjas, em matrizes que apresentaram natimortalidade, foram identificados genomas de
PCV3, cuja participacdo como potencial causador de problemas reprodutivos precisa ser
futuramente investigada. Ndo foram identificados virus com genoma de RNA. Este
estudo traz uma contribuicdo ao conhecimento do viroma em soros de matrizes suinas e,
paralelamente, busca contribuir para o esclarecimento das possiveis causas de
natimortalidade de origem infecciosa em suinos.

Palavras chave: Suino. Problemas reprodutivos. Metagendmica. Sequenciamento de alto
desempenho.



VIROME ANALYSIS ON SERA OF SOWS WITH AND WITHOUT CASES OF
NATIMORTALITY

ABSTRACT

Reproductive failure in swine herds is an important cause of economic losses. It leads to
a decrease in the number of piglets reared per sow and may imply in the need for
replacement of sows, reducing the productivity in a herd. Although the majority of cases
of stillbirths have been attributed to non-infectious causes, several infectious agents have
been implicated in the etiology of such condition. Nevertheless, other as yet unknown
agents may be involved in the pathogenesis of stillbirths. The aim of this work was to
investigate the virome in sera of sows without and with one or more cases of stillbirth in
the litter. Sera were collected from 94 sows of six commercial farms in five municipalities
in the state of Rio Grande do Sul, Brazil. Two pools of sera were collected from each
farm: one representative of sows that had at least on stillbirth in the last litter and another
composed by sera of sows that had litters with no stillbirths. The pools were subjected to
nucleic acid extraction, enrichment and high throughput sequencing. No significant
differences were detected in the serum viromes of sows with or without stillbirth.
Nevertheless, it was possible to identify a wide variety of viral genomes, most of these
representing viruses of Anelloviridae family. In addition, the present work allowed the
identification of 20 complete genome sequences including torque teno sus virus la and
1b, porcine circovirus 3 (PCV3) and circular rep-encoding ssDNA viruses (CRESS),
including six species not previously reported in swine. In two farms, PCV3 genomes were
identified in the serum pools of sows which had cases of stillbirth. The role for this virus
as a potential cause of reproductive failure needs additional investigations. No genomes
of viruses with RNA genomes were identified. This study provides a contribution to the
knowledge on the serum virome of pregnant sows. In addition, it is expected to aid in the
identification of possible causes of stillbirth in swine.

Keywords: Pig. Reproductive failure. Metagenomic. NGS.
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1. INTRODUCAO

A carne suina é a fonte de proteina animal mais consumida no mundo e representa
quase metade do consumo e da producdo de carnes. Essa cadeia produtiva representa um
dos melhores desempenhos econémicos do Brasil no cenario internacional (MIELE;
WAQUI, 2007), ja que o pais é o quarto maior produtor e exportador mundial de carne
suina. Segundo dados da Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA), a producao
nacional em 2014 foi da ordem de 3,3 milhdes de toneladas (3,02% do total da producao
mundial), ficando atrés apenas da China, Unido Europeia e Estados Unidos da América
(ABPA, 2016). De 2008 a 2014, houve um aumento de 14,7% na produgdo de suinos em
nivel nacional, com cerca 505 mil toneladas exportadas em 2014 para 14 paises. A regido
sul é responsavel por quase 70% do total de suinos abatidos por ano, sendo o Rio Grande
do Sul o segundo maior produtor nacional (ABPA, 2016).

A expansdo da industria suinicola e a intensificacdo da atividade levaram ao
agravamento nos problemas sanitarios dos rebanhos e as falhas reprodutivas ganharam
destaque tornando-se a maior causa de prejuizo econdmico no setor (MORES et al.,
2011). Problemas reprodutivos reduzem a produtividade do rebanho, principalmente pela
diminuicdo do numero de leitGes nascidos vivos e pelo aumento do descarte de animais e
das taxas de reposicdo de matrizes (PESCADOR, 2008). Acredita-se que 60% a 70% dos
problemas reprodutivos séo de origem nao infecciosa e 30% a 40% dos casos de origem
infecciosa. Muitos virus tém sido associados a esses problemas em diversas partes do
mundo, porém até 0 momento, somente agentes especificos foram pesquisados.

Com o advento do sequenciamento de alto desempenho e a facilidade de acesso a
essa tecnologia, tornou-se possivel a realizacdo de uma pesquisa mais abrangente acerca
da diversidade viral que compde determinada amostra e, desde entdo, varios novos virus
tém sido descobertos (MOKILI et al., 2012; ROSARIO; BREITBART, 2011). O objetivo
desse trabalho foi caracterizar o viroma do soro de matrizes suinas com e sem casos de
natimortalidade através da aplicacdo do sequenciamento de alto desempenho (plataforma
Miseq — Ilumina®), buscando a identificacdo de novos ou inesperados agentes que

possam representar um fator de risco para a natimortalidade em suinos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1  Problemas reprodutivos em suinos

Falhas reprodutivas na fémea suina podem ser manifestadas por retorno irregular
ao estro, abortamento e aumento no numero de leitdes inviaveis ao nascimento (GIVENS;
MARLEY, 2008). As taxas de natimortalidade reportadas em criagdes suinicolas
comerciais variam de 3% a 8% (ZALESKI; HACKER, 1993; LUCIA JR. et al., 2002;
BORGES et al., 2005; SILVA et al., 2015) e frequentemente estdo associadas a hipoxia
grave durante o parto (VAN DIJK et al., 2005). No entanto, muitas vezes a causa é
multifatorial VANDERHAEGHE et al., 2013) visto que muitos desses problemas estdo
correlacionados (ZALESKI; HACKER, 1993) o que torna o diagnostico dificil.

O periodo fetal inicia ao redor dos 35 dias de gestacdo quando o tecido 6sseo
comeca a ser formado. A mumificacdo fetal ocorre quando fetos mortos entre 0 35° e 0
100° dia de gestacdo ficam retidos dentro do Utero e desidratam (SOBESTIANSKY et al.,
2012). Os natimortos sao leitdes que morreram e foram expulsos ap6s os 100 dias de
gestacdo, idade na qual teriam condi¢des de viver normalmente, e apresentam a aparéncia
de um feto saudavel. A morte pode ocorrer antes do fim do parto (morte pré-parto) ou
durante o parto (morte intraparto) (ALMOND et al., 2006).

Duas principais classes de falhas reprodutivas sdo reconhecidas em suinos
(ALMOND et al., 2006). A primeira categoria & representada pelas causas ndo-
infecciosas — responsaveis por 60% a 70% dos problemas reprodutivos — e incluem varios
procedimentos de manejo que podem influenciar no desempenho reprodutivo do plantel,
assim como caracteristicas genéticas dos animais. O segundo grupo é representado por
agentes infecciosos que causam infec¢do primaria no trato reprodutivo ou infeccdo
sistémica, e sdo responsaveis por 30% a 40% dos casos de aborto, mumificagéo e
natimortalidade (SOBESTIANSKY et al, 2012).

2.1.1 Causas ndo infecciosas de natimortalidade

As causas ndo infecciosas de natimortalidade sdo frequentemente multifatoriais e
de dificil diagndstico, além de contabilizarem a maior parte das perdas econémicas na
maioria das granjas suinicolas (HOLLER,1994). Fatores ambientais, genéticos, maternos,

nutricionais, de manejo e toxinas compdem essa categoria.
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Dentre os fatores genéticos associados a natimortalidade, foi evidenciado que a
raca das fémeas possui influéncia na taxa de natimortos. Algumas racas com duracgéo de
parto menor, como Dutch Landrace, e mesticos Large White x Meishan, apresentaram
taxas de natimortalidade mais baixas (VAN DIJK et al., 2005). A associacdo positiva
entre a duracdo do parto e a natimortalidade evidenciada em alguns trabalhos (BORGES
et al., 2005; VAN DIJK et al., 2005) pode se dar devido ao maior risco de hipdxia para
os leitbes, desprendimento da placenta e ruptura do corddo umbilical (HERPIN et al.,
1996; HERPIN et al., 2001).

Fatores maternos envolvem a condicdo corporal da fémea, nimero de partos,
duracdo da gestacdo, duracdo do parto e tamanho da leitegada. Fémeas com nivel elevado
de gordura corporal e com leitegadas maiores tém maior predisposi¢cdo ao aumento da
duracgéo do parto (LE COZLER et al., 2002; VAN RENS; VAN DER LENDE, 2004), o
que aumenta o risco de natimortalidade (HERPIN et al., 1996). A ordem crescente de
partos também esta associada com maior taxa de natimortos (CANARIO et al., 2006; LE
COZLER et al., 2002), embora fémeas nuliparas possam ter alta porcentagem leitdes
natimortos (LEENHOUWERS et al.,, 1999; BORGES et al.,, 2005). O intervalo
prolongado entre nascimentos, e o baixo peso dos leitbes ao nascimento, também foram
considerados fatores de risco para o nascimento de natimortos (ZALESKI; HACKER,
1993).

Os fatores ambientais envolvem a supervisdo e assisténcia durante o parto,
estresse ambiental e inducdo de parto. O aumento da temperatura ambiente eleva a
concentracdo sérica de cortisol e induz maior estresse nas fémeas (MACHADO-NETO
et al., 1987); assim temperaturas maiores do que 22 °C aumentam o risco de
natimortalidade (VANDERHAEGHE et al., 2010). Outro fator associado é a
insuficiéncia de ventilacdo, que promove o acimulo de gases tdxicos, como 0 mondxido
de carbono, podendo levar as fémeas a desenvolverem hipoxia (CARSON et al., 2006).
Problemas reprodutivos por deficiéncias nutricionais agudas sdo raros na suinocultura
moderna; por outro lado, as contaminagdes com micotoxinas sdo cada vez mais
frequentes. As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios téxicos produzidos por fungos
filamentosos. Uma das principais micotoxinas, a zearalenona (ZEA), é sintetizada por
fungos do género Fusarium. Trata-se de uma micotoxina estrogénica de frequente
ocorréncia no Sul do Brasil (SALAY; MERCADANTE 2002). Os sinais clinicos
classicos da intoxicacdo por ZEA sdo edema e hiperemia de vulva, podendo também

ocorrer prolapso retal ou vaginal decorrente do relaxamento dos esfincteres (MOSTROM
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et al., 2007). De acordo com registros diagndsticos de laboratdrios especializados, a
aflatoxina B1 (produzida por algumas espécies do género Aspergillus), tem sido relatada
com certa frequéncia em casos de aflatoxicose em suinos. Os animais apresentam queda

no consumo de ragdo e reducgdo de crescimento (NAAS et al., 2014)

2.1.2 Causas infecciosas de natimortalidade

Por muito tempo, as perdas reprodutivas em cria¢des suinicolas comerciais foram
associadas a fatores ambientais, genéticos, nutricionais e agentes toxicos (RASBECH,
1969). Ao final dos anos 1960, com o avancgo das pesquisas em virologia, a correlagdo de
problemas reprodutivos com agentes infecciosos passou a ser mais compreendida e
descrita (DUNNE, 1970). A maioria dos patogenos envolvidos com problemas
reprodutivos em suinos sdo virus (GIVENS; MARLEY 2008) capazes de causar doenca
clinica na fémea suina adulta ou atravessar a barreira transplacentaria e infectar o feto
(PESCADOR, 2008).

Varios agentes infecciosos tém sido associados a casos de falhas reprodutivas em
suinos em todo mundo. Dentre eles o ungulate protoparvovirus 1 (UPV1) (anteriormente
denominado parvovirus suino, PPV) (WALDVOGEL et al., 1995; MORES et al., 2011),
0 virus da sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos (PRRSV, porcine reproductive
and respiratory syndrome virus) (ROSSOW et al., 1996; SCRUGGS; SORDEN, 2001,
MALDONADO et al., 2005), enterovirus suino (PEV, porcine enterovirus)
(KIRKBRIDE; MCADARAGH, 1978), virus da doenca de Aujeszky (ADV, Aujeszky's
disease virus) (SOBESTIANSKY et al., 2012), virus da encéfalo miocardite (EMCV,
encephalomyocarditis virus) (ROEHE et al., 1985), virus da peste suina classica (CSFV,
classical swine fever virus), virus da Influenza (VANNIER, 1999) e o circovirus suino
tipo 2 (PCV2, porcine circovirus type 2) (MORES et al., 2011; HOLLER, 1994;
PENSAERT et al., 2004, ALMOND et al., 2006; SOBESTIANSKY et al., 2012). No fim
do ano de 2016, foi sugerido que um novo circovirus, denominado circovirus suino tipo
3, poderia estar relacionado com casos de aborto em suinos, porém mais estudos sdo
necessarios para esclarecer seu papel no desenvolvimento desses quadros (PALINSKI et
al., 2016)

Além dos virus supracitados, outros patdgenos podem infectar o trato reprodutivo
das fémeas, como Chlamidia sp., Leptospira spp., Brucella suis e Toxoplasma gondii.

Agentes infecciosos relatados com menor frequéncia incluem o citomegalovirus,
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rubulavirus, menangle virus, virus da encefalite japonesa, virus da peste suina africana,
Mycoplasma suis, Erysipelothrix rhusiopathiae e Streptococcus suis (MARLEY;
GIVENS, 2008). A peste suina africana, a sindrome reprodutiva e respiratoria dos suinos
(PRRS) e a encefalite japonesa sao doencas exdticas no Brasil (SOBESTIANSKY et al.,
2012).

A maior parte do territorio brasileiro é considerada livre de peste suina classica
(PSC), sendo as regides norte e nordeste as que registraram surtos mais recentes
(FREITAS et al., 2012, OLIVEIRA et al., 2014). O ultimo foco de PSC registrado no
Brasil ocorreu no ano de 2009 (BRASIL, 2016). Por outro lado, a peste suina africana foi
registrada no Brasil na década de 1980, onde somente um caso ocorrido no municipio de
Paracambi (RJ) foi confirmado. Desde entdo, ndo houve mais casos da doenca
(TOKARNIA et al., 2004). A doenca de Aujeszky tem sido relatada no rebanho brasileiro
desde 1912, e, em determinadas regides ocorre de forma esporadica (SCHAEFER et al.,
2006; CIACCI-ZANELLA et al., 2008). No Brasil, o0 uso da vacina contra essa doenca é
controlado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). No sul do
Pais, ndo ha relatos da doenca desde 2004 (CIACCI-ZANELLA, 2008).

Na Espanha, o PRRSV foi o principal agente envolvido em casos de aborto tardio,
enquanto que o ADV, UPV1 e PCV2 tiveram um impacto menor (MALDONADO et al.,
2005). Embora o PRRSV esteja presente em rebanhos suinos de todo 0 mundo, inclusive
na América do Sul (RAMIREZ et al., 2008), e existam estudos epidemiolégicos em varios
planteis de granjas, este virus nunca foi relatado no Brasil (CIACCI-ZANELLA et al.,
2004; MASSA et al., 2014).

No Brasil, um estudo retrospectivo associou a co-infeccdo por PCV2 e UPV1 a
lesbes cardiacas mais graves em fetos natimortos, o que indica uma possivel acao
conjunta destes agentes (PESCADOR et al., 2008). Morés e colaboradores (2011)
verificaram maior frequéncia de fetos natimortos positivos para PCV2 e menor frequéncia
para UPV1. No mesmo estudo, o exame soroldgico realizado nas porcas foi negativo para
PRRSV, doenca de Aujeszky, peste suina classica, brucelose, leptospirose e
toxoplasmose.

Embora alguns estudos tenham constatado baixa frequéncia de agentes
infecciosos em casos de natimortalidade (BORGES et al., 2005; MALDONADO et al.,
2005; ROCHA et al., 2010; SILVA et al., 2015), os mesmos pesquisaram agentes
conhecidos especificos por meio de técnicas de diagnostico convencionais. Todavia, até

0 presente momento, nenhum trabalho foi realizado visando a investigacdo molecular de
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todos os agentes infecciosos que possam estar envolvidos em casos de natimortalidade.
Além disso, nos altimos anos, novos virus tém sido identificados em suinos, inclusive em
tecidos de fetos abortados (HIJIKATA et al., 2001; XIAO et al., 2013; NI et al., 2014,
PALINSKI et al., 2017). Isso leva ao questionamento se esses agentes estariam
envolvidos em problemas reprodutivos e que tipo de relacdo poderia haver entre eles.
Nesse contexto, a caracterizacdo do viroma do soro de matrizes suinas com e sem casos
de natimortalidade e identificacdo de possiveis virus associados a este desfecho se torna

importante.

2.2 Desafio no diagnostico de agentes virais potencialmente patogénicos

Os micro-organismos representam a maior parte da biodiversidade do planeta.
Estima-se que somente as bactérias chegam ao nimero de 5x10%° células (WHITMAN et
al., 1998), enquanto o nimero de particulas virais chega a 103* (MOKILI et al., 2012).
No entanto, apesar do numero significativamente elevado, menos de 1% dos agentes
virais (KENNEDY et al., 2010) e bacterianos (PHAM; KIM, 2012) podem ser cultivados.

Os virus podem ser identificados por uma ampla variedade de técnicas as quais se
baseiam principalmente na comparacdo com virus ja conhecidos. Historicamente, as
técnicas classicas de deteccdo viral se baseavam no isolamento do agente em cultivos
celulares e observacdo do efeito citopatico, microscopia eletrénica, e na inoculacdo
intracerebral de camundongos lactentes. Mais tarde, métodos imunologicos como a
soroneutralizacdo e a hemaglutinacdo, passaram a ser usados para detectar antigenos
virais relacionados em diferentes tipos de amostra (TEMMAM et al., 2014). Embora
muitos virus conhecidos atualmente tenham sido identificados primeiramente por essas
técnicas, esses métodos possuem limitagdes, uma vez que a maioria dos virus ndo pode
ser cultivada em laboratorio por métodos convencionais (AMANN et al., 1995;
BEXFIELD; KELLAM, 2011).

O avango da biologia molecular trouxe novas técnicas que permitiram a
identificacéo de virus ndo cultivaveis. Dentre essas técnicas, a PCR e alguns métodos de
hibridizacdo tornaram-se as principais ferramentas para o descobrimento de novos virus
(BEXFIELD; KELLAM, 2011). Ainda assim, elas apresentam como desvantagem a
necessidade de conhecimento prévio do genoma de virus similares (DELWART, 2007;

TEMMAM et al., 2014). Tendo em vista estas limita¢6es, outras abordagens tornaram-se
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necessarias para a identificacdo de novos ou insuspeitos agentes infecciosos, tais como a

metagendmica, que sera comentada a seguir (SVRAKA et al., 2010).

2.3  Metagenémica

Em 1998, Handelsman e colaboradores usaram pela primeira vez o termo
“metagenoma” para descrever o conjunto de informacdes gendmicas de todos 0s micro-
organismos (microbioma) presentes em uma amostra de solo, incluindo que aqueles ndo
puderam ser isolados (HANDELSMAN et al., 1998). A partir disso, a palavra
metagendmica tem sido usada para caracterizar a andlise molecular do conjunto de micro-
organismos que compdem amostras bioldgicas ou ambientais (DELWART, 2007). Por
sua vez, o termo viroma corresponde a parte do microbioma relacionada a todo material
genético viral presente em determinada amostra (VIRGIN, 2014).

Os virus representam a entidade bioldgica mais abundante e o maior reservatorio
da diversidade genética da Terra (STANO et al. 2016). Estima-se que o viroma de
mamiferos compreenda em torno de 330.000 espécies de virus eucariéticos; como a maior
parte do viroma consiste em virus procariéticos (fagos) o niamero total de virus existentes
é ainda maior (ANTHONY et al., 2013; REYES et al., 2012).

Inicialmente, os metagenomas eram estudados por meio da clonagem dos
fragmentos de DNA e sequenciamento pelo método de Sanger (SANGER et al., 1977).
Depois, com 0s avancgos das técnicas de sequenciamento, isso passou a ser feito de forma
mais rapida através do sequenciamento do DNA sem a necessidade de clonagem (DESAI
etal., 2012; SCHOLZ et al., 2012), o que permitiu uma investigacdo mais profunda e em
maior resolucdo dos viromas (DELWART, 2007; EDWARDS; ROHWER, 2005). O
sequenciamento de alto desempenho (HTS, high throughput sequencing) permite a
exploracdo de comunidades virais por meio da geracdo de uma grande quantidade de
dados (SCHOLZ et al., 2012, MOROZOVA; MARRA, 2008). Essa tecnologia tem se
mostrado uma poderosa ferramenta para a investigacdo de agentes de etiologia
desconhecida e identificacdo de novas espécies virais (MOKILI et al., 2012; ROSARIO;
BREITBART, 2011). O sequenciamento de alto desempenho tornou possivel acessar
virtualmente todos os genomas virais presentes em determinada amostra, seja de origem
ambiental ou bioldgica. Os fragmentos de acidos nucleicos extraidos sdo amplificados,
sequenciados e analisados com ferramentas de bioinformatica, sendo entdo comparados

com as sequéncias ja disponiveis nos bancos de dados genémicos (MEYER et al., 2008).
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A técnica consiste basicamente em quatro passos: (1) concentracdo e purificacdo das
particulas virais da amostra, (2) extracdo e enriquecimento dos acidos nucleicos, (3)
sequenciamento de alto desempenho, e (4) analise computacional (ZHANG et al., 2014).

Nos ultimos anos houve um crescimento significativo de estudos na area de
metagenémica viral (Figura 1). Desde a primeira aplicacdo da técnica em amostras
marinhas em 2002 (BREITBART et al. 2002), estudos nessa area tém sido aplicados em
uma ampla variedade de amostras (HAYES et al. 2017).
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Figura 1. llustracdo gréfica do nimero de publica¢bes de estudos sobre metagendmica viral a
partir do ano de 2002 até o final de 2016. O nimero total cumulativo de estudos esta representado
em azul. O nimero de estudos sobre o viroma humano esta representado em verde, e estudos
sobre o viroma marinho em vermelho. O nimero de estudos foi determinado através de uma
pesquisa realizada no PubMed. Adaptado de Hayes et al (2017).

O namero de estudos publicados sobre metagenémica aumentou de 11, em 2002,
para mais de 10.000 em 2017 (HAYES et al. 2017). Hoje, existem milhares de sequéncias
gendmicas virais conhecidas. O banco de dados de sequéncias de genomas de virus do
NCBI (National Center for Biotechnology Information - Viral Genome Resources)
contém mais de 5.600 genomas virais de referéncia
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/Genom esGroup.cgi?taxid/10239) (STANO et
al., 2016). Mais de 2 milhdes de sequéncias virais estdo depositadas no banco de dados
de nucleotideos do NCBI
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(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=txid10239[Organism:exp]). Muito mais

do que a producdo massiva de dados de sequenciamento, esses estudos fornecem
continuamente informacGes importantes que ajudam na compreensdo da relacdo
gendmica existente entre o perfil funcional, filogenético e evolutivo de comunidades
microbioldgicas, além de facilitar o descobrimento de novos genes e enzimas (THOMAS
et al. 2012).

A metagendmica viral tem sido usada frequentemente para o descobrimento e
caracterizacdo genetica de novos e numerosos virus (ALLANDER et al., 2007;
DELWART, 2012; GRARD et al., 2012; WYLIE et al., 2012, TEMMAM et al., 2014).
Em suinos, foram realizados estudos descrevendo o viroma de fezes de animais
aparentemente saudaveis (AMIMO et al., 2016; LIU et al., 2016; HAUSE et al., 2016;
PALINSKI et al., 2016), de suabe nasal (HAUSE et al., 2016), de linfonodos de animais
saudaveis e com sindrome multissistémica do definhamento (BLOMSTROM et al, 2016),
e ainda de fezes de suinos saudaveis em compara¢do com o viroma de fezes de animais
com diarreia (SHAN et al., 2011; ZHANG et al., 2014). Em amostras de soro de suinos,
até o momento apenas um estudo foi realizado, como parte de um programa de vigilancia
epidemioldgica na Africa (MASEMBE et al., 2012).

Novos genomas virais foram identificados, dentre eles o0 PCV3 (PHAN et al.,
2016; PALINSKI et al., 2017), o parvovirus suino tipo 7 (PALINKSKI et al., 2016), além
de varios virus circulares DNA fita simples codificadores de replicase (CRESS-DNA,
circular Rep-encoding ssDNA) (CHEUNG et al., 2013; CHEUNG et al., 2014; CHEUNG
et al., 2015). Até o momento, a identificacdo e caracterizacdo destes virus foram
realizadas exclusivamente através de seus genomas. Consequentemente, ainda pouco se
sabe sobre a patogenicidade dos mesmos; igualmente, dados epidemioldgicos sobre a
ocorréncia dessas infecgdes sao escassos ou inexistentes.

Nenhum estudo envolvendo metagendmica havia sido conduzido em soro de
matrizes suinas até 0o momento deste trabalho; além disso, esta abordagem ainda ndo havia
sido aplicada na busca de virus com potencial para causar natimortalidade. Por isso, 0
objetivo desse estudo foi aplicar a analise metagendmica em soros de matrizes suinas sem
e com apresentacdo de natimortalidade, visando caracterizar o viroma presente nessas
amostras e encontrar possiveis associacdes com o desfecho observado.

Na presente dissertacdo, primeiramente serd abordado o resultado geral do

sequenciamento e a relacdo entre o viroma de matrizes com e sem casos de


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/?term=txid10239%5bOrganism:exp
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natimortalidade; num segundo momento serdo descritos 0s genomas completos

identificados nesse estudo.
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3. OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral
Contribuir para o conhecimento do viroma de matrizes suinas, com e sem casos de

natimortalidade.

3.2  Objetivos Especificos

3.2.1 Aplicar analise metagendmica em amostras de soro de matrizes com e sem casos de
natimortalidade;

3.2.2 Caracterizar o viroma presente nestas amostras;

3.2.3 Comparar o viroma de matrizes suinas com e sem paricdo de natimortos;

3.2.4 Analisar 0s genomas Virais obtidos e compara-los com outros agentes previamente

reportados.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1  Amostragem

Todos os procedimentos realizados neste trabalho foram previamente consentidos
pelos proprietarios das granjas através de um termo de colaboragdo. Esse trabalho foi
previamente aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto de
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (CEUA-IPVDF) — n° 16/2015.

Foram coletadas amostras de soro de matrizes suinas em seis unidades produtoras
de leitdo (UPLs) comerciais localizadas em cinco municipios do Estado do Rio Grande
do Sul (Figura 2). Através da venopuncédo na veia auricular foram coletados cerca de 3mL
de sangue em tubos sem anticoagulante. As UPLs foram selecionadas pela empresa
integradora. Os animais do rebanho eram provenientes de Granjas de Reprodutores
Suinos Certificada (GRSC) livres de brucelose, tuberculose, doenca de Aujesky, peste
suina classica, sarna, e controladas para leptospirose. Além disso, 0s animais eram
vacinados contra parvovirus suino, Erysipelothrix rhusiopathiae, Leptospira sp.,
colibacilose, circovirus suino tipo 2 e Haemophilus parasuis. A taxa de natimortalidade
registrada nas granjas no semestre anterior as coletas variou de 4,1% a 7,5%, sendo
considerado aceitavel pelas granjas uma taxa de até 5%. As coletas foram realizadas com
equipes envolvendo os pesquisadores do laboratorio. As visitas as granjas tiveram
duracdo de até 26 horas para 0 acompanhamento dos partos, de forma que as matrizes
eram marcadas de acordo com o quadro exibido naquele evento (com ou sem natimortos)
para, em seguida, ser realizada a coleta do soro. Os leitdes foram considerados natimortos
quando aparentavam idade gestacional avancada, ou seja, boa formacdo fisica e sem
sinais de decomposicdo. Além disso, foi realizado o teste de flutuagdo dos pulmdes sendo
deixados fora do estudo os leitdes cujo pulmao flutuasse (ALMOND et al., 2006)
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Figura 2. Mapa politico do Estado do Rio Grande do Sul com a localizagdo dos municipios onde
as coletas foram realizadas.

O numero de granjas e de amostras foi determinado com base em achados de
literatura (MASEMBE et al., 2012; ZHANG et al., 2014). Para a obtencao das amostras
foram selecionadas matrizes divididas em dois grupos: um representado por aquelas que
pariram natimortos naquela ocasido (G_N), e outro representado por aquelas que néo
pariram natimortos, mumificados e ndo tiveram fetos abortados (G_S). O numero de

amostras coletadas por granja esta descrito na tabela 1.

Tabela 1 — Grupos de amostragem.

Granja Municipio Total de Matrizes Matrizes Matrizes Taxa de
matrizes do lote com sem natimor-
de natimortos natimortos talidade
estudo (altimo
semestre)
G1 Salvador das Missées 3533 160 8 5 59
G2 Encantado 2030 97 5 8 7,0
G3 Sao Pedro do Butia 2900 110 6 10 75
G4 Cruzeiro do Sul 1800 88 6 8 6,7
G5 Sao Pedro do Butia 1900 58 3 12 54
G6 Serafina Correa 800 73 11 12 41

Os dados se referem ao nimero absoluto de matrizes.
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O namero de amostras coletadas variou entre as granjas em funcao de fatores que
ndo puderam ser controlados, como o tempo de coleta estabelecido e o ndmero de
matrizes que pariram natimortos na ocasido. Foram consideradas matrizes “com
natimortos™ aquelas que tiveram pelo menos um leitdo natimorto na leitegada.

Os soros foram processados em pools, sendo que para cada granja foram formados
dois pools: um composto por matrizes que ndo pariram natimortos (G_S) e outro
composto por matrizes que pariram um ou mais natimortos (G_N) naquele evento,
totalizando 12 pools de amostra, preparados e sequenciados. Os pools foram formados a
partir de 500 pL de soro de cada amostra. Apds centrifugacdo a 2.500 rpm por 5 minutos,
0 sobrenadante foi filtrado através de uma membrana de 0,22 um com o auxilio de uma
seringa. As amostras foram armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até a proxima etapa de
processamento. O passo a passo da preparagdo das amostras para sequenciamento esta

exemplificado na Figura 3.
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Figura 3. Esquema ilustrando a sequéncia de procedimentos realizados no preparo das amostras
para posterior sequenciamento realizado na plataforma Illumina® Miseq. Dois pools por granja
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foram formados: um de matrizes com natimortos e outro de matrizes sem natimortos. Ao total, 12
pools foram obtidos.

4.2  Preparo das amostras para o sequenciamento

Para a purificacdo e concentragdo das particulas virais, as amostras foram
submetidas a uma etapa de ultracentrifugacdo em colchdo de sacarose 25% (25 g de
sacarose ultrapura em 100 mL de TEN — Tris 50 mM, EDTA 5 mM, NaCl 140 mM, pH
8,0) a ~150.000 x g por 4 h a 4 °C (ultracentrifuga Sorvall ODT Combi, rotor AH-629).
Os pellets foram ressuspendidos em 400 puL de H>O milli-Q e homogeneizados com
auxilio de ponteiras sem ponta. As amostras foram congeladas a -80 °C até a proxima
etapa de processamento.

Antes da extragdo dos &cidos nucleicos, as amostras foram tratadas com 2,5 pL de
DNase (2 U/uL, Turbo DNase, Ambion) e 5 uL de RNase A (20 mg/mL, Invitrogen) para
degradacdo dos acidos nucleicos ndo protegidos por capsideo (SHAN et al., 2011). Apds
breve homogeneizacao, as amostras foram incubadas por 2 h a 37 °C. A seguir, 0 DNA
viral foi extraido pelo método fenol (SAMBROOK; RUSSEL, 2001), quantificado por
espectrofotometria de microvolumes (L-quant, Loccus Biotecnologia, Brasil) e
fluorimetria (Qubit, Invitrogen, USA) e submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8%
(p/v) corado com brometo de etidio para verificacdo da qualidade do DNA

Apos a extracdo, o DNA foi submetido a uma etapa de enriquecimento por
amplificagdo de deslocamento multiplo (MDA, multiple displacement amplification)
(DEAN et al., 2002). Para isso, o0 DNA total (0,05 ng a 0,1 ng) foi transferido para tubos
de 0,2 mL, desnaturado a 95 °C por 5 min e resfriado a 4 °C. Em seguida, foi adicionada
solucdo contendo tampéo (50 mM Tris/HCI, pH 7,5, 10 mM MgClz, 10 mM (NH4)2SOg4,
4 mM dithiothreitol), 1 mM de dNTP (Fermentas Life Science), 15 uM de primers
randémicos exo-resistentes (Fermentas Life Sciences), 2 mM de DTT (Sigma Aldrich), 2
pHg de BSA (New England Biolabs) e 20 U de DNA polimerase phi29 (New
EnglandBiolabs). A reacdo foi incubada em termociclador (Veriti®, Applied
Biosystems™) por 18 h a 30 °C, seguida por etapa final de inativagdo da enzima a 65 °C
por 10 minutos. Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se beads magnéticos
(Agencourt. AMPure XP). A qualidade e a quantidade do DNA enriquecido foram

avaliadas por espectrofotometria de microvolumes (Nanodrop, ThermoScientific, USA)
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e por fluorimetria (Qubit, Invitrogen, USA), respectivamente, e utilizados conforme

recomendacdes do fabricante da plataforma de sequenciamento (Illumina®).

4.3  Seguenciamento

Para o sequenciamento dos genomas virais foi utilizada a plataforma Miseq
(Ilumina®, USA). O preparo das bibliotecas de DNA foi feito com o kit Nextera DNA
preparation kit de acordo com instrucdes do fabricante, e o sequenciamento foi realizado
com o kit Miseq v2 300 (2x150 paired-end).

4.4  Andlise do sequenciamento

A qualidade das reads obtidas foi analisada com o programa FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e as sequéncias trimadas
por qualidade (phred <20) e tamanho (<35 nucleotideos) utilizando o programa
PRINSEQ (http://prinseq.sourceforge.net). Apds a trimagem, as reads foram montadas
de novo através do programa SPAdes v.3.9.0 utilizando o parametro metaSPAdes (NURK
et al., 2016), com o apoio do Centro Nacional de Supercomputacdo (CESUP), da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Os contigs resultantes das
montagens, bem como as proprias reads, foram submetidos ao BLASTX para a pesquisa
de sequéncias similares depositadas em banco de dados publico. O ponto de corte
escolhido para o E-value foi de 103 e as sequéncias foram classificadas em virus
eucarioticos, fagos e desconhecidos, com base na sequéncia taxonémica com o melhor
valor de E-value. Posteriormente, esses contigs foram analisados e mapeados por
referéncia no software Geneious v. 8.1.3. A metodologia utilizada para analise das reads
esta exemplificada na figura 4.
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Andlise de qualidade das reads
(FastQC)

Reads Phred <20

Reads phred >20 Tamanho <35 nt

BLASTx Montagem de novo SPAdes 3.9.0
Classificacéo BLASTx/BLASTn Dscarte
Anélise estatistica Classificacdo/Montagem por referéncia
Andlise de Componentes Principais Anotagdo Anélises filogenéticas

Teste de Wilcoxon

Figura 4. Fluxograma exemplificando a metodologia utilizada nesse estudo a partir das reads
obtidas no sequenciamento até as analises estatisticas e filogenéticas.

45  Andlise filogenética

As sequéncias de nucleotideos ou de aminoéacidos dos genomas obtidos foram
alinhadas com sequéncias homoélogas depositadas no GenBank utilizando o software
MUSCLE version 3.5. As arvores filogenéticas foram construidas pelo método de
Maximum Likelihood (ML) com bootstrap de 1000 réplicas, utilizando o melhor modelo

para cada alinhamento, através do MEGA7 (www.megasoftware.net/).

4.6 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas a partir do resultado do BLASTX das
reads. Os virus foram classificados de acordo com a média de reads mapeadas e 10% das
espécies virais com a maior média foram selecionadas para as analises. As analises foram
realizadas utilizando o software IBM® SPSS® Statistics version 22.

A comparagdo entre os viromas detectados em cada grupo foi realizada através da
Analise de Componentes Principais (ACP) visando avaliar se existe diferenca qualitativa

(presenca/auséncia) e quantitativa entre os pools em relacdo aos genomas virais
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detectados. O teste de Wilcoxon foi usado para comparar as médias de reads virais

identificadas entre 0s grupos.
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Visdo geral do viroma de soros de matrizes

O numero de reads virais sequenciadas por pool de soro de matrizes suinas variou

de 356.000 a 2.109.788, com tamanho meédio de 231 nucleotideos (Tabela 2). Apos

trimagem por tamanho e qualidade, realizada no programa Prinseq, 95,8% a 99,8% das

reads permaneceram. O resultado da montagem de novo a partir das reads trimadas variou

de 681 a 25.014 contigs entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 2 — NUmero de reads sequenciadas por pool.

Granja Reads _ Rt_eads pos- Reads virais (%) Reads_ ,d(_e genomas de virus
sequenciadas  trimagem eucarioticos (%)
Gl.S 550.300 549.020 147.286 (26,8) 144.762 (98,3)
G2_S 709.508 692.062 17.549 (2,5) 17.505 (99,7)
G3_S 459.154 453.738 26.453 (5,8) 26.348 (99,6)
G4_S 437.636 429.362 80.344 (18,7) 79.638 (99,1)
G5_S 567.848 562.406 26.644 (4,7) 25.509 (95,7)
G6_S 543.392 537.688 9.377 (1,7) 5.079 (54,2)
G1_N 357.306 354.870 66.951 (18,9) 65.310 (97,5)
G2_N 356.708 353.796 26.006 (7,3) 25.494 (98,0)
G3_N 459.648 455.804 7.995 (1,7) 7.995 (100,0)
G4_N 2.109.788 2.049.608 2.322(0,1) 2.241 (96,5)
G5_N 753.334 721.992 21.717 (3,0) 21.477 (98,9)
G6_N 613.632 599.286 413.233 (68,9) 413.195 (99,9)

S =grupo de matrizes que ndo pariram natimortos; N = grupo de matrizes que pariram natimortos.

Tabela 3 — NUmero total de contigs montados e apresentando similaridade com sequéncias de

aminoacidos virais depositadas no GenBank.

Pools N° de contigs Total de contigs com similaridade (%)
Gl.S 1631 159 (9,7)
G2_S 1518 240 (15,8)
G3_S 2534 107 (4,2)
G4_S 2210 138 (6,2)
G5_S 4042 111 (2,7)
G6_S 685 50 (7,3)
Gl N 2130 480 (22,5)
G2_N 1291 53 (4,1)
G3_N 681 73 (10,7)
G4 N 25014 243 (1,0)
G5_N 1710 48 (2,8)
G6_N 1902 189 (9,9)
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Nesse estudo, ndo foi possivel obter o material genético de virus RNA em
quantidade e qualidade suficientes para o sequenciamento de alto desempenho, embora
tenham sido empregados métodos de extracao de RNA viral, sintese e enriquecimento de
cDNA reconhecidas e ja experimentadas em nosso grupo em diversas ocasifes
(SCHMIDT et al., 2016; LIMA et al. 2017). Nao obstante, apesar das precaucdes
adotadas a extracdo de &cidos nucléicos, € possivel que falhas no método empregado, ou
a baixa concentracdo de material genético viral, tenham levado a esse resultado. Além
disso, é possivel que, de fato, ndo houvesse virus com genomas de RNA nos soros dos
animais amostrados. Por essa razao, neste estudo sdo apresentados unicamente genomas
de virus cujo material genético é DNA.

As reads de cada pool foram comparadas ao banco de dados de sequéncias virais
em nivel de proteina, usando o BLASTx. Em média, 12% das reads apresentaram
similaridade com sequéncias virais depositadas no GenBank, percentual maior que aquele
reportado em estudos de metagendmica em soros e fezes de suinos (MASEMBE et al.,
2012; ZHANG et al., 2014). A relacdo das principais sequéncias virais identificadas esta

representada na Figura 5.
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Figura 5. Representacdo gréafica das sequéncias virais detectadas nos pools de matrizes sem (a) e
com (b) casos de natimortalidade nas seis granjas estudadas. Cada barra representa o viroma de
uma granja. *Outros = virus de insetos, algas, plantas e protozoarios.

Dentre as reads virais, 94% (média geral) apresentaram similaridade com
sequéncias de genomas de virus eucaridticos, a maioria deles pertencente a familia
Anelloviridae (Figura 5). O mesmo resultado foi observado em relacdo aos contigs, além
de uma variedade de sequéncias referentes a novos virus circulares com genoma DNA
fita simples. A partir desses resultados, os genomas completos obtidos foram
selecionados para analises mais detalhadas, conforme discutido adiante.

Dentre as sequéncias com similaridade a membros da familia Anelloviridae, foram
identificados principalmente os virus torque teno suino 1a (TTSuV 1a) e 1b (TTSuV 1b).
Virus com genoma circular de DNA fita simples ndo classificados, denominados CRESS-
DNA (circular Rep-encoding single-strand DNA) também foram observados. Em relagao
as sequéncias de membros da familia Circoviridae, sequéncias correspondentes ao
genoma do circovirus suino destacaram-se no pool G1_N.

Em um estudo de metagendmica realizado na Africa em amostras de soro de suino,
foram identificados principalmente sequéncias de genomas de virus pertencentes as
familias Asfarviridae e Anelloviridae (MASEMBE et al., 2012). Por outro lado, estudos
realizados em amostras de fezes (ZHANG et al., 2014; KARLSSON et al., 2016) e
linfonodos (BLOMSTROM et al., 2016) encontraram uma diversidade maior de genomas
que puderam ser relacionados a um maior nimero de familias virais, o que pode ser
justificado pelo tipo de amostra analisada.

Em geral, foi observado um perfil semelhante em relacdo ao viroma detectado
tanto em matrizes que tiveram partos normais como em matrizes que tiveram pelo menos
um natimorto por ocasido do parto amostrado. Genomas de TTSuV la foram os mais
abundantes em todos os grupos (Figura 2). Por outro lado, os pools G6_S e G4 N
apresentaram um perfil diferente. No grupo G6_S, foi identificado maior nimero de reads
correspondentes a sequéncias de fagos, virus de insetos, algas, plantas e protozoarios
(outros), membros da familia Circoviridae, sequéncias de CRESS-DNA nao classificados,
e, em menor quantidade, torque teno virus suino la. Em relagdo ao grupo G4_N, foi
observado maior numero de reads correspondentes a sequéncias de CRESS-DNA néo
classificados, outros, fagos e poucas sequéncias com similaridade para o torque teno virus

suinos la (Figura 5).
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Genomas referentes a virus de insetos, algas, plantas e protozoarios foram
identificados nos soros dos animais amostrados. Sequéncias nucleotidicas
correspondentes a virus de plantas e insetos foram identificadas em fezes de morcegos,
indicando a capacidade de sobrevivéncia desses virus no trato digestivo (DONALDSON
et al., 2010; LI et al., 2010). Outro trabalho que pesquisou a diversidade viral em fezes
de humanos identificou acido nucleico de virus de plantas (ZHANG et al., 2006;
VICTORIA et al., 2009). Isso poderia estar relacionado a alimentacdo ou ingestdo de
agua, embora outros estudos ndo tenham reportado esse achado em soro (MASEMBE et
al., 2012). Por outro lado, diversas séo as fontes de DNA contaminante e mesmo o uso
de controle negativo durante a preparagdo da amostra ndo garante que eles sejam
reconhecidos (LUSK 2014). DNA livre ja foi detectado em diferentes reagentes de PCR
(EHRICHT et al., 2007, GLASSING et al., 2016). Além disso, estudos mostraram que
mesmo a adocdo de medidas de precaucdo extremas (como tratamento com luz
ultravioleta, sistema de ventilacdo de pressdo positiva, entre outros) reduzem o DNA
contaminante, mas ndo garantem sua eliminacdo (CORLESS et al., 2000; CHAMPLOT
et al.,, 2010). Nesse estudo, ndo foi possivel determinar se essas sequéncias estdo
realmente presentes na amostragem, ou se correspondem a uma contaminacgao que pode
ter ocorrido em alguma etapa do processamento, podendo ainda refletir uma
contaminacdo por virus presentes na pele dos animais ou no ambiente no momento da

coleta.

5.2 Andalise dos viromas em matrizes com e sem natimortos

Para a analise comparativa dos viromas nos grupos (matrizes com ou sem eventos
de natimortalidade), foi realizada inicialmente uma analise de componentes principais
(ACP), que foi feita para avaliar se existe diferenca qualitativa (presenca/auséncia) e
quantitativa em relacdo aos genomas virais detectados nos pools. Os dois primeiros
componentes explicam 52,6% da variancia total (32,8% PCAL e 19,8% PCA2). A ACP
ndo mostrou uma separacdo clara entre 0os genomas detectados em grupos de matrizes
com e sem natimortos, sugerindo que ndo houve nessa amostragem associagao entre a

deteccdo de genomas virais e a ocorréncia de natimortalidade (Figura 6).
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Figura 6. Representacdo gréfica da analise de componentes principais (ACP). Os dois primeiros
componentes (CP1 e CP2) resumem 52,6% da variacdo relativa aos 12 pools. Os pontos em
vermelho representam os pools de matrizes que pariram a0 menos um natimorto, e 0s pontos
verdes 0s pools de matrizes que ndo pariram natimortos.

Na aplicacdo da ACP foi observado que ndo houve uma separacéo clara entre 0s
grupos, sugerindo a existéncia de homogeneidade entre as amostras. Sendo assim, uma
comparacdo entre as médias de reads virais identificadas nos grupos de matrizes sem
(G_S) e com (G_N) natimortos foi feita para 10% dos virus com maior nimero de reads
(Tabela 4). Uma grande variabilidade entre os pools no que se refere aos tipos e cargas
virais pode ser evidenciada através das médias e desvio padrdo do nimero de reads. Nesta
analise também ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos, o que

corrobora com o resultado da ACP.
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Tabela 4 — Sequéncias virais identificadas com maior frequéncia no soro de matrizes com parto normal e com eventos de natimortalidade. Sdo apresentadas as

dez espécies virais com maior nimero de reads.

Parto com auséncia de natimortos

Parto com presenca de natimortos

Virus -~ : o~ : p*
Média DP Mediana Média DP Mediana

Torque teno sus virus la 44102 51805 19740 79028 145897 20895 0,753
Porcine torque teno virusl 1973 2872 264 2331 4979 237 0,917
Anellovirus fur seal/ATROP72/BR/2012 2001 2736 652 4141 9166 216 0,893
Porcine circovirus 45 110 0 841 2057 1 0,588
Circoviridae SFBeef 0 0 0 824 2015 0 0,180
Torque teno sus virus SH0822/2008 251 596 4 329 761 9 0,686
Torque teno sus virus 1b 47 57 30 400 420 340 0,116
Po-Circo-likevirus 41 174 225 57 69 78 47 0,753
CircoviridaePorkNW2/USA/2009 0 0 0 191 468 0 0,317
Rat stool-associated circular ssDNA virus 128 173 67 32 47 17 0,225

*Teste de Wilcoxon para amostras emparelhadas.
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A auséncia de associacao entre a presenca de determinado virus (ou mais de um
virus) na ACP ndo exclui inteiramente a possibilidade de que exista um agente viral
associado a ocorréncia de natimortalidade. Acredita-se que o sequenciamento de alto
desempenho, quando aplicado a metagenémica viral acesse virtualmente todos os
genomas presentes em determinada amostra (HANDELSMAN et al., 2004). Contudo, a
metagenémica ainda ndo apresenta tanta sensibilidade quanto a PCR e, portanto, pode
subestimar os genomas presentes em baixa concentracdo na amostra (LI et al., 2010).
Ainda, a avaliacdo das amostras em pools pode levar também a diluicdo de genomas que
estejam presentes em menor concentra¢ao, fazendo com que eles ndo sejam detectados.
Sendo assim, virus ndo necessariamente envolvidos no quadro patoldgico, podem ter sido
detectados com maior frequéncia (por estarem presentes em maior abundancia) do que
outros que poderiam estar relacionados a natimortalidade em suinos.

Alguns autores defendem que o tratamento realizado com nucleases pode destruir
parte do viroma presente nas amostras e consequentemente introduzir um viés na
identificacdo da diversidade gendmica (LI et al., 2015; ROSSEEL et al., 2015; HALL et
al., 2014). No entanto, os dados ndo séo conclusivos e o tratamento com nucleases tem
sido utilizado para digerir acidos nucleicos nao protegidos (abundantes em amostras
bioldgicas), diminuindo assim a complexidade das amostras e, consequentemente, 0
tempo de anélise computacional. (L1; DELWART 2011; LINDSJO, 2016). Além disso,
€ importante ressaltar que esta analise representa apenas 0 momento do parto (quando a
coleta de soro foi realizada) e isso pode ter sido um viés, uma vez que as fémeas poderiam
ndo estar em estado virémico, ja que a viremia precede a infeccdo transplacentaria
(PENSAERT et al., 2004). Assim, a infec¢cdo por um virus candidato pode ter ocorrido,
porém o mesmo ndo pode ser detectado nos soros durante o parto. Outra possibilidade é
a de que o virus candidato seja associado a células, impedindo a detec¢cdo do genoma no
soro. Ja foi demonstrado que matrizes vacinadas com vacina inativada podem apresentar
infeccdo transplacentéria por virus que circulam associados as células, uma vez que sao
capazes de evadir o sistema imune humoral do hospedeiro (PENSAERT et al., 2004). Por
outro lado, fémeas vacinadas com vacinas vivas atenuadas tém uma taxa de infeccdo
transplacentaria muito baixa ou inexistente (PENSAERT et al., 2004). Isso sugere que
virus que circulam associados as células, conseguem evadir o sistema imune humoral do
hospedeiro. Em vista disso, pode-se esperar que o genoma desses agentes nao seja

detectado no soro dos animais examinados.
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Até o presente momento, esse € 0 primeiro estudo que explora o viroma do soro
de matrizes suinas, e também o primeiro estudo que compara o0 viroma sérico de matrizes
com e sem casos de natimortalidade. Com base nos resultados obtidos, ndo foi possivel
identificar um agente viral relacionado a ocorréncia desse quadro. Estudos prévios tém
descrito outros agentes infecciosos envolvidos na etiologia do problema em suinos, como
por exemplo, 0 PRRSV, PCV2 e 0 UPV1 (MALDONADO et al., 2005; MORES et al.,
2011; SILVA et al., 2015). Por outro lado, causas ndo infecciosas como fatores genéticos,
maternos e ambientais também tém sido reportadas (VANDERHAEGHE et al., 2013).
Entretanto, tais fatores ndo foram testados nesse trabalho, e, portanto, ndo podem ser
descartados como causas de natimortalidade nas propriedades estudadas. Além disso, a
exposicdo e a suscetibilidade viral podem variar amplamente em funcdo da idade e
localizacdo geogréfica (DELWART; LI 2012). Futuros estudos agregando informacdes
sobre outros fatores que influenciam nessa condi¢cdo poderdo contribuir para o
conhecimento sobre a diversidade viral do soro de matrizes com e sem casos de

natimortalidade.

5.3  Genomas virais completos

No presente estudo, foram identificados 12 genomas completos de TTSuV (torque
teno sus virus) 1a e 1b, 2 genomas de circovirus suino tipo 3 (PCV3) e 6 novos genomas
CRESS-DNA ndo classificados. Os genomas de TTSuV e CRESS-DNA foram
identificados nos pools de matrizes com e sem natimortos. Por outro lado, o PCV3 foi
identificado somente em dois pools de matrizes com natimortos, em duas granjas
diferentes (Tabela 5).
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Tabela 5. Informacg8es sobre 0s genomas virais completos identificados por metagenémica no
soro de matrizes com natimortalidade (G_N) e sem natimortalidade (G_S).

Genomas Tamanho (nt) Cobertura média (nt) Pool de origem
PCV3 - BR/RS/6 2000 954 G1_N
PCV3 - BR/RS/8 2000 5 G3_N
PoSCV 2A RS/BR 1846 10 G2_S
PoSCV 2B RS/BR 1900 43 G2_S
PoSCV 7A RS/BR 1849 131 G2 N
PoSCV 7B RS/BR 2568 28 G2_N
PoSCV 8 RS/BR 2540 145 G3_N
PoSCV 12 RS/BR 2518 38 G6_N
TTSuVla- RS1 2910 7609 G1.S
TTSuVla- RS2 2930 8494 G2_S
TTSuVla- RS3 2904 3899 G3_S
TTSuVla - RS4 2803 2445 G4_S
TTSuVla - RS5 2906 1448 G5_S
TTSuVla - RS6 2886 3214,8 G1 N
TTSuVla - RS7 2891 1456,2 G2_N
TTSuVla - RS10 2887 1229,2 G5_N
TTSuVla - RS12A 2868 7634,4 G6_N
TTSuVla - RS12B 2910 8030,5 G6_N
TTSuV1b - RS2 2640 33,9 G2_S
TTSuV1b - RS8 2826 2330,3 G3_N

PoSCV = porcine serum-associated virus (virus CRESS-DNA identificados nesse estudo).

5.3.1 Torque teno sus virus

O torque teno virus suino (TTSuV) é um virus ndo envelopado, esferico, com
cerca de 30-32 nm de diametro (ITOH et al., 2000). Possui 0 genoma fita simples (ssSDNA,
single-strand DNA) circular de polaridade negativa com cerca de 2,8 kb (OKAMOTO et
al., 2002). Os TTSuV fazem parte da familia Anelloviridae e atualmente séo classificados
em quatro especies. O género lotatorquevirus compreende as espécies torque teno virus
suino la (TTSuVl1a) e 1b (TTSuV 1b), e 0 género Kappatorquevirus é formado pelas
espécies TTSuV k2a e TTVSuV k2b (ICTV, 2011).

Neste estudo, 12 genomas completos de TTSuV foram identificados, sendo dez
da espécie TTSuV 1la e dois TTSuV 1b (Figura 7). O tamanho dos genomas detectados
variou de 2,6 a 2,9 kb. Em todos eles, foram identificadas quatro fases abertas de leitura
(ORF, open reading frame): ORF1, ORF2, ORF 1/1 e ORF 2/2.
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Figura 7. Representagdo grafica 12 genomas de TTSuV identificados por metagenémica nesse
estudo. Cada ORF esté identificada por uma cor diferente e a direcdo delas é indicada pela ponta
da seta. Genomas de TTSuV 1la foram identificados em cinco pools de soro de matrizes sem
natimortos (G1_S, G2_S, G3_S, G4_S, G5_S), e em quatro pools de matrizes com natimortos
(G1_N, G2_N, G5 N e G6_N), totalizando dez genomas de TTSuV la. Os genomas de TTSuV
1b foram identificados em dois pools: um sem natimortos (G2_S) e outro com natimortos (G_N).

A organizacdo genémica do TTSuV foi sugerida recentemente por Huang et al.
(2010), ap6s comparacdo com genomas de TTVs de humanos. A ORF 1/1 e 2/2 sdo
transcritas em mRNA que sofre splicing. A ORF 1/1 compartilha N- e C-terminal
idénticos a ORF 1, enquanto que a ORF 2/2 compartilha 0 mesmo cddon de iniciacdo da
ORF 2 e permanece na mesma fase de leitura apos splicing (HUANG et al., 2010).
Acredita-se que ORF 1 codifica uma proteina de capsideo putativa e replicase associada.
A ORF 2 codifica uma proteina com caracteristica de tirosina fosfatase e a ORF 2/2,
conhecida anteriormente como ORF 3, codifica uma proteina ndo estrutural de 224
aminoacidos cuja funcdo ainda precisa ser determinada (BIAGINI et al., 2001;
KEKARAINEN; SEGALES 2012). A regido ndo traduzida (UTR) é altamente
conservada entre todos os genomas de TTV e contém uma regido rica em GC que forma
estruturas do tipo stem-loop (OKAMOTO et al., 2002, MONINI et al., 2016), além de
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dominios tipicos como o0 TATA box (ATATAA), os quais sdo importantes sequéncias
reguladoras da replicacdo e da transcricdo (MANKERTZ et al., 2004).

Os genomas de TTSuV la desse estudo revelaram similaridade de nucleotideos
de 65% a 87,3% entre si. Porém, com relacdo a outras sequéncias do GenBank, a
identidade variou de 62% a 98%. Em relagdo ao TTSuV 1b, a identidade entre os dois
genomas identificados foi de 75,6% e com outras sequéncias do mesmo tipo a identidade
variou de 68,9% a 97,8%. A variacdo na identidade observada entre os genomas de
TTSuV desse estudo, foi semelhante a outros trabalhos, cuja identidade variou de 65% a
80% para o TTSuV1 (CORTEY et al., 2011).

A érvore filogenética foi construida com base nos genomas de TTSuV usados na
ultima classificacdo dos TTSuV no ICTV (2011). Foi observada uma distribui¢do variada
dos genomas entre os clusters (Figura 5). Tanto os genomas de TTSuV la quanto os 1b
agruparam-se com sequéncias dos dois tipos propostos atualmente. O genoma de TTSuV
1b-RS8 ficou préximo a uma sequéncia da China (HM6332226), enquanto que o TTSuV
1b-RS2 formou um cluster separado, proximo a um grupo de sequéncias também da
China (HM6332236, HM633234, HM633241) (Figura 5). Seis sequéncias de TTSuV la
(RS2, 3, 5, 7, 10 e 12A) formaram um cluster individual, o que poderia sugerir a
existéncia de alguma diferenca gendmica geografica, como ja foi sugerido por Cortey e
colaboradores (2011). Embora outras sequéncias de TTSuV la (RS1, 6 e 12B)
identificadas nesse estudo tenham se agrupado de forma diferente, andlises mais
profundas poderéo resultar em uma melhor concluséo.

O TTSuV 1a-RS4 separou-se de todas as outras sequéncias e exibiu uma
identidade de nucleotideos que variou de 65,3% a 73,5% em relagéo as outras sequéncias.
TTSuV 1a-RS1 e 12B agruparam com sequéncias da China e Espanha (HM633256,
JF694116, HM633251, GU570198, GU570200). TTSuV 1a-RS6 ficou préximo a um
cluster formado por sequéncias do Japdo e EUA (AB076001, GU456383) (Figura 8).
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1doHM633224 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Bj1-2 (China)
KF660540 - Torque teno sus virus 1b isolate TTSuV2 ZJ (China)
GU456385 - Torque teno sus virus 2 isolate PTTV2b-VA (EUA)
GU188046 - Torque teno sus virus 2 isolate 472142 (Alemanha)
HM633230 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Gx2 (China)
of GU456386 - Torque teno sus virus 2 isolate PTTV2c-VA (EUA)
ke HQ204188 - Torque teno sus virus 2 isolate SC (China)
8H9TF694118 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2-SC2 (China)
o, HM633217 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Bj6-2 (China)
IX535332 - Torque teno sus virus 1b isolate TTV2SG3 (China)
JX535331 - Torque teno sus virus 1b isolate NF9 (China)
qii3U570197 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2 GE9 (Espanha)
GUS570209 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2 GEI (Espanha) TTSuV 1b
99 GU570204 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2 G31 (Espanha)
66 HM633220 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Fj2 (China)
KR054748 - Torque teno sus virus 1b strain TTSuV2-KU4 (Japdo)
0 KR054751 - Torque teno sus virus 1b strain TTSuV-KU11 (Japdo)
9f HM633234 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Jx2 (China)
HM633241 - Torque teno sus virus 2 isolate lung3 (China)
HM633236 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Ln14 (China)
® TTSuV1b-RS2 (Brasil)
gHM633235 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Ln13 (China)
HM633238 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Ln22 (China)
HM633223 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2J127 (China)
KR054746 - Torque teno sus virus 1b strain TTSuV2-KU2 (Japdo)
HM633229 - Torque teno sus virus 2 strain TTV2Gx1 (China)
KR054750 - Torque teno sus virus 1b strain TTSuV2-KU10 (Japdo)
HM633226 - Torque teno sus virus 2 isolate TTV2Bj8 (China)
TTSuV1b-RS8 (Brasil)

HM®633256 - Torque teno sus virus | isolate TTV1HIj20 (China)
74 TTSuV1a-RS12 B (Brasil)

GU570202 - Torque teno sus virus 1 isolate TTV1 G26 (Espanha)

* TTSuVla-RSI (Brasil)

HM633251 - Torque teno sus virus 1 isolate TTV1B;j10 (China)

JF694116 - Torque teno sus virus | isolate TTV1-SCI1 (China)
100G U570198 - Torque teno sus virus 1 isolate TTV1 19N (Espanha)
85GU570200 - Torque teno sus virus 1 isolate TTV1 1914 (Espanha)

0 1§0AB076001 - Torque teno sus virus 1 (Japao) TTSuV la
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—
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GU456383 - Torque teno sus virus 1 isolate PTTV1a-VA (EUA)
* TTSuV1a-RS6 (Brasil)
* TTSuV1a-RS4 (Brasil)
* TTSuV1a-RS7 (Brasil)
* TTSuV1a-RS10 (Brasil)
* TTSuV1a-RS12 A (Brasil)
¢ TTSuV1a-RS3 (Brasil)
* TTSuV1a-RS2 (Brasil)
8% TTSuV1a-RS5 (Brasil)
CAU66304 Chicken anemia virus cloned isolate 10

0.5
Figura 8. Analise filogenética baseada no método de Maximum Likelihood com bootstrap de 1000
réplicas dos genomas do TTSuV la e TTSuV 1b. Os dois genomas de TTSuV 1b identificados
estdo destacados por um ponto azul; os dez genomas de TTSuV la estdo destacados por um
losango vermelho. O tridngulo indica a sequéncia usada como raiz (CAU66304, chicken anemia

virus).



45

O torque teno virus (TTV) foi identificado pela primeira vez em 1997 em um
paciente humano com hepatite pés-transfuséo de etiologia desconhecida, sendo nomeado
com as iniciais do nome do paciente (NISHIZAWA et al., 1997). Desde sua descoberta,
o TTV foi identificado em suinos, bovinos, ovelhas, gatos, cdes e morcegos (LEARY et
al., 1999; OKAMOTO et al., 2002; CIBULSKI et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2015). O
TTSuV tem sido identificado em soro de suinos em todo o mundo, com taxas de
prevaléncia que variam de 24% a 100% (MCKEOWN et al., 2004; BIGARRE et al.,
2005; KEKARAINEN et al., 2006; TAIRA et al., 2009; GALLEI et al., 2010).

Nesse estudo foi observado um grande numero de reads com similaridade para
TTSuV tanto nos pools de matrizes com natimortalidade como nos pools de matrizes sem
natimortalidade, indicando que o TTSuV provavelmente ndo € um fator determinante para
essa condigdo. N&o ha evidéncias de que a infecgdo por TTSuV (MARTINEZ-GUINO et
al., 2010), ou sua co-infeccdo com outros agentes, esteja associada com problemas
reprodutivos (RITTERBUSCH et al., 2012). Animais aparentemente saudaveis podem
ter uma taxa de infeccdo relativamente alta (SIBILA et al., 2009; TEIXEIRA et al., 2015)
e, portanto, a infeccdo somente por TTSuV pode néo ser suficiente para causar doenca.

Embora o TTSuV ainda ndo tenha se mostrado patogénico, ja foi demonstrado que
ele possui um papel importante na co-infeccdo com outros patdgenos, podendo por
exemplo, promover a sindrome multissistémica do definhamento suino em suinos
infectados por PCV2 (ELLIS et al., 2008) e facilitar o desenvolvimento da sindrome da
dermatite e nefropatia suina em suinos infectados com PRRSV (KRAKOWKA et al.,
2008). Além disso, o TTSuV pode suprimir o sistema imunoldgico de seu hospedeiro e
desencadear o surgimento de outras doencas (ARAMOUNI et al., 2013; ZHANG et al.,
2012). InfeccOes por diferentes espécies de TTV sdo eventos bem documentados em
humanos (NIEL et al., 2000; OKAMOTO et al., 2009) e suinos (HUANG et al., 2010;
BLOIS et al.,, 2014). Em um estudo realizado na Italia, a taxa de co-infeccdes por
diferentes espécies de TTSuV foi significativamente maior que a taxa de infeccdes

singulares.

5.3.2 Circovirus suino tipo 3 (PCV3)

Recentemente, um novo circovirus, denominado circovirus suino tipo 3 (PCV3,

porcine circovirus type 3), foi identificado nos Estados Unidos (PHAN et al., 2016;
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PALINSKI et al., 2017). O PCV3 foi relatado em suinos jovens (2 a 3 semanas, e 9 a 10
semanas de idade) com lesGes cardiacas e inflamacdo multissistémica (PHAN et al.,
2016), em porcas que apresentavam sinais clinicos de sindrome de dermatite e nefropatia
porcina (PDNS, porcine dermatitis and nephropathy syndrome) e problemas reprodutivos
cronicos (PALINSKI et al.,, 2017), e também em fetos abortados mumificados
(PALINSKI et al., 2017).

No presente estudo, foram identificados dois genomas completos de PCV3
provisoriamente denominados de PCV3-BR/RS/6 e 0 PCV3-BR/RS/8. Essa é a primeira
identificacdo de PCV3 em suinos da América do Sul. O genoma circular SSDNA contém
2.000 nt e duas ORFs em orientacdo oposta, que codificam proteinas com mais de 200

aminodacidos e apresentam similaridade para Cap (capsideo) e Rep (replicase) (Figura 9).

PCV3-BR/RS/6

PCV3-BR/RS/8
2.000 nt

2.000 nt

. Capsideo
- Replicase

Q Estrutura de stem-loop representando o motivo TAGTATTAC

Figura 9. Representacdo gréafica dos genomas de PCV3 identificados por metagenémica no soro
de matrizes com casos de natimortalidade. O PCV3-BR/RS/6 foi identificado no pool G1_N e o
PCV3-BR/RS/8 no pool G3_N.

A regido intergénica entre Cap e Rep contém 235 nt e possui um stem-loop de 9
nucleotideos (TAGTATTAC) idéntico ao PCV1 e outros PCV3 descritos (PALINSKI et
al, 2017). A maior ORF codifica 296 aa e mostrou uma identidade maior que 99% com a
replicase putativa do PCV3 (APC65713, 296 aa; APC65715, 296 aa). Essa ORF possui 0
cddon GTC (valina) na porcdo 5’ semelhante a outras sequéncias de PCV3 depositadas
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até o momento desse estudo. O codon de iniciacdo alternativo tem sido proposto para
varios circovirus aviarios (BASSAMI et al., 2001; PHENIX, et al., 2001) e para outros
virus recentes identificados em suinos, como o PorkNW2/USA/2009 (ADU77001, 221
aa) (LI et al., 2011). A ORF putativa de cap esta em orientacdo oposta a rep e codifica
uma proteina de 214 aa, com mais de 99% de identidade com outras sequéncias de cap
do PCV3 (APA21932, AOO87130, APC65714).

Sete sequéncias de genoma completo de PCV3 disponiveis em bancos de dados
publicos foram utilizadas para a reconstrugéo da arvore filogenética (Figura 10). Os dois
genomas de PCV3 identificados nesse estudo agruparam em clusters separados. O PCV3-
BR/RS/6 formou um cluster com o PCV3 strain 2960 (NC_031753, EUA), enquanto o
PCV3-BR/RS/8 agrupou com o PCV3-US/SD2016 (KX_966193, EUA).

95 @ PCV3-BR/RS/6 (Brasil)
L NC 031753 - Porcine circovirus 3 strain 29160 (EUA)

KX898030 - Porcine circovirus 3 strain PCV3-US/MN2016 (EUA)
KX458235 - Porcine circovirus 3 strain 2164 (EUA)
[—— ® PCV3-BRIRS/8 (Brasil)
ool KX966193 - Porcine circovirus 3 strain PCV3-US/SD2016 (EUA)

KX778720 - Porcine circovirus 3 strain PCV3-US/M02015 (EUA)

99 | KY354038 - Porcine circovirus 3 strain CN/Hubei-610/2016 (China)
91 1 KY 354039 - Porcine circovirus 3 strain CN/Hubei-618/2016 (China)

0.001

Figura 10. Analise filogenética dos genomas do PCV3 identificados no soro de matrizes suinas
(losango vermelho) baseada no método de Maximum Likelihood e no modelo TN93+G com
bootstrap de 1.000 réplicas. Ambas as sequéncias sdo provenientes de pools de soro de matrizes
com natimortos no parto. Os genomas PCV3-BR/RS/6 e PCV3-BR/RS/8 foram identificados nos
pools G1_N e G3_N, respectivamente.

Os genomas descritos nesse estudo foram detectados em pools de matrizes de
municipios vizinhos: o PCV3-BR/RS/6 foi identificado no pool G1_N (Salvador das
MissBes, RS), e 0 PCV3-BR/RS/8 no pool G3_N (Sdo Pedro do Butia, RS), ambos no
noroeste do Estado.

Um estudo retrospectivo mostrou uma prevaléncia de 93,8% de PCV3 entre
amostras de tecido (com lesGes consistentes com PDNS, negativas para PCV2) e exames
soroldgicos (anticorpos anti-PCV3). Em suinos com doenca respiratoria, a prevaléncia de
PCV3 foi de 12,6% por gPCR. No mesmo estudo, 83 amostras de soro, provenientes de
diferentes estados dos Estados Unidos e México, foram analisadas por ELISA e 47

apresentaram anticorpos anti-PCV3 (PALINSKI et al, 2017). O fato de essas amostras
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serem de diferentes regides sugere que o virus esteja bem distribuido na populacéo de
suinos. No entanto, estudos epidemioldgicos na populacéo geral de suinos sdo necessarios
para confirmar essa hipotese. Além disso, mais estudos também sdo necessarios para
avaliar se a infeccdo por PCV3 pode contribuir para o desenvolvimento de lesdes
semelhantes as de PDNS e problemas reprodutivos. A deteccdo do virus em animais
jovens sugere que a infeccdo ocorra ainda nas primeiras semanas de vida (PHAN et al.,
2016) e a detecgdo do virus em fetos abortados mumificados pode indicar o resultado de
transmisséo vertical (PALINSKI et al., 2017).

Além disso, o fato desse virus ter sido identificado somente em pools de matrizes
que pariram natimortos torna-o um candidato a ser estudado por sua potencial associagdo
a natimortalidade. Uma analise individual das amostras pode trazer uma resposta neste
sentido, ja que o trabalho em pool oferece vieses como a diminuicdo da sensibilidade de
deteccdo de um agente que esteja presente em baixas concentragdes. Tendo em vista
dados da literatura e a presenca de PCV3 apenas em matrizes com natimortos, este virus

é um potencial candidato a ser estudado com maior profundidade.

5.3.3 CRESS

Os virus com genoma circular de DNA fita simples (ssSDNA) representam 0s
elementos virais “minimos”, geralmente com menos de 6 kb e codificantes de no maximo
seis proteinas (DELWART; LI, 2012). A maioria dos virus ssDNA sdo altamente
dependentes da maquinaria de replicacdo do hospedeiro e possuem um iniciador de
replicacdo conservado (Rep) (ROSARIO et al., 2012). Estudos de metagendmica tém
revelado uma grande diversidade de virus com genomas circulares de DNA fita simples
codificadores de replicase-associada, chamados de CRESS-DNA (circular Rep-encoding
sSDNA). Atualmente o ICTV reconhece trés familias de virus CRESS-DNA,
Geminiviridae, Nanoviridae e Circoviridae, sendo a proteina Rep mais conservada entre
essas familias (STEEL et al., 2016). Nos ultimos anos, virus eucariéticos CRESS-DNA
tém sido identificados em amostras ambientais (KIM et al., 2008; BREITBART et al.,
2015;), insetos (GARIGLIANY et al., 2015), plantas (BASSO et al., 2015) e em amostras
de fezes de varias espécies, como bovinos (KIM et al., 2012), morcegos (LIMA et al.,
2015), chimpanzés (BLINKOVA et al., 2010), humanos (PHAN et al., 2016), aves
(LIMA et al., 2017) e suinos (CHEUNG et al., 2013, 2015).
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Nesse estudo, seis genomas completos de novos virus CRESS-DNA foram
identificados (Tabela 6). Para facilitar a descricao, esses genomas foram provisoriamente
denominados “porcine serum-associated circular virus” (PoSCV). Similarmente aos
CRESS-DNA descritos na literatura, 0os genomas encontrados variaram entre 1.846 a
2.568 nucleotideos em tamanho e apresentaram 35% de similaridade em nivel de
nucleotideos entre si. Com excecdo do PoSCV 8 RS/BR, cujas ORFs apresentaram a
mesma orientacdo, duas ORFs de orientagdo oposta foram identificadas, as quais
apresentaram similaridade para duas proteinas hipotéticas: a replicase (269 a 352
aminodacidos) e a proteina do capsideo (171 a 352 aa) (Figura 9). Cinco, dos seis genomas
descritos aqui, possuem uma regido palindromica que forma um stem-loop, sugerindo que
a sintese do genoma ocorra pelo mecanismo de circulo-rolante (CHEUNG et al., 2013).
Essa regido € caracteriza pela presenca de nandmeros conservados (NANTATTAC)
localizados no centro da estrutura de stem-loop. A identidade de cada um dos CRESS-
DNA identificados nesse estudo esta descrita na Tabela 6.

Em nivel de aminoacidos, a identidade entre os genomas de CRESS-DNA
identificados nesse estudo variou de 8,5% a 85,7% e de 6,5 a 51,7% entre as sequéncias
de Rep e Cap, respectivamente. A maior identidade nas sequéncias de aminoacidos foi
observada entre 0 PoOSCV 7A RS/BR e 0 PoSCV 2B RS/BR para a Rep e entre 0 POSCV
7A RS/BR e 0 PoSCV 2A RS/BR para Cap. Esses trés genomas foram identificados na
mesma granja, porém em pools distintos. O PoSCV 7A RS/BR foi detectado no pool
formado por matrizes com casos de natimortalidade, enquanto que o PoSCV 2A RS/BR
e 0 PoSCV 2B RS/BR foram detectados em matrizes sem casos de natimortalidade.

Adicionalmente, um total de 31 sequéncias de virus CRESS-DNA foram
filogeneticamente analisadas, sendo 25 delas obtidas no GenBank. A érvore filogenética
foi construida com base na sequéncia de aminoacidos da replicase, utilizando o método

Maximum Likelihood e 0 modelo LG+G com bootstrap de 1.000 replicas (Figura 12).
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Figura 11. Representacdo grafica dos seis novos genomas de virus CRESS-DNA identificados
nesse estudo. Dois genomas foram identificados em um pool de matrizes sem natimortos (PoSCV
2A RS/BR e PoSCV 2B RS/BR), e quatro em pools de matrizes com natimortos (PoSCV 7A
RS/BR, PoSCV 7B RS/BR, PoSCV 8 RS/BR, PoSCV 12 RS/BR). Todos 0s genomas possuem
duas ORFs cuja direcdo é indicada pela seta. O quadrado dentro de cada genoma indica o pool
onde cada um foi identificado: G_S (sem caso de natimortalidade) e G_N (com caso de
natimortalidade).



Tabela 6 — Genomas de CRESS-DNA identificados nesse estudo no soro de matrizes com e sem casos de natimortalidade.
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Genoma Pool ?I(;g:B?r?SS Tamanho (nt) Contig;tigra Descrigdo do melhor hit (BLASTX) ;(;Isir;‘t(l)gz?deoge(% )
PoSCV 2ARS/BR G2_S X 1.846 10 Duck faeces associated circular DNA virus 86 (Rep)
PoSCV 2B RS/BR G2_S X 1.900 43 Odonata-associated circular virus 63 (Rep)
PoSCV7ARS/BR G2 N X 1.849 131 Duck faeces associated circular DNA virus 86 (Rep)
PoSCV 7B RS/BR G2_N X 2.568 28 Dromedary stool-associated circular ssDNA virus 52 (Rep)
PoSCV 8 RS/BR G3 N X 2.540 146 Porcine stool-associated circular virus 57 (Cap)
PoSCV 12 RS/BR G6_N X 2.518 38 Porcine stool-associated circular virus 93 (Cap)

*As sequéncias ainda ndo foram submetidas ao GenBank.
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KF880727 - Turkey stool associated circular ssSDNA virus
84 NC 026318 - Chimpanzee smacovirus

NC 026317 - Black howler monkey smacovirus

GQ351272 - Chimpanzee stool associated circular ssDNA virus

@ PoSCV 12 RS/BR (G6 N)
97L NC 021204 - Porcine stool-associated circular virus 3

Novos virus CRESS-DNA
KJ577814 - Porcine stool-associated circular virus 7

100~ JQ023166 - Pig stool associated circular ssSDNA virus GER2011
@ PoSCV 8 RS/BR (G3 N)

82 KP233174 - Human smacovirus 1 isolate France/8/2008/2444

91

. NC 026252 - Human smacovirus 1 isolate France/12/2008/3454
KP264969 - Human smacovirus 1 isolate France/6/2008/2871

NC 003054 - Goose circovirus

NC 014930 - Cyclovirus NGchicken15/NGA/2009
NC 014929 - Cyclovirus bat/USA/2009
KM573765 - Dromedary stool-associated circular ssSDNA virus Circoviridae
@ PoSCV 7B RS/BR (G2 N)
KM972726 - Mosquito circovirus strain B51
HM228875 - Circoviridae TM-6¢

KM598400 - Odonata-associated circular virus-17
{ Novos virus CRESS-DNA
9 @ PoSCV 2B RS/BR (G2 S)

NC 030133 - Duck faeces associated circular DNA virus 2

%1 @ PoSCV 2A RS/BR (G2 S)
@ PoSCV 7ARS/BR (G2 N) Novos virus CRESS-DNA

AEMO05798 - Rodent stool-associated circular genome virus

AIlY31241 - Dromedary stool-associated circular sSSDNA virus

NC 026144 - Sewage-associated gemycircularvirus-4

KT253578 - Poaceae-associated gemycircularvirus 1

KM598385 - Odonata associated gemycircularvirus-1 Genomoviridae

KP263544 - Mongoose feces-associated gemycircularvirus

KP974694 - Human plasma-associated gemycircularvirus

—
05

Figura 12. Analise filogenética dos virus CRESS-DNA baseada na sequéncia de aminoacidos da
Rep. Método de Maximum Likelihood com modelo LG+G utilizando bootstrap de 1.000 réplicas.
As sequéncias identificadas nesse estudo estao destacadas por um losango verde (pool de matrizes
sem natimortos ao parto) e vermelho (pool de matrizes com natimortos ao parto).

A arvore filogenética mostrou um agrupamento do PoSCV 7B RS/BR com o
dromedary stool-associated circular ssDNA virus (KM573765) identificado em fezes
camelo na Arabia Saudita (WOO et al., 2014). Adicionalmente, essa sequéncia

apresentou maior proximidade com o grupo formado por sequéncias da familia
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Circoviridae (géneros Circovirus e Cyclovirus), cuja identidade de aminoacidos (Rep)
entre essas sequéncias foi de 48,2%.

Em relacdo ao PoSCV 2B RS/BR, este formou um cluster com odonata-
associated circular virus (KM598400) descrito em libélulas, nos Estados Unidos (nédo
publicado), e apresentou identidade de 52,3%. No entanto, 0 PoOSCV 7A RS/BR e o
PoSCV 2A RS/BR agruparam com o duck faeces associated circular DNA virus
(NC_030133), identificado em fezes de pato na Nova Zelandia (STEEL et al., 2016).

O PoSCV 8 RS/BR agrupou com o pig stool-associated circular ssDNA virus
(JQ023166), descrito em fezes de suinos aparentemente saudaveis na Alemanha
(SACHSENRODER et al., 2012). A identidade em nivel de aminoacidos da Rep entre
essas duas sequéncias foi de 82,5%, apesar da identidade de nucleotideos néo ultrapassar
41%.

O PoSCV 12 RS/BR formou um cluster com o porcine stool-associated circular
virus (NC_021204), identificado em fezes de suinos jovens (1 dia e 6 semanas de idade)
com diarreia em um estudo realizado nos Estados Unidos (CHEUNG et al., 2013). Esse
agrupamento é reafirmado pela identidade superior a 82% entre esses genomas (tanto de
aa, quanto de nucleotideos).

O resultado da filogenia aliado aos dados da tabela 6 mostra que somente dois,
dos seis genomas de CRESS-DNA identificados (PoSCV 8 RS/BR e PoSCV 12 RS/BR),
apresentaram similaridade com sequéncias previamente descritas em suinos. Mais
estudos séo necessarios a fim de melhor caracterizar os genomas identificados e inferir
propriedades taxonémicas de acordo com a proposta atual (SIMMONDS et al., 2017). A
identificacdo desses genomas em soro de matrizes, oriundas de granjas geograficamente
distantes, sugere uma ampla disseminacdo desses agentes no Rio Grande do Sul. Além
disso, esses achados contribuem para o conhecimento de virus que circulam em matrizes

e suportam a ideia de que a diversidade de virus CRESS-DNA ¢é subestimada.
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6. CONCLUSOES

e O viroma do soro de matrizes suinas apresentou sequéncias similares ao torque
teno virus suino (1a e 1b), circovirus suino, CRESS, fagos e outros (virus de

plantas, algas, protozoarios e insetos).

e Reads similares as sequéncias de membros das familias Anelloviridae foram

identificadas em maior quantidade.

e O perfil do viroma foi muito similar em ambos 0s grupos (matrizes que pariram e
matrizes que ndo pariram natimortos) e nao foi possivel associar uma familia viral

com 0s casos de natimortalidade.

e Ao todo, 20 genomas completos foram obtidos e caracterizados: 10 TTSuV la,
dois TTSuV 1b, seis CRESS-DNA (PoSCV) e dois genomas de PCV3.

o Os CRESS identificados apresentaram baixa similaridade com outras sequéncias
depositadas tratando-se de genomas novos. Analises mais aprofundadas devem
ser realizadas para caracterizar melhor esses genomas, bem como para avaliar se

tais genomas apresentam alguma associagcdo com quadros patogénicos.

e O genoma de PCV3 foi identificado no soro de matrizes com casos de

natimortalidade de duas granjas diferentes.

e Esse é o primeiro relato da identificagdo de genomas de PCV3 em soro de suinos

na Ameérica do Sul.
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7. PERSPECTIVAS

e Comparar os resultados obtidos nesse estudo com o viroma presente em tecido de
leitdes natimortos.

e Pesquisar com maior profundidade a importancia de infec¢des pelo PCV3 e seu
papel como agente de enfermidades reprodutivas em suinos.

e Pesquisar o genoma dos diferentes CRESS identificados nesse estudo nas
amostras de soros individuais.

e Padronizar uma PCR em tempo real quantitativa para pesquisar o PCV3 nas
amostras de soro individuais e avaliar a carga viral.

e Caracterizar de forma mais detalhada os genomas obtidos nesse estudo.

e Analisar os resultados obtidos nesse estudo em conjunto com os dados
epidemioldgicos das matrizes suinas (idade, numero de partos, tamanho da

leitegada, nimero de natimortos, etc.).
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