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RESUMO

Pneumocystis € um importante patégeno oportunista que pode causar um quadro de
pneumonia intersticial fatal em animais infectados por alguma doenga imunodepressora.
Pneumocystis sp. tem sido identificado em suinos domésticos e selvagens coinfectados com o
circovirus suino tipo 2 (PCV2) que desenvolvem a sindrome multissistémica do definhamento
dos suinos (SMDS). O presente trabalho analisou 78 javalis (Sus scrofa) com historico de
SMDS procedentes de 6 diferentes propriedades com sistema de confinamento intensivo no
Rio Grande do Sul no periodo de marco de 2006 a junho de 2008. Amostras de tecido
pulmonar de seis javalis que ndo desenvolveram clinicamente a SMDS, assim como, amostras
de suinos procedentes de abatedouros dos Estados do Rio Grande do Sul e Mato Grosso
foram incluidas nas analises molecular e filogenética do trabalho. O teste de imuno-
histoquimica (IHQ) para a deteccdo de Pneumocystis sp. foi positivo em 50% dos pulmdes
analisados. A IHQ para a deteccdo de PCV2 foi positiva em 37% dos animais, sendo que 0
linfonodo mesentérico foi o oOrgdo que apresentou maior grau de marcacdo positiva.
Coinfeccdo entre Pneumocystis sp. e PCV2 foi confirmada pela IHQ em 20,5% dos javalis. O
teste de nested-PCR dos genes mtLSU rRNA e mtSSU rRNA identificou a presenga de
material genético de Pneumocystis sp. em pulmdes de javalis que desenvolveram a SMDS e
em pulmdes de javalis que ndo apresentaram clinicamente a doenca, sugerindo que somente a
presenca de Pneumocystis sp. ndo se caracteriza como causa suficiente para o
desenvolvimento de pneumonia intersticial. Identificou-se pela analise filogenética que javalis
e suinos no Brasil sdo afetados pela mesma espécie de Pneumocystis sp. e que esta subdivide-

se em dois grupos distintos.

Palavras-chave: Pneumocystis sp., PCV2, javalis, imuno-histoquimica, rea¢cdo em cadeia da
polimerase, filogenia.



ABSTRACT

Pneumocystis is an important opportunistic pathogen that may cause lethal interstitial
pneumonia in infected animals due to some immunosuppressive disease. Pneumocystis sp. has
been found in domestic and feral swine co infected with porcine circovirus type 2 (PCV2) that
developed the postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS). This study analyzed
78 wild boars (Sus scrofa) with PMWS background from 6 different farms with intensive
confinement system in Rio Grande do Sul from March 2006 to June 2008. The lung tissue
samples of six wild boars that did not develop PMWS, as well as the swine samples from
slaughterhouses in Rio Grande do Sul and Mato Grosso were included in the molecular and
phylogenetic analyses of this study. The immunohistochemistry test (IHC) for detection of
Pneumocystis sp. was positive in 50% of the analyzed lungs. The IHC for PCV2 detection
was positive in 37% of the animals and the mesenteric lymph node was the organ with the
highest degree of positive staining. Co infection in Pneumocystis sp. and PCV2 was
confirmed by IHC in 20.5% of wild boars. The nested-PCR test of the mtLSU rRNA and
mtSSU rRNA genes identified the presence of genetic material of Pneumocystis sp. in lungs
of wild boars that developed the PWMS and in wild boars that did not presented clinical
disease, which may mean that only the presence of Pneumocystis sp. was not characterized as
sufficient cause to interstitial pneumonia development. Through phylogenetic analysis it has
been identified that wild boars and swine in Brazil are affected by the same specie of

Pneumocystis sp. and its subdivision in two different groups.

Key words: Pneumocystis sp., PCV2, wild boars, immunohistochemistry, polimerase chain

reaction, phylogeny.
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1 INTRODUCAO

O fungo Pneumocystis corresponde a um grupo heterogéneo de microrganismos ja
identificado em amostras de tecido pulmonar de diferentes espécies de mamiferos domésticos,
selvagens e de laboratorio, sendo especifico para cada espéecie de hospedeiro (GREENE;
CHANDLER, 1998; LAAKKONEN, 1998; DEMANCHE et al., 2001; WAKEFIELD, 2002;
STRINGER, 2002a; DEMANCHE et al., 2003; DEI-CAS et al., 2006). Pneumocystis é
considerado um importante patdgeno oportunista, podendo causar um quadro de pneumonia
intersticial fatal em seres humanos infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
e em animais infectados por alguns agentes imunodepressores (BILLE-HANSEN et al., 1990;
DYER; SCHAMBER, 1999; DEI-CAS, 2000; STRINGER, 2002a).

Em criacGes intensivas de suinos, Pneumocystis sp. tem sido identificado em animais
coinfectados com o circovirus suino tipo 2 (PCV2) (ELLIS et al., 1998; SANCHES et al.,
2006b; SANCHES et al., 2007). Em 11 amostras de pulmdes de javalis infectados por PCV2
em propriedades com sistema de confinamento intensivo no Rio Grande do Sul, Pneumocystis
sp. foi identificado em 6 amostras (SANCHES et al., 2006a). O PCV2 é o agente da sindrome
multissistémica do definhamento dos suinos (SMDS) que acomete suinos domésticos e
selvagens (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006). Coinfecgbes entre o PCV2 e outros
agentes infecciosos tendem a agravar o quadro clinico da SMDS (ELLIS et al., 2004;
MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007) aumento 0s prejuizos econdmicos a
suinocultura (KONDO et al., 1993).

Até o presente momento ndo existem dados disponiveis sobre a real prevaléncia de
Pneumocystis sp. em rebanhos comercias de javalis e sua associacdo com a infec¢do por
PCV2. Assim como, se desconhece o grau de relagdo filogenética entre as espécies de
Pneumocystis presentes em amostras de tecido pulmonar de javalis e de suinos domésticos.

O presente trabalho teve por objetivo diagnosticar Pneumocystis sp. através de
técnicas de imuno-histoquimica (IHQ) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em amostras
de javalis com SMDS procedentes de sistemas de confinamento intensivo no Rio Grande do
Sul; diagnosticar através da IHQ a ocorréncia de PCV2 na mesma populacdo de javalis;
verificar a associacdo entre Pneumocystis sp. e infeccdo por PCV2; e, avaliar a relacéo

filogenética entre as espécies de Pneumocystis presentes em javalis e em suinos domesticos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pneumocistose

A pneumocistose corresponde a uma pneumonia intersticial difusa ou focal causada
por diferentes espécies do género Pneumocystis, um fungo oportunista e de caracteristicas
atipicas, primeiramente denominado Pneumocystis carinii (STRINGER, 1996; DEI-CAS,
2000; LEE, 2006). Pneumocystis tem distribuicdo mundial e ja foi identificado em amostras
pulmonares de diferentes espécies de mamiferos domésticos, selvagens e de laboratoério, além
de ser um dos principais patdgenos presentes em seres humanos infectados com o HIV
(GREENE; CHANDLER, 1998; LAAKKONEN, 1998; WAKEFIELD, 2002; STRINGER,
2002a; DEMANCHE et al., 2003; DEI-CAS et al., 2006). Pneumocystis corresponde a um
grupo heterogéneo de microrganismos que sdo especificos para cada espécie de hospedeiro.
Desta forma, a pneumocistose ndo se caracteriza por ser uma zoonose (DEMANCHE et al.,
2001; WAKEFIELD, 2002; DEI-CAS et al., 2006). A ocorréncia da pneumocistose é mais
comum em animais infectados por alguma doenga imunodepressora. QOutros fatores
predisponentes, como doencas pulmonares cronicas, transplantes de 6rgdos e tratamentos
quimioterapicos prolongados também podem propiciar o desenvolvimento da pneumocistose
(BILLE-HANSEN et al., 1990; DYER; SCHAMBER, 1999; DEI-CAS, 2000; STRINGER,
2002a).

Em criacBes intensivas de suinos domésticos, Pneumocystis sp. tem sido identificado
em animais coinfectados com o PCV2 (SANCHES et al., 2006b; SANCHES et al., 2007),
virus da sindrome reprodutiva e respiratéria suina (PRRSV) (KONDO et al., 1997),
Pasteurella multocida e Haemophilus parasuis (KONDO et al., 1993), podendo representar
significantes perdas econémicas (KONDO et al., 1993). Pneumocystis sp. foi identificado em
javalis criados em sistema intensivo no estado do Rio Grande do Sul em propriedades
acometidas por surtos de circovirose (SANCHES et al., 2006a).

Com o advento de diferentes métodos de diagndstico mais sensiveis e especificos que
0os métodos baseados em coloragbes convencionais, como o exame de IHQ e a PCR, a
deteccdo de Pneumocystis em animais infectados tornou-se mais eficaz (KONDO; HIKITA,;
KADOTA, 2000; DURAND-JOLY et al., 2005). Estudos baseados na analise das relacdes
filogeneéticas tém propiciado a obtencdo de informacdes relevantes sobre a heterogeneidade,
especificidade e coevolugdo das diferentes espécies que compdem 0 género Pneumocystis
(DEMANCHE et al., 2001; GUILLOT et al., 2004; DEI-CAS et al., 2006).
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2.1.1 Historico

Pneumocystis foi primeiramente identificado por Carlos Chagas, em 1909, ao observar
a presenca de corpos cisticos multinucleados em pulmdes de porcos-da-india (Cavia sp.). No
entanto, Chagas erroneamente descreveu tais corpos cisticos como sendo uma nova forma do
parasito Trypanossoma cruzi, propondo uma nova nomenclatura: Schizotrypanum cruzi
(CALDERON-SANDUBETE et al., 2002; REDHEAD et al., 2006). Em 1910, Antonio
Carini observou a presenca de corpos cisticos em pulmdes de ratos infectados com
Trypanosoma lewisi. Contudo, o pesquisador suspeitou que tais estruturas pudessem estar
relacionadas a um outro organismo até entdo desconhecido. Coube aos pesquisadores Delande
e Delande concluir que os corpos cisticos ndo estavam relacionados aos tripanossomas e sim,
correspondiam a um novo organismo (DELANOE; DELANOE, 1912; STRINGER, 1996;
CALDERON-SANDUBETE et al., 2002). Eles denominaram-no Pneumocystis carinii:
“Pneumo” devido ao tropismo pelo tecido pulmonar, “cystis” por causa de sua forma cistica
caracteristica e, “carinii” em homenagem a Antonio Carini, que havia enviado as amostras
para o casal de pesquisadores (DELANOE; DELANOE, 1914; CALDERON-SANDUBETE
et al., 2002).

Em 1938 foi diagnosticado, na Europa, um tipo de pneumonia intersticial de etiologia
desconhecida que afetava criangas prematuras e mal nutridas (CALDERON-SANDUBETE et
al., 2002; SOUZA; BENCHIMOL, 2005). Esta pneumonia espalhou-se na forma de epidemia
pela Europa Central durante a Segunda Guerra Mundial. Uma década depois, Vanék, Jiroveci
e Lukes concluiram que P. carinii era o agente etioldgico de tal pneumonia (CALDERON-
SANDUBETE et al., 2002).

Em 1981, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) nos Estados Unidos
evidenciou um aumento no nimero de requisi¢cdes do farmaco Pentamidina para o tratamento
de casos de pneumonia por P. carinii na cidade de Nova lorque. Contudo, muitos destes casos
ndo estavam relacionados a pacientes imunodeprimidos. Este fato, aliado a um aumento no
numero de casos do tumor Sarcoma de Kaposi, € considerado extremamente relevante na
descoberta da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e do HIV (SEVERO, 1991,
CALDERON-SANDUBETE et al., 2002).

Nas duas ultimas décadas, P. carinii tem recebido atencdo especial por parte de muitos
pesquisadores, pois € uma das mais frequentes e oportunistas infeccdes em pacientes com o
HIV, podendo inclusive causar a morte por faléncia pulmonar (SEVERO, 1991; SHINGAL;
MIRDHA; GULERIA, 2005). Além disto, atualmente sabe-se que a pneumocistose pode
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ocorrer em homens e animais que sofrem de doencas imunodepressoras ou doengas
pulmonares cronicas. Assim como, em pacientes submetidos a transplantes de 6rgéos e
tratamento quimioterapico prolongado (BILLE-HANSEN et al., 1990; DYER; SCHAMBER,
1999; DEI-CAS, 2000; STRINGER, 2002a).

2.1.2 Epidemiologia

A pneumonia por Pneumocystis ja foi descrita em caninos (FARROW et al., 1972;
CANFIELD; CHURCH; MALIK, 1993; LOBETTI; LEISEWITZ; SPENCER, 1996;
RAMSEY et al., 1997), caprinos (MACCONNELL; BASSON; PIENAAR, 1971), coelhos
(SOULEZ; DEI-CAS; CAMUS, 1988; DEI-CAS et al., 2006), equinos (PETERS et al., 1994;
JENSEN; BOYE; BILLE-HANSEN, 2001; MACNEILL et al., 2003), felinos (YUEZHONG;
ZENG; BAOPING, 1996), javalis (SANCHES et al., 2006a), ovinos (JECNLY, 1973), suinos
(BILLE-HANSEN et al., 1990; KONDO et al., 1993; KONDO; HIKITA; KADOTA, 2000;
JENSEN; BOYE; BILLE-HANSEN, 2001; SANCHES et al., 2006b; SANCHES, 2006c;
SANCHES et al., 2007) e diferentes espécies de roedores (BARTLETT et al., 1988;
CHARY-REDDY; GRAVES, 1996; ICENHOUR et al., 2002; CUSHION; KEELY;
STRINGER, 2004; KEELY et al.,, 2004). A ocorréncia de Pneumocystis em animais
selvagens tem sido diagnosticada em animais de zooldgicos e coldnias de animais selvagens,
principalmente primatas, quando adquiridos de seu hébitat natural (DEMANCHE et al., 2001,
HSUEH et al., 2001; AMIT et al., 2002; DEMANCHE et al., 2003; LAAKKONEN, 1998;
GUILLOT et al., 2004).

Devido a dificuldade de se desenvolver o cultivo in vitro de Pneumocystis, algumas
questdes a respeito da epidemiologia do agente da pneumocistose, como 0s modos de
transmissdo, fontes ambientais, vetores e reservatorios, ainda sdo pouco conhecidas
(CALDERON-SANDUBETE et al., 2002).

Primeiramente classificado como sendo um protozoario, atualmente Pneumocystis é
classificado dentro do reino Fungi, entre as classes Ascomycota e Basidiomycota. Eriksson
(1994) propde a classificacdo do organismo dentro de uma nova familia, Pneumocystidaceae,
e de uma nova ordem, Pneumocystidales, dentro da classe Ascomycota. A nomenclatura
utilizada para classificar as diferentes espécies pertencentes ao género Pneumocystis ainda
hoje € motivo de discussdo. Muitos autores tém adotado a seguinte classificacdo em suas
publicacdes cientificas: Pneumocystis carinii (presente em ratos), Pneumocystis wakefieldiae

(variacdo da forma encontrada em ratos, antigamente denominada P. ratti), Pneumocystis
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murina (em camundongos, primeiramente denominada P. muris), Pneumocystis oryctolagi
(em coelhos) e Pneumocystis jiroveci (em humanos). Nas outras espécies animais, tanto as
domésticas quanto as selvagens, nas quais 0 fungo esta presente torna-se conveniente utilizar
a denominagdo Pneumocystis sp. (CUSHION, 1998; STRINGER, 2002b; WAKEFIELD,
2002; REDHEAD et al., 2006).

Apesar do Pneumocystis encontrado em humanos e em animais serem
morfologicamente indistinguiveis, analises moleculares indicam que 0s organismos Sao
especificos para cada espécie hospedeira (DEMANCHE et al., 2003), eliminando assim, a
possibilidade de transmissdo entre espécies e a ocorréncia de uma zoonose (DEI-CAS, 2000).

A teoria de uma re-infec¢do por novas formas infectantes de Pneumocystis tem sido
mais aceita por parte dos pesquisadores do que a teoria da reativacdo de uma antiga infeccao
causada pelo agente da pneumocistose (DUMOULIN et al., 2000; WAKEFIELD, 2002).

A prevaléncia e a transmissdo do agente podem diferir entre areas geogréaficas
dependendo da infectividade e patogenicidade de cada espécie, assim como, seu crescimento
e reproducdo sdo favorecidos pela presenca de umidade e temperatura ambiental mais
adequadas (LAAKKONEN, 1998).

Pneumocystis caracteriza-se por ser altamente estavel no meio ambiente, suportando o
calor, o frio, a luz, a obscuridade e diferentes taxas de umidade (SEVERO, 1991). Entretanto,
a ocorréncia de fatores predisponentes, como doencas imunodepressoras, doencgas pulmonares
crbnicas, transplantes de Orgdos e tratamentos quimioterapicos prolongados sdo necessarios
para o desenvolvimento da pneumocistose (BILLE-HANSEN et al., 1990; DYER;
SCHAMBER, 1999; DEI-CAS, 2000; STRINGER, 2002a).

O provavel ciclo evolutivo de Pneumocystis € composto por células leveduriformes
(fase assexuada do ciclo de vida), ascos (fase sexuada do ciclo de vida) e esporos (CUSHION
et al.,, 1997; CUSHION, 1998; SANCHES, 2006c). Os ascos sobrevivem no ambiente,
podendo ser transmitidos por via aérea e ao alcancarem os alvéolos pulmonares rompem-se
liberando oito esporos hapldides. Destes originam-se os esporos diploides, que se aderem a
parede de pneumdcitos tipo | e diferenciam-se em pré-ascos. Estes sofrem duas meioses,
originando quatro nucleos hapléides. Os pré-ascos desenvolvem-se em ascos apds sofrerem
espessamento das paredes e mitoses, resultando na formacdo de oito esporos haploides
individualizados. Quando os ascos se rompem, liberam os esporos haploides, que se
conjugam formando esporos diploides, reiniciando o ciclo. Os detalhes da dindmica das
meioses, mitoses e conjugacdo ainda ndo sdo bem conhecidos (CUSHION et al., 1997,
CUSHION, 1998; SOUZA; BENCHIMOL, 2005; SANCHES, 2006c).
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Figura 1 - Ciclo evolutivo de Pneumocystis sp. Fonte: HOPKIN, 1991.

2.1.3 Patogénese

ApoOs a inalacdo de Pneumocystis e a auséncia de controle por parte dos macréfagos
alveolares, os microrganismos aderem-se aos pneumacitos tipo | (células responsaveis pela
intervencdo nas trocas gasosas entre os alvéolos e os capilares pulmonares) atraves da ligacéo
de lecitinas presentes na parede do fungo aos receptores de manose e frutose das células
hospedeiras. A presenca de fibronectina e vitronectina, também secretadas pelas células do
hospedeiro auxiliam na fixacdo do Pneumocystis (SEVERO, 1991; RENSBURG, 2004). A
degeneracdo de pneumacitos tipo | é acompanhada por um aumento da permeabilidade da
membrana capilar alveolar, resultando na producdo de um exsudato de coloragéo eosinofilica,
composto por fibrina e proteinas séricas. Os pneumdcitos tipo | sdo substituidos por
pneumacitos tipo 1l (responsaveis pela sintese, secrecdo e renovacdo da substancia
surfactante, assim como, apresentam a capacidade de se diferenciar e se multiplicar em
pneumdcitos tipo | em caso de lesdo parenquimatosa de origem infamatdria ou infecciosa).
Estas mudancas, juntamente com a multiplicagdo dos microrganismos, levam a um
preenchimento dos espacos aéreos alveolares, distlrbios nas trocas gasosas e pode causar a
morte do hospedeiro (SEVERO, 1991; GREENE; CHANDLER, 1998; JONES; HUNT,;
KING, 2000; RENSBURG, 2004).
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A resposta inflamatoria intersticial desencadeada pela multiplicacdo de Pneumocystis
é consistida principalmente de histiocitos, linfécitos e células plasmaticas. Os macrofagos
alveolares ligam-se ao fungo através de um mecanismo receptor-ligante, resultando em uma
rpida destruicdo dos microrganismos fagocitados. Anticorpos especificos (IgG e IgA)
funcionam, provavelmente, como opsoninas, aumentando a capacidade de fagocitose dos
macrofagos. O desenvolvimento de uma resposta imune adequada (principalmente através de
macrofagos alveolares e linfécitos T CD4) permite que o organismo do hospedeiro elimine a
infeccdo, embora, a remocgdo completa do exsudato alveolar e restos celulares pode levar até
oito semanas (SEVERO, 1991; GREENE; CHANDLER, 1998; RENSBURG, 2004).

2.1.4 Sinais clinicos e achados patoldgicos

A pneumocistose em animais € similar aquela encontrada em seres humanos, com
inicio insidioso, tosse ndo produtiva, taquipinéia, dispnéia e taquicardia. Também pode haver
um pequeno aumento de temperatura corporal, leucocitose e moderada eosinofilia (BILLE-
HANSEN et al., 1990; RENSBURG, 2004).

Ao exame de necropsia observam-se os pulmdes aumentados, consolidados e com
consisténcia elastica. A superficie de corte estes apresentam aspecto seco. Hidrotorax,
pneumotérax, edema e enfisema pulmonar também podem estar presentes (KONDO et al.,
1993; JONES; HUNT; KING, 2000; RENSBURG, 2004).

Histologicamente observa-se uma pneumonia intersticial difusa ou focal, com a
presenca de um exsudato de coloracdo eosinofilica preenchendo os espacos aéreos alveolares,
acompanhada por hipertrofia de septos alveolares, descamacdo das celulas epiteliais e
presenca de macrofagos, linfocitos e, ocasionalmente, neutrofilos (KONDO et al., 1993;
GREENE; CHANDLER, 1998; RENSBURG, 2004).

A presenca de lesdes extrapulmonares por Pneumocystis é bastante rara, ja tendo sido
relatada no baco, figado, linfonodos, medula 6ssea e timo de humanos (SEVERO, 1991). Em
ratos de laboratério imunodeprimidos ja foi detectada a presenca de material genético de
Pneumocystis no sangue e em 6rgdos como a adrenal, baco, coracdo, figado, linfonodo,
medula 6ssea, rim e tiredide (CHARY-REDDY; GRAVES, 1996).
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2.1.5 Métodos diagndsticos

O diagnostico definitivo de pneumocistose somente pode ser feito atraves da
identificacdo morfoldgica de Pneumocystis ou da deteccdo de seu material genético em tecido
pulmonar ou lavado broncopulmonar de animais infectados. O diagndstico baseado somente
no exame clinico é considerado inespecifico, uma vez que os sintomas desenvolvidos na
pneumocistose podem estar presentes em outras doencas e, além disto, normalmente os
animais abrigam concomitantemente outras infec¢cbes (RENSBURG, 2004).

Diferentes métodos diagnosticos tém sido empregados na deteccdo de Pneumocystis,
uma vez que ainda nédo existe um meio de cultivo in vitro eficaz para a sua detecgdo. Dentre
as principais técnicas utilizadas estdo as coloragbes convencionais, exame de
imunofluorescéncia, exame imunohistoquimico e técnicas moleculares (WAKEFIELD, 2002).

As técnicas de coloracdo convencional (Azul de Toluidina, Giemsa e Grocott) e 0
exame de imunofluorescéncia sdo utilizados para a visualizagdo de ascos e células
leveduriformes de Pneumocystis. A coloracdo de Grocott é um método largamente utilizado
na identificacdo de organismos fungicos, sendo utilizado para se diferenciar Pneumocystis de
outros fungos, como Candida spp. e Histoplasma capsulatum (SEVERO, 1991; PROPHET et
al., 1992; WAKEFIELD, 2002).

A IHQ para deteccdo de Pneumocystis através de anticorpos monoclonais é uma
técnica mais sensivel e especifica que os métodos diagnosticos baseados em coloragdes
convencionais (KONDO; HIKITA; KADOTA, 2000).

Exames moleculares que apresentam alta sensibilidade e especificidade, como a PCR,
baseados na amplificacdo de regibes especificas do genoma de Pneumocystis tém sido
amplamente utilizados. No caso de Pneumocystis 0os genes mais utilizados para a amplificacédo
sdo: mitochondrial large subunit rRNA (mtLSU rRNA), mitochondrial small subunit rRNA
(mtSSU rRNA), dihydropteroate synthetase (DHPS), internal transcribed spacer (ITS1 e
ITS2) e thimidylate syntase (TS) (CHARY-REDDY; GRAVES, 1996; CALIENDO et al.,
1998; SING et al., 2000; DEMANCHE et al., 2001; HSUEH et al., 2001; AMIT et al., 2002;
WAKEFIELD, 2002; BEARD et al., 2004; GUILLOT et al., 2004; DURAND-JOLY et al.,
2005; DEI-CAS et al., 2006).

Com o advento da PCR e analise filogenética, informacdes sobre a heterogeneidade,
especificidade e coevolucéo das diferentes espécies que compdem o género Pneumocystis tém
sido obtidas (DEMANCHE et al., 2001; GUILLOT et al., 2004; DEI-CAS et al., 2006).
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2.1.6 Prevencao e controle

A auséncia de conhecimentos epidemiologicos basicos sobre Pneumocystis dificulta a
aplicacdo de métodos de prevencao e controle eficazes. Por se tratar de uma doenca de carater
oportunista, na maioria das vezes a prevencao da doenca primaria que cause imunodepresséo,
e conseqlientemente o desenvolvimento da pneumocistose, € mais importante. O tratamento
eficaz da pneumocistose deve ser feito concomitantemente com o tratamento da doenca
primaria que possibilitou a infeccdo por Pneumocystis (GREENE; CHANDLER, 1998;
RENSBURG, 2004).

Apos a deteccdo da presenca do Pneumocystis, acompanhado de alguma outra doenca,
em um ambiente onde os animais estejam alojados (laboratorios, propriedades de criagédo
animal, hospitais veterinarios, zooldgicos ou colbnias de animais selvagens), torna-se
indispensavel a separacdo entre os individuos infectados e os sadios. A retirada de todos os
animais do ambiente no qual estavam alojados também pode ser utilizada como uma medida
de controle, embora ndo haja informagOes definitivas sobre a resisténcia e o tempo de
permanéncia do microrganismo no ambiente (GREENE; CHANDLER, 1998; RENSBURG,
2004). A inexisténcia de um meio de cultivo in vitro adequado para o crescimento do
Pneumocystis torna a realizagdo de estudos a partir de modelos animais experimentais
fundamental para o entendimento sobre 0s aspectos bioldgicos do agente, seu provavel ciclo
de vida, interacdes fisioldgicas e patoldgicas com o hospedeiro, e desenvolvimento in vivo de
farmacos anti-Pneumocystis (DEI-CAS, 2000; CALDERON-SANDUBETE et al., 2002;
SOUZA; BENCHIMOL, 2005; LEE, 2006).

Dentre os modelos animais mais estudados, destacam-se aqueles que utilizam roedores
(ratos, camundongos e coelhos) (BARTLETT et al., 1988; SOULEZ; DEI-CAS; CAMUS,
1988) e primatas ndo-humanos (DEMANCHE et al., 2003). Os modelos animais
experimentais que envolvem primatas ndo-humanos sdo de grande utilidade cientifica, uma
vez que foi relatada através do estudo do gene dihydropteroate synthetase uma grande
semelhanca genotipica entre o Pneumocystis presente em primatas ndo-humanos e seres
humanos (STRINGER, 1996). Também foi observado em estudos experimentais envolvendo
macacos-rhesus (Macaca mulatta) e macacos-caranguejeiros (Macaca fascicularis) infectados
com o virus da imunodeficiéncia simia (SIV) que os animais desenvolveram defeitos
imunitarios e infecgdes oportunistas (entre elas a pneumocistose) muito semelhantes a seres
humanos infectados com o HIV (DEMANCHE et al., 2001).
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2.2 Circovirus suino tipo 2

O circovirus suino tipo 2 (PCV2) é o agente da sindrome multissisttmica do
definhamento dos suinos (SMDS), uma sindrome de importante repercussdo econdmica que
afeta suinos domésticos e selvagens (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006). O PCV2
apresenta distribuicdo mundial, estando presente em granjas de suinos com diferentes padrbes
sanitarios (CHAE, 2004; CHAE, 2005; MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007).
Identificada pela primeira vez no Brasil no ano 2000 (CIACCI ZANELLA et al., 2005),
surtos relacionados a circovirose em granjas de suinos domésticos em diferentes estados
brasileiros tém causado importantes perdas econdémicas nos ultimos anos (PESCADOR et al.,
2003; FRANCA et al., 2005; CORREA et al., 2006b). A circovirose em javalis foi
identificada tanto em animais de vida livre quanto em animais criados em sistemas intensivos
(ELLIS et al., 2003; SEGALES et al., 2003; VICENTE et al., 2004). Surtos relacionados a
doenga no Rio Grande do Sul tém sido descritos em javalis alojados em sistemas de
confinamento intensivo desde o ano de 2005 (CORREA et al., 2006a).

A circovirose é considerada uma doenca multifatorial, na qual o PCV2 é a causa
necessaria, mas ndo suficiente, para o desenvolvimento das diferentes formas de apresentacao
clinica da doenca (ELLIS et al., 2004). Coinfec¢cbes entre o PCV2 e outros agentes
infecciosos, tais como virus da sindrome reprodutiva e respiratéria suina (PRRSV),
parvovirus suino (PPV), virus da influenza suina (IVS), Mycoplasma hyopneumoniae,
Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida, Haemophilus parasuis, Candida
spp. € Pneumocystis sp. tendem a agravar o quadro clinico da circovirose (KIM et al., 2001;
KIM; CHUNG; CHAE, 2003; ALLAN et al., 2004; ELLIS et al., 2004; SANCHES et al.,
2006b; SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006; MORES; BARCELLOS; CIACCI
ZANELLA, 2007). A adocdo de medidas de prevencdo e controle que buscam reduzir ou
eliminar coinfec¢Bes torna-se importante para reduzir as perdas relacionadas a circovirose
(MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007).

2.2.1 Historico

A circovirose foi relatada pela primeira vez em 1991 em granjas de suinos domésticos
com elevado padrdo sanitario no Oeste do Canada, onde os animais infectados desenvolveram
clinicamente a SMDS (MORI et al., 2000). Desde entéo, a circovirose tem sido identificada
em paises da América do Norte, América do Sul, Asia e Europa (CHAE, 2004; CHAE, 2005;
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OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). Amostras de 6rgaos e soro de suinos procedentes
de diversos paises arquivadas desde 1970 revelaram que o PCV2 estava presente em
populacbes suinas antes do aparecimento de casos clinicos relacionados ao virus (MORI et
al., 2000; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). No Brasil, a circovirose foi identificada
pela primeira vez no ano 2000, porém o virus foi detectado em material bioldgico de suinos
que apresentaram lesbes compativeis com circovirose desde o ano de 1988 (CIACCI
ZANELLA et al., 2005). No Rio Grande do Sul, assim como em outros estados brasileiros
onde a suinocultura é uma importante atividade socio-econémica, surtos relacionados a
circovirose em granjas de suinos domésticos tém causado importantes perdas econdémicas nos
Gltimos anos (PESCADOR et al., 2003; FRANCA et al., 2005; CORREA et al., 2006b).

O PCV2 em javalis foi identificado tanto em animais de vida livre quanto em animais
criados em sistemas intensivos (ELLIS et al., 2003; SEGALES et al., 2003; VICENTE et al.,
2004). DescrigOes de animais acometidos pela doenca ocorreram na Alemanha (SCHULZE et
al., 2003; KNELL et al., 2005), Brasil (BARBOSA et al., 2005; CIACCI ZANELLA et al.,
2005; CORREA et al., 2006a), Canada (ELLIS et al., 2003), Croacia (LIPEJ et al., 2006),
Eslovénia (TOPLAK et al., 2004), Espanha (SEGALES et al., 2003) e Hungria (CSAGOLA
et al., 2006).

2.2.2 Epidemiologia

A circovirose é uma doenca infecciosa causada pelo PCV2 que afeta suinos
domésticos e selvagens (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006). Apresenta distribuicdo
mundial, estando presente em granjas de suinos com diferentes padrdes sanitarios em todos o0s
continentes com excecio da Oceania (CHAE, 2004; CHAE, 2005; MORES; BARCELLOS;
CIACCI ZANELLA, 2007), onde ja foi identificada a presenca de PCV1 e PCV2 em
populacbes suinas, mas ndo ha relato da ocorréncia de doenca clinica (MUHLING et al.,
2006). A circovirose acomete principalmente leitdes com idade entre 5 e 12 semanas, embora
ja tenha sido descrita em leitdes de 1 a 6 meses. A taxa de morbidade pode variar de 70-80% e
a mortalidade de 4-30% dependendo da granja, fase em que a doenca acontece e 0 manejo
empregado no sistema de criacio (MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007). O
PCV2 pode ser transmitido a partir de animais infectados de forma vertical e horizontal, sendo
que esta ocorre através do contato direto com secrecgdes respiratorias (forma mais freqliente de
transmissdo) e orais, urina e fezes (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006; MORES;
BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).
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Material genético de PCV2 j4 foi identificado no sémen de machos infectados, embora ndo
haja comprovacéo cientifica se o virus pode ser transmitido através de sémen contaminado
(LAROCHELLE et al., 2000). InstalacBes, fomites e pessoal contaminado podem ser
importantes fontes de transmissdo. O circovirus € muito resistente as condi¢cdes ambientais e
aos desinfetantes (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006; MORES; BARCELLOS;
CIACCI ZANELLA, 2007).

A circovirose € considerada uma doenca multifatorial, na qual o PCV2 € a causa
necessaria, mas nao suficiente, para o desenvolvimento das diferentes formas de apresentacéo
clinica da doenca (ELLIS et al., 2004). Nem todos os animais infectados com o PCV2
desenvolvem clinicamente a doenca (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). Os fatores
determinantes para o desenvolvimento da circovirose estdo relacionados ao virus, o
hospedeiro, as coinfeccdes e a modulagéo do sistema imune (KIM; CHUNG; CHAE, 2003;
ELLIS et al., 2004; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). Fatores ambientais e de
manejo como densidade elevada, variacBes térmicas acentuadas, baixa qualidade do ar,
misturas de leitdes com idades e leitegadas diferentes podem exacerbar os sinais clinicos e a
gravidade da doenca (MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007).

CoinfecgOes entre o PCV2 e outros agentes infecciosos tendem a agravar o quadro
clinico da circovirose (ELLIS et al., 2004; MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA,
2007). Dentre os principais agentes identificados em coinfeccdes com o PCV2 estdo: virus da
sindrome reprodutiva e respiratoria suina, parvovirus suino, virus da influenza suina,
Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida e
Haemophilus parasuis (KIM et al., 2001; KIM; CHUNG; CHAE, 2003; ALLAN et al., 2004;
ELLIS et al., 2004; MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007). Lesbes por
Candida spp. foram relatadas em suinos domésticos e javalis infectados pelo PCV2 no Rio
Grande do Sul (ZLOTOWSKI et al., 2006; CORREA et al., 2006a).

Infecgdo pulmonar por Pneumocystis sp. foi identificada em 5% dos casos iniciais de
SMDS em suinos no Canada (ELLIS et al., 1998) e em 19% dos casos em um estudo no
Japdo (SATO et al., 2000). Em estudo realizado com amostras de pulmdes, com lesédo
macroscopica, de suinos procedentes de abatedouros dos estados do Rio Grande do Sul e
Mato Grosso a coinfeccdo entre 0 PCV2 e Pneumocystis sp. foi de 28% (SANCHES et al.,
2006b). Em 11 amostras de pulmdes de javalis infectados por PCV2 em propriedades com
sistema de confinamento intensivo no Rio Grande do Sul, Pneumocystis sp. foi identificado
em 6 amostras (54,5%) (SANCHES et al., 2006a).
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Estudos de soroprevaléncia realizados no Brasil e em diferentes paises indicam que
anticorpos para 0 PCV2 estdo presentes na maioria dos rebanhos de suinos domésticos
(MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007). Estudo epidemioldgico realizado com
1322 amostras de soro de javalis procedentes de criatorios de seis diferentes estados
brasileiros (Goiés, Parana, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo)
revelou uma prevaléncia de 84,9% de anticorpos para o PCV2, sendo que em todas as
propriedades amostradas foram identificados animais soropositivos, permitindo-se concluir
que a infeccdo por PCV2 em javalis é endémica no Brasil (BARBOSA et al., 2005). Knell et
al. em um estudo das relacGes filogenéticas entre amostras de PCV2 de javalis e de suinos
domeésticos identificaram uma alta homologia (95,5 - 97,8%) entre as amostras de PCV2
presentes em javalis na Alemanha e aquelas presentes em suinos domésticos na China
(KNELL et al., 2005).

2.2.3 Patogénese

O PCV2 pode ser encontrado principalmente no citoplasma de histiocitos, células
gigantes multinucleadas e outras células mononucleares, tais como macrdfagos alveolares,
células de Kupffer e células dendriticas foliculares de tecidos linféides (DARWICH;
SEGALES; MATEU, 2004). Esporadicamente o virus pode ser detectado no citoplasma de
células renais, pancredticas, do epitélio respiratorio, do endotélio vascular e de linfdcitos,
assim como, no nudcleo de mondcitos, macrofagos, células musculares, hepatocitos e
enterécitos (DARWICH; SEGALES; MATEU, 2004).

A replicacdo inicial do PCV2 provavelmente acontece em macrdéfagos e celulas
apresentadoras de antigenos de tecidos linfoides, tais como a tonsila e linfonodos regionais,
ou alternativamente nas placas de Peyer no intestino (ROSELL et al., 1999). Embora o
mecanismo pelo qual a infiltracdo de histiocitos em tecidos, principalmente em linfonodos,
nédo seja bem conhecido, estudos apontam que se trata de um evento inicial na infec¢do por
PCV2 e coincide com a ocorréncia macroscopica de linfadenopatia (ROSELL et al., 1999).
Casos mais cronicos tendem a apresentar uma deplecgéo linféide menos severa associada a um
menor infiltrado de histiocitos e células gigantes multinucleadas (QUINTANA et al., 2001).
A infec¢do por PCV2 cursa com a reducdo ou perda de linfocitos B e T, aumento no nimero
de macrofagos e perda parcial com re-distribuigdo parcial das células apresentadoras de
antigenos no tecido linféide. Essas alteragcdes sugerem efeito imunodepressivo da circovirose
nos leitdes infectados (MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007).
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2.2.4 Sinais clinicos e achados patoldgicos

Os sinais clinicos e as lesdes causadas pelo PCV2 diferem de acordo com as diferentes
formas de apresentacdo clinica da doenca e pela presenca de coinfeccdes (ELLIS et al., 2004;
MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR,
2007). A infecgdo pelo PCV2 pode se manifestar na forma de sindrome multissistémica do
definhamento, sindrome da dermatite e nefropatia suina, doenca respiratdria, enterite, falhas
reprodutivas e infeccdo subclinica (SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; CHAE, 2005;
OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). Atualmente, as formas de apresentagdo da
circovirose tém sido denominadas de doencas associadas ao PCV2 ou PCVAD (do termo em
inglés Porcine circovirus type 2 - associated diseases) (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR,
2007). A sindrome multissistémica do definhamento é a forma mais importante e frequiente de
apresentacdo da circovirose (MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007;
OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). Nesta sindrome, o sinal clinico mais comumente
observado é o emagrecimento rapido e progressivo dos animais doentes (MORES;
BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007). Apatia, anorexia, dispnéia, palidez e ictericia da
pele e mucosas, sinais de pneumonia, diarréia e caguexia também podem ser observados em
rebanhos afetados pelo PCV2 (CHAE, 2004; MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA,
2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). A infeccdo subclinica pode se manifestar na
forma de desempenho insuficiente de leitdes infectados (MORES; BARCELLOS; CIACCI
ZANELLA, 2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

As principais lesbes macroscopicas incluem a hipertrofia de linfonodos (inguinais,
mediastinicos, mesentéricos e submandibulares), hipotrofia do timo e pulmdo néo-colapsado
(ROSELL et al., 1999; SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; MORES; BARCELLOS;
CIACCI ZANELLA, 2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

As lesdes microscopicas caracteristicas da sindrome multissistémica do definhamento
incluem a presenca de infiltrado inflamatdrio linfo-histiocitario ou granulomatoso em 6rgéos
linféides (baco, linfonodo, placas de Peyer, timo, tonsila), pulmao, rins, figado e coracédo
(SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA,
2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). Corpusculos de inclusdo viral de PCV2
podem estar presentes no citoplasma de histiécitos, células gigantes multinucleadas e outras
células mononucleares (ROSELL et al., 1999; SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006). As
alteracdes histoldgicas no pulmao sao caracterizadas por espessamento dos septos alveolares

devido a infiltracdo de células mononucleares (macréfagos, linfocitos e células gigantes
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multinucleadas) e hiperplasia de pneumdcitos tipo Il (CHAE, 2004). Infiltrado inflamatério
também pode estar presente ao redor de vasos, bronquios e bronquiolos, caracterizando um
quadro de pneumonia intersticial (MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007). Nos
casos cronicos pode haver o desenvolvimento de bronquiolite fibrosa obliterante (SEGALES;
ROSELL; DOMINGO, 2004; MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007).

2.2.5 Métodos diagndsticos

O diagnostico de circovirose esta baseado na observacdo de trés critérios: a) presenca
de sinais clinicos compativeis; b) presenca de lesdes microscopicas caracteristicas; e, c)
presenca de material genético ou antigenos de PCV2 associados as lesbes (CHAE, 2004).

Entre os métodos desenvolvidos para a detec¢do de PCV2, a IHQ e a hibridizagdo in
situ sdo rotineiramente utilizados no diagndstico laboratorial (SORDEN et al., 1999; CHAE,
2004; SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006;
MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007).

Métodos moleculares, como a PCR, também podem ser utilizados para o diagndstico
de circovirose. Entretanto os resultados obtidos através deste tipo de técnica devem ser
associados a identificacdo de sinais clinicos e lesbes caracteristicas da doenca, uma vez que 0
material genético de PCV2 pode ser detectado em animais que ndo desenvolveram a
circovirose (SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; SEGALES; ALLAN; DOMINGO,
2006; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).

Métodos sorologicos baseados na deteccdo de anticorpos para PCV2 sdo utilizados
para estudos de soroprevaléncia em rebanhos e regides (VICENTE et al., 2004; MORES;
BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007), mas ndo devem ser utilizados como diagndstico
definitivo da doenca uma vez que os padrGes de soro-conversdo encontrados em animais
doentes e animais sadios s&o similares (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006).

2.2.6 Prevencao e controle

As principais medidas de prevengéo e controle adotadas para reduzir as perdas com a
circovirose estdo baseadas em acbes de desinfeccdo, manejo, vazio sanitario e manejo
sanitario geral (MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007).

Acdes que visam diminuir o estresse, eliminar coinfecgdes ou minimizar os seus
efeitos nos animais, incluem limitar o contato entre suinos e adogdo de boas praticas de
higiene e nutricdo (OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).
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Medidas que visam reduzir ou eliminar a ocorréncia de outros agentes infecciosos
concomitantes ao PCV2 séo importantes na prevencdo e controle da circovirose, uma vez que
as coinfec¢cdes desempenham um papel importante no desenvolvimento das diferentes formas
de apresentacdo clinica da doenga, podendo levar a um agravamento do quadro clinico da
mesma (SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006; MORES; BARCELLOS; CIACCI
ZANELLA, 2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007). Atualmente estdo disponiveis
diferentes vacinas comerciais contra 0 PCV2 (MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA,
2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Procedimentos gerais

As 78 amostras de tecido pulmonar utilizadas no presente estudo foram procedentes de
javalis alojados em sistemas de confinamento intensivo em seis diferentes propriedades
localizadas em cinco municipios no Estado do Rio Grande do Sul (Antdnio Prado (2), Casca,
Caxias do Sul, Cristal e Flores da Cunha). Foram incluidas no estudo 6 amostras de javalis,
sorteadas ao acaso em um total de 48, procedentes de uma propriedade em Anténio Prado e
enviados a um abatedouro no municipio de Harmonia/RS, assim como, 52 amostras de suinos
domésticos procedentes de abatedouros dos Estados do Rio Grande do Sul e Mato Grosso.

Amostras do bacgo, coracdo, estbmago, figado, intestino delgado e grosso, pele,
pulmao, rins, sistema nervoso central e tonsila foram obtidas através de exames de necropsia
dos animais realizados entre o periodo de marco de 2005 até junho de 2008. Apds coletados,
os orgaos foram fixados em solucdo de formalina 10% por 24 a 48 horas, e processados por
técnicas rotineiras de histologia. Os tecidos foram cortados em 4uc e posteriormente corados
com Hematoxilina-eosina (PROPHET et al., 1992).

Amostras de pulmdo também foram coletadas em recipientes sem solugdo de
formalina 10% e mantidas em ambiente refrigerado. Apds, cada amostra foi manipulada
separadamente em uma capela de fluxo e acondicionadas em tubos Eppendorf, sendo enviadas
ao Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (CBIOT/UFRGYS)
onde foram submetidas a liofilizacdo (processo de desidratacdo usado tipicamente para
preservar um material perecivel ou torna-lo mais conveniente para o transporte).

O mapa de distribuicdo espacial das propriedades visitadas para coleta de material foi
desenvolvido no Laboratério de Epidemiologia do Departamento de Medicina Veterinaria
Preventiva da Faculdade de Veterinaria (FAVET/UFRGS) a partir do programa

computacional ArcView 9.3.

3.2 Imuno-histoquimica

O exame de imuno-histoquimica para deteccdo de Pneumocystis sp. foi realizado em
cortes histolégicos de pulmédo preparados em laminas com solucdo de gelatina 0,3% ou
Polilisina 10% (Sigma) e fixados em estufa a 60°C por 24 horas. Foi utilizado um anticorpo

primario monoclonal anti-Pneumocystis carinii (ViroStat, Portland, ME) na diluicao de 1:100.
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Utilizou-se 0 método imuno-histoquimico da streptavidina-biotina peroxidase, tendo como
cromogeno NovaRed (Vector Labs, Burlingame, CA). Como controle positivo da imuno-
histoquimica utilizou-se cortes histologicos de pulmao com extensa marcagdo positiva de um
javali infectado por Pneumocystis sp. O protocolo imuno-histoquimico completo utilizado
para deteccdo de Pneumocystis sp. é apresentado no ANEXO 1.

O exame de imuno-histoquimica para deteccdo de PCV2 foi realizado em cortes
histoldgicos de intestino delgado, linfonodo mesentérico, pulmdo e rim preparados em
laminas com solucédo de gelatina 0,3% ou Polilisina 10% (Sigma) e fixados em estufa a 60°C
por 24 horas. Foi utilizado um anticorpo primario policlonal anti-PCV2 (SORDEN et al.,
1999) na diluicdo de 1:1000. Utilizou-se o método imuno-histoquimico da streptavidina-
biotina peroxidase, tendo como cromogeno o 3,3’ diaminobenzidine (DAB-DAKO). Como
controle positivo da imuno-histoquimica utilizou-se cortes histologicos de linfonodo
mesentérico com extensa marcagdo positiva de um suino doméstico infectado por PCV2. O
protocolo imuno-histoquimico completo utilizado para deteccdo de PCV2 é apresentado no
ANEXO 2.

3.3 Extracdo de DNA e amplificacéo por PCR

Amostras de tecido pulmonar previamente liofilizadas de 10 javalis necropsiados e de
6 javalis enviados a um abatedouro no Rio Grande do Sul no ano de 2005 foram submetidas a
extracdo de acido desoxirribonucléico (DNA) a partir de um Kit Qiagen (NucleoSpin Tissue
Kit Macherey Nagel, Qiagen, France) (ANEXO 3). Apo6s a extracdo, 0 DNA de Pneumocystis
sp. foi amplificado a partir da técnica de nested-PCR tendo como alvo os genes mitochondrial
large subunit rRNA (mtLSU rRNA) e mitochondrial small subunit rRNA (mtSSU rRNA).

Para a amplificacdo do gene mtLSU rRNA (produto de amplificacdo da PCR Il com
300 pares de base) foram utilizados os primers pAZ 102-H e pAZ 102-E (5’- GAT GGC TGT
TTC CAAGCC CA-3'e5-GTG TAC GTT GCA AAG TAC TC -3’) paraa PCR I, e pAZ
102-X e pAZ 102-Y (5’- GGG AAT TCG TGA AAT ACA AAT CGG ACT AGG -3’ e 5’-
GGG AAT TCT CAC TTAATATTA ATT GGG GAG -3’) paraa PCR 1l (ANEXO 4).

Na amplificacdo do gene mtSSU rRNA (produto de amplificagédo da PCR Il com 400
pares de base) foram utilizados os primers 10F-RI e 10R-RI (5’- GGG AAT TCT AGA CGG
TCA CAG AGA TCA G -3’ e 5’- GGG AAT TCG AAC GAT TAC TAG CAATTC C -37)
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paraa PCR I, e 13RI e 14RI (5’- GGG AAT TCG AAG CAT GTT GTT TAATTC G -3’ e
5’- GGG AAT TCT TCA AAG AAT/c CGA GTT T/cCA G -3’) paraa PCR Il (ANEXO 5).
Os produtos de amplificacdo de ambos os genes foram submetidos a eletroforese em
gel agarose 2% em tampédo TAE. Os fragmentos de DNA obtidos foram purificados através de
um Kit Qiagen (Qiaquick Gel Extraction Kit) (ANEXO 6) e posteriormente sequenciados
utilizando-se um seqlenciador automéatico de DNA (Genome Express, Montreuil, France).

Estas etapas da pesquisa foram realizadas na Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, Franca.

3.4 Analise filogenética

Primeiramente, as sequéncias de nucleotideos dos genes mtLSU rRNA e mtSSU
rRNA foram alinhadas através do programa de computacdo CLUSTAL X (versdo 1,63b,
dezembro de 1997). Somente as amostras que ndo apresentaram ambiguidade foram incluidas
na analise. Para a comparacdo das sequéncias alinhadas e a geracdo das arvores filogenéticas
foi utilizado o programa Phylogenetic Analysis Using Parsimony (PAUP 4.0). As arvores
filogenéticas foram geradas através do meétodo de andlise de parcimdnia. Todas as arvores
foram testadas estatisticamente através da analise de bootstrap. As sequéncias obtidas das
amostras de javalis, assim como, seqliéncias obtidas de amostras de suinos domésticos
procedentes de abatedouros dos Estados do Rio Grande do Sul e Mato Grosso foram
comparadas com sequéncias conhecidas de outras espécies de Pneumocystis no GenBank

(www.ncbi.nl.gov/Genbank/GenbankOverview.html). Esta etapa da pesquisa foi realizada na

Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort, Franca.
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4 RESULTADOS

4.1 Dados gerais

No periodo de mar¢co de 2005 a junho de 2008 foram realizadas pelo Setor de
Patologia Veterinaria da UFRGS 78 necropsias de javalis com idade entre 2 meses a 5 meses.
Os animais eram alojados em sistemas de confinamento intensivo em seis diferentes
propriedades localizadas em cinco municipios no Estado do Rio Grande do Sul.

Dos animais necropsiados, 46 estavam em propriedades distribuidas na mesorregiao
Nordeste do estado, sendo que 39 procediam do municipio de Antdnio Prado (35 da
propriedade “a” e 4 da propriedade “b”), 3 de Caxias do Sul e 4 de Flores da Cunha. No
municipio de Casca, mesorregido Noroeste, foram necropsiados 22 javalis e em Cristal,
mesorregido Sudeste, amostras de 10 animais foram coletadas (Figura 2).

Todas as cinco propriedades apresentaram um histérico clinico de aumento da taxa de
mortalidade e definhamento progressivo em animais jovens. Tosse, espirro, diarréia e
descarga ocular também foram sinais clinicos comumente observados. Aumento do tamanho
do baco e linfonodos, ascite, hidrotérax e presenca de pulmdes ndo-colapsados foram o0s
achados macroscopicos mais relevantes observados ao exame de necropsia.

Na microscopia, 0s achados mais importantes foram a presenca de infiltrado linfo-
histiocitario de grau varidvel no bago, linfonodos e intestino, e pneumonia intersticial
associada a um infiltrado inflamatério composto por células mononucleares, por vezes
afetando os broénquios. A partir da analise histoldgica dos orgaos coletados, pela técnica de
Hematoxilina-eosina, 60% dos animais (47/78) apresentaram lesGes compativeis com SMDS.
Pneumonia intersticial foi observada em 38,5% dos pulmdes analisados (30/78) e em 27%
(21/78) a pneumonia broncointersticial foi evidenciada. Broncopneumonia supurativa, sem

pneumonia intersticial, foi visualizada em 14% (11/78) dos casos.
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material de javalis.
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4.2 Imuno-histoquimica

No teste imuno-histoquimico anti-Pneumocystis foi observada a marcacdo de
ascos de Pneumocystis sp. em 50% dos pulmdes (39/78) (Figuras 3 e 4). No teste
imuno-histoquimico anti-PCV2 foi observada a presenga de antigenos virais, em ao
menos um dos 6rgaos analisados, em 37% dos casos (29/78). O linfonodo mesentérico
foi 0 6rgdo que apresentou maior marcacdo de antigenos virais de PCV2 (Figura 5),
seguido do intestino delgado, pulmédo (Figura 6) e rim, respectivamente.

Em 20,5% dos javalis (16/78) foi identificada a presenca de Pneumocystis sp. e
PCV2. Nos animais com marcacao positiva para Pneumocystis sp., antigenos virais de
PCV2 foram observados em 41% dos animais (16/39). Dos 29 casos em que houve
marcacdo imuno-histoquimica positiva para PCV2, Pneumocystis sp. foi detectado em
55% dos animais (16/29). Tanto Pneumocystis sp. quanto PCV2 foram detectados em
todas as propriedades visitadas, & excecdo da propriedade localizada no municipio de
Caxias do Sul (Tabela 1).

Figura 3 - Imuno-histoquimica anti-Pneumocystis sp.

com marcagao positiva em pulméo de javali (obj. 20).



Figura 4 - Imuno-histoquimica anti-Pneumocystis sp.

com marcacdo positiva de ascos de Pneumocystis sp.

em pulmao de javali (obj. 40).
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Figura 5 - Imuno-histoquimica anti-PCV2 com
marcagdo positiva nos centros foliculares de linfonodo

mesentérico de javali (obj. 20).
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Figura 6

- Imuno-histoquimica anti-PCV2 com

marcacgéo positiva em pulmdo de javali (obj. 40).
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Tabela 1 - Resultados da IHQ anti-Pneumocystis e anti-PCV2 em 78 javalis analisados.

Municipio Data de coleta IHQ anti-Pneumocystis IHQ anti-PCV2
1 Antonio Prado ? Marco de 2005 - -
2 Antbnio Prado * Margo de 2005 + +
3 Antbnio Prado * Margo de 2005 + +
4 Antonio Prado * Marco de 2005 + +
5 Antonio Prado ? Marco de 2005 + +
6 Antbnio Prado ? Marco de 2005 - .
7 Antbnio Prado ? Margo de 2005 - }
8 Antonio Prado * Marco de 2005 - +
9 Antonio Prado * Marco de 2005 - -
10 Antonio Prado ? Margo de 2005 - +
11 Antbnio Prado ? Marco de 2005 + }
12 Antbnio Prado ? Marco de 2005 - -
13 Antonio Prado ? Margo de 2005 + -
14 Antbnio Prado ? Margo de 2005 - -
15 Antonio Prado * Marco de 2005 - -
16 Antonio Prado * Margo de 2005 + -
17 Antonio Prado * Marco de 2005 - ;
18 Antodnio Prado ? Marco de 2005 + +
19 Antonio Prado ? Marco de 2005 - }
20 Antdnio Prado ? Marco de 2005 - +
21 Antbnio Prado ? Margo de 2005 + -
22 Antonio Prado * Marco de 2005 + +
23 Antbnio Prado ? Marco de 2005 - .
24 Casca Maio de 2005 + -
25 Casca Maio de 2005 + -
26 Antonio Prado ? Agosto de 2005 + -
27 Antonio Prado ? Agosto de 2005 - -
28 Antonio Prado ? Agosto de 2005 - +
29 Antonio Prado ? Agosto de 2005 + -
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Municipio Data de coleta IHQ anti-Pneumocystis IHQ anti-PCV2
30 Antdnio Prado ? Agosto de 2005 + -
31 Antonio Prado ? Agosto de 2005 + -
32 Antonio Prado ? Agosto de 2005 + -
33 Flores da Cunha Agosto de 2005 - -
34 Flores da Cunha Agosto de 2005 + -
35 Flores da Cunha Agosto de 2005 + +
36 Flores da Cunha Agosto de 2005 + -
37 Casca Fevereiro de 2006 + -
38 Casca Fevereiro de 2006 + -
39 Casca Fevereiro de 2006 + -
40 Casca Fevereiro de 2006 + -
41 Antonio Prado ° Fevereiro de 2006 + +
42 Antonio Prado ° Fevereiro de 2006 - +
43 Antonio Prado ° Fevereiro de 2006 - -
44 Antonio Prado ° Fevereiro de 2006 + +
45 Casca Setembro de 2006 - -
46 Casca Setembro de 2006 + -
47 Casca Setembro de 2006 - -
48 Casca Setembro de 2006 - +
49 Casca Setembro de 2006 - +
50 Casca Setembro de 2006 - +
51 Casca Setembro de 2006 - +
52 Casca Setembro de 2006 - +
53 Casca Setembro de 2006 + +
54 Casca Setembro de 2006 - +
55 Casca Setembro de 2006 + +
56 Casca Setembro de 2006 + -
57 Casca Setembro de 2006 + -
58 Casca Setembro de 2006 + +
59 Casca Setembro de 2006 + -
60 Casca Setembro de 2006 + -
61 Antdnio Prado ? Agosto de 2007 - -
62 Antonio Prado ? Agosto de 2007 - -
63 Antonio Prado ? Agosto de 2007 - -
64 Antonio Prado ? Agosto de 2007 + -
65 Antonio Prado * Agosto de 2007 - -
66 Caxias do Sul Agosto de 2007 - -
67 Caxias do Sul Agosto de 2007 - -
68 Caxias do Sul Agosto de 2007 - -
69 Cristal Junho de 2008 + +
70 Cristal Junho de 2008 - +
71 Cristal Junho de 2008 + +
72 Cristal Junho de 2008 + +
73 Cristal Junho de 2008 + +
74 Cristal Junho de 2008 - -
75 Cristal Junho de 2008 - -
76 Cristal Junho de 2008 - -
77 Cristal Junho de 2008 - -
78 Cristal Junho de 2008 - +

1-78 javalis com idade de 2 meses a 5 meses, 2 e ® (diferentes propriedades localizadas
no municipio de Antonio Prado/RS), + (imuno-histoquimica com marcacgdo positiva), -

(auséncia de marcacgédo imuno-histoquimica).
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4.3 Amplificacdo por PCR

Das 16 amostras de tecido pulmonar de javalis coletadas no ano de 2005 e
submetidas a amplificacdo por nested-PCR para o gene mtLSU rRNA (produto de
amplificacdo da PCR Il com 300 pares de base), 13 foram amplificadas ap6s a
realizacdo da PCR Il (Figura 7A). Para a analise do gene mtSSU rRNA (produto de
amplificacdo da PCR Il com 400 pares de base), as mesmas 16 amostras foram
submetidas a amplificacdo por nested-PCR. Como resultado final obteve-se 11 amostras
amplificadas apds a realizacdo da PCR Il (Figura 7B). As amostras J 85, J 86, J 87, J 88,
J 89, J90 e J 91 foram coletadas na propriedade “a” localizada no municipio de Antdnio
Prado e correspondem respectivamente as amostras 26 a 32 da Tabela 1. As amostras J
92, J 93 e J 94 foram coletadas em Flores da Cunha e correspondem respectivamente as
amostras 33, 34 e 35. As amostras J 113, J 118, J 119, J 129, J 133 e J 188 sdo de javalis
procedentes da propriedade “a” localizada no municipio de Anténio Prado, que ndo
desenvolveram SDMS e foram enviados para o abate.
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Figura 7 - Nested-PCR em amostras de tecido pulmonar de javalis. A. Amostras

amplificadas para o gene mtLSU rRNA de Pneumocystis sp. B. Amostras amplificadas

para o gene mtSSU rRNA de Pneumocystis sp.
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4.4 Analise filogenética

A analise filogenetica das amostras de javalis e suinos domesticos baseada na
sequéncia de nucleotideos dos genes mtLSU rRNA (Figura 9) e mtSSU rRNA (Figura
10) sugere que javalis e suinos no Brasil sdo afetados pela mesma espécie de
Pneumocystis sp.

Todavia, principalmente a partir da analise do gene mtSSU rRNA, que
apresentou valores de bootstrap considerados altamente confidveis (100%) e maiores
gue aqueles observados na andlise do gene mtLSU rRNA, pode-se dividir as amostras
analisadas em dois grupos distintos de Pneumocystis sp. O primeiro é composto pelas
amostras J 89, J 90, J 93, J 94, J 113 e J 133 de javalis e pelas amostras PN 64P e PN
25P de suinos domésticos procedentes de abatedouros da regido de Porto Alegre/RS. O
segundo grupo é composto pelas amostras J 88, J 118, J 119, J 129 e J 188 de javalis e
por diferentes amostras de suinos procedentes de abatedouros da regido de Porto Alegre
e Cuiabd/MT.

As amostras de javalis que compdem o primeiro grupo sdo procedentes de
animais que desenvolveram a SMDS em propriedades localizadas nos municipios de
Antonio Prado (J 89 e J 90) e Flores da Cunha (J 93 e J 94). Assim como, animais da
mesma propriedade em Antonio Prado que ndo apresentaram clinicamente a SMDS e
foram enviados para o abate (J 113 e J 133). O segundo grupo foi formado por
amostras procedentes de propriedade em Antdnio Prado, sendo que um animal foi
acometido pela SMDS (J 88) e os demais ndo (J 118, J 119, J 129 e J 188).

Somente as amostras que nao apresentaram ambigiidade foram incluidas na
analise. Amostras que apresentaram uma possivel contaminacdo cruzada nas etapas
anteriores ao processo de andlise filogenética foram eliminadas. Desta forma, as
amostras J 85, J 88, J 91 e J 118 que apresentaram amplificacdo apds a PCR 1l para o
gene mtLSU rRNA n&o foram incluidas na anélise, assim como, as amostras J 90 e J

113 amplificadas apos a PCR 11 para o gene mtSSU rRNA.
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Figura 8 - Arvore filogenética obtida por analise de parciménia a partir de gene mtLSU
rRNA de Pneumocystis sp. PP e PN: amostras de suinos domésticos. P e POA: amostras
de suinos provenientes da regido de Porto Alegre/RS. C e CBA: amostras de suinos
provenientes da regido de Cuiab&/MT. J: amostras de javalis.
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Figura 9 - Arvore filogenética obtida por anéalise de parcimonia a partir de gene mtSSU

rRNA de Pneumocystis sp. PP e PN: amostras de suinos domesticos. P

e POA: amostras

de suinos provenientes da regido de Porto Alegre/RS. C e CBA: amostras de suinos

provenientes da regido de Cuiab&/MT. J: amostras de javalis.
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5 DISCUSSAO

O presente trabalho demonstra que javalis alojados em sistemas de confinamento
intensivo em propriedades localizadas em diferentes municipios no Estado do Rio
Grande do Sul sdo acometidos pelo circovirus suino do tipo 2 (PCV2), podendo
desenvolver a sindrome multissitémica do definhamento dos suinos (SMDS). O
historico clinico de aumento da taxa de mortalidade e definhamento progressivo em
animais jovens, assim como, os sinais clinicos e as principais leses macroscépicas e
microscopicas descritas no trabalho foram tambeém relatados por outros autores em
javalis (ELLIS et al., 2003; SCHULZE et al., 2003; SEGALES et al., 2003; CIACCI
ZANELLA et al., 2005; CORREA et al., 2006a; LIPEJ et al., 2006) e suinos
domesticos (ROSELL et al., 1999; QUINTANA et al., 2001; PESCADOR et al., 2003;
CHAE, 2004; SEGALES; ROSELL; DOMINGO, 2004; CHAE, 2005; FRANCA et al.,
2005; CORREA et al., 2006b; SEGALES; ALLAN; DOMINGO, 2006; MORES;
BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007)
acometidos pela SMDS.

A principal lesdo microscopica evidenciada no pulmdo foi a pneumonia
intersticial em 38,5% dos javalis analisados, seguida de pneumonia broncointersticial
em 27% dos casos e de broncopneumonia supurativa em 14% dos casos. Pneumonia
intersticial em suinos acometidos por Pneumocystis sp. foi relatada por Bille-Hansen et
al. (1990), Kondo et al. (1993), Sanches (2006c) e Sanches et al. (2007). Em suinos, a
pneumonia intersticial e a pneumonia broncointersticial sdo achados histopatoldgicos
caracteristicos de animais infectados pelo PCV2 (CHAE, 2004; SEGALES; ROSELL;
DOMINGO, 2004; FRANCA et al., 2005; CORREA et al., 2006b; SEGALES;
ALLAN; DOMINGO, 2006; MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007;
OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007), mas podem estar associados a coinfeccdes
por outros agentes, tais como o virus da sindrome reprodutiva e respiratdria suina, virus
da influenza suina, Mycoplasma hyopneumoniae e Actinobacillus pleuropneumoniae
(KIM; CHUNG; CHAE, 2003; CHAE, 2005; OPRIESSNIG; MENG; HALBUR, 2007).
Broncopneumonia supurativa € comumente relatada em casos de coinfec¢do pulmonar
por Pasteurella multocida (MORES; BARCELLOS; CIACCI ZANELLA, 2007).
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Através da analise imuno-histoquimica (IHQ), Pneumocystis sp. foi identificado
em 50% das amostras (39/78). Kondo et al. (2000) identificou pela IHQ uma
prevaléncia de 35,5% de Pneumocystis sp. em pulmdes de suinos necropsiados entre 0s
anos de 1988 e 1995.

A prevaléncia de PCV2 detectada pela IHQ neste trabalho foi de 37% (29/78).
Este valor é superior aos 20,5% de prevaléncia encontrada por Csagola et al. (2006)
através de andlise pela PCR em estudo envolvendo uma populacdo de javalis.

Em 20,5% dos javalis (16/78) analisados no presente trabalho foi identificada a
presencga de coinfeccdo entre Pneumocystis sp. e de PCV2. Resultado este semelhante
aos 19% de coinfeccdo em suinos encontrada por Sato et al. (2000) e inferior aos 28%
encontrados por Sanches et al. (2006) em estudo realizado com amostras de pulmdes,
com lesdo macroscépica, de suinos procedentes de abatedouros dos estados do Rio
Grande do Sul e Mato Grosso. A ocorréncia de fatores predisponentes, como a SMDS, é
descrita por outros autores como causa necessdria para o desenvolvimento da
pneumocistose (BILLE-HANSEN et al., 1990; DYER; SCHAMBER, 1999; DEI-CAS,
2000; STRINGER, 2002a). Este dado sugere que a infeccdo por PCV2 pode ter
influenciado na ocorréncia de animais afetados por Pneumocystis sp.

Pneumocystis sp. e PCV2 foram detectados em trés diferentes mesorregides do
Rio Grande do Sul (Nordeste, Noroeste e Sudeste). A distribuicdo espacial de
propriedades afetadas pelo PCV2 coincide com resultados anteriormente obtidos em
estudos soroepidemioldgicos que relatam uma ampla distribuicdo de PCV2 em
populacOes de javalis localizadas em diferentes regides no Brasil (BARBOSA et al.,
2005) e na Espanha (VICENTE et al., 2004).

No teste de amplificacdo por nested-PCR para os genes mtLSU rRNA e mtSSU
rRNA 15 diferentes amostras foram amplificadas apds a PCR Il. Quando comparados 0s
resultados da amplificacdo por PCR com os da IHQ de 10 amostras de tecido pulmonar
de javalis necropsiados pode-se observar que em 8 casos, sendo 7 positivos e 1
negativo, obteve-se resultado igual na PCR e na IHQ. Em dois casos negativos na IHQ,
foi detectada a presenca de material genético de Pneumocystis sp. Este resultado
demonstra que a técnica de PCR apresentou maior sensibilidade quando comparada com
a IHQ. A deteccdo de material genético de Pneumocystis sp. nos pulmdes de 6 javalis
gue ndo desenvolveram a SMDS sugere que somente a presenca de Pneumocystis sp.
ndo se caracteriza como causa suficiente para o desenvolvimento da pneumocistose,
conforme relatam outros autores (BILLE-HANSEN et al., 1990; DEI-CAS, 2000).
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Sanches et al. (2007) relatou através do teste de IHQ uma prevaléncia de 33,8%
(47/139) de Pneumocystis sp. em pulmdes sem lesdo macroscopica de suinos no Estado
do Rio Grande do Sul.

A andlise filogenética dos genes mtLSU rRNA e mtSSU rRNA sugere até o
presente momento que javalis e suinos domesticos no Brasil sdo afetados pela mesma
especie de Pneumocystis sp. A partir da analise do gene mtSSU rRNA pode-se dividir
as amostras analisadas em dois grupos distintos de Pneumocystis sp. Demanche et al.
(2001) e Guillot et al. (2004) relataram um resultado semelhante em estudo envolvendo
diferentes espécies de primatas ndo-humanos, no qual dois grupos distintos de
Pneumocystis sp. foram identificados simultaneamente em duas especies de primatas
procedentes do continente asiatico: macaco-rhesus (Macaca mulatta) e macaco-
caranguejeiro (Macaca fascicularis). Nas demais espécies de primatas pesquisados
foram identificadas espécies especificas de Pneumocystis sp. para cada espécie
hospedeira. Segundo Demanche et al. (2001) e Guillot et al. (2004) estes resultados
sugerem um longo processo de coevolugdo entre as espécies de Pneumocystis e as
diferentes espécies de mamiferos que sdo afetados pelo microrganismo, assim como,
uma associacao de correlagdo entre as espécies de Pneumocystis e a posigéo filogenética
de cada espécie hospedeira. Desta forma, pode-se sugerir que as relagdes evolutivas
compartilhadas entre javalis e suinos domésticos (familia Suidae, género Sus) permitem
que os mesmos sejam infectados pela mesma espécie de Pneumocystis sp.

Dados mais precisos sobre a subdivisdo de Pneumocystis sp. em dois grupos
distintos poderdo vir a serem obtidos a partir da anélise de um maior nimero de
amostras de tecido pulmonar de javalis e suinos domeésticos a partir de pesquisas
envolvendo outros genes alvo, como: dihydropteroate synthetase, internal transcribed

spacer e thimidylate syntase.
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6 CONCLUSOES

Javalis alojados em propriedades com sistema de confinamento intensivo em
diferentes mesorregides no Estado do Rio Grande do Sul séo infectados por
Pneumocystis sp. e pelo PCV2, desenvolvendo clinicamente a SMDS.

Detectou-se pelo teste de IHQ a presenca de Pneumocystis sp. em 50% dos
pulmdes analisados e antigenos virais de PCV2 em 37% dos animais, sendo o linfonodo
mesentérico o 6rgdo que apresentou maior grau de marcacao positiva.

Coinfeccédo entre Pneumocystis sp. e PCV2 foi confirmada pela IHQ em 20,5%
dos animais.

Detectou-se pelo teste de PCR a presenga de material genético de Pneumocystis
sp. em pulmdes de javalis que desenvolveram a SMDS e em pulmdes de javalis que n&o
apresentaram clinicamente a doenga.

Javalis e suinos domésticos no Brasil sdo infectados pela mesma espécie de
Pneumocystis sp., a partir das regides analisadas do acido desoxirribonucléico do fungo.

Detectou-se pela andlise filogenética a presenca de dois grupos distintos de

Pneumocystis sp. em amostras de pulméao de javalis e suinos.



43
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALLAN, G. M. et al. PMWS: experimental model and co-infections. Veterinary
Microbiology, v. 98, p. 165-168, 2004.

AMIT, Z. et al. Detection of Pneumocystis carinii in lungs of wildlife mammals from
crocker range park by PCR amplification. ASEAN Review of Biodiversity and

Environmental Conservation, 2002.

BARBOSA, C. N. et al. Prevaléncia do Circovirus Suino Tipo 2 (CVS-2) em javalis
(Sus scrofa scrofa) no Brasil. Anais do XII Congresso Brasileiro de Veterinarios

Especialistas em Suinos, 2005.

BARTLETT, M. S. et al. New rat model of Pneumocystis carinii infection. Journal of
Clinical Microbiology, v. 26, p. 1100-1102, 1988.

BEARD, C. B. et al. Strain typing methods and molecular epidemiology of
Pneumocystis pneumonia. Emerging Infectious Diseases, v. 10, n. 10, p. 1729-1735,
2004.

BILLE-HANSEN, V. et al. Pneumocystis carinii pneumonia in Danish piglets.
Veterinary Record, v. 20, p. 407-408, 1990.

CALDERON-SANDUBETE, E. J. et al. Historical perspective on Pneumocystis carinii
infection. Protist, v. 153, p. 303-310, 2002.

CALIENDO, A. M. et al. Performance of a PCR assay for detection of Pneumocystis
carinii from respiratory specimens. Journal of Clinical Microbiology, v. 36, n. 4, p.
979-982, 1998.

CANFIELD, P. J.; CHURCH, D. B.; MALIK, R. Pneumocystis pneumonia in a dog.
Australian Veterinary Practitioner, v. 23, n. 3, p. 150-154, 1993.



44

CHAE, C. Postweaning multisystemic wasting syndrome: a review of aetiology,

diagnosis and pathology. The Veterinary Journal, n. 168, p. 41-49, 2004.

CHAE, C. A review of porcine circovirus 2-associated syndromes and diseases. The
Veterinary Journal, n. 169, p. 326-336, 2005.

CHARY-REDDY, S.; GRAVES, D. C. Identification of extrapulmonary Pneumocystis
carinii in immunocompromised rats by PCR. Journal of Clinical Microbiology, v. 34,
n. 7, p. 1660-1665, 1996.

CIACCI ZANELLA, J. R. et al. Deteccdo do Circovirus Suino Tipo 2 (PCV2) em
javalis (Sus scrofa) com sintomatologia de definhamento. Anais do XII Congresso
Brasileiro de Veterinarios Especialistas em Suinos, 2005.

CORREA, A. M. R. et al. Postweaning multisystemic wasting syndrome in farmed wild
boars (Sus scrofa) in Rio Grande do Sul. Pesquisa Veterinaria Brasileira, n. 26, v. 3,
p. 154-156, 2006a.

CORREA, A. M. R. et al. Aspectos clinico-patoldgicos associados a circovirose suina

no Rio Grande do Sul. Pesquisa Veterinaria Brasileira, n. 26, v. 1, p. 9-13, 2006b.

CSAGOLA, A. et al. Genetic characterization of type 2 porcine circoviruses detected in
Hungarian wild boars. Archives of Virology, n. 151, v. 3, p. 495-507, 2006.

CUSHION, M. T. et al. Terminology for the life cycle of Pneumocystis carinii.
Infection and immunity, n. 65, v. 10, p. 4365, 1997.

CUSHION, M. Taxonomy, genetic organization and life cycle of Pneumocystis carinii.
Seminars in respiratory infections, n. 13, p. 304-312, 1998.

CUSHION, M. T.; KEELY, S. P.; STRINGER, J. R. Molecular and phenotypic
description of Pneumocystis wakefieldiae sp. nov., a new species in rats. Mycologia, n.
96, v. 3, p. 429-438, 2004.



45

DARWICH, L.; SEGALES, J.; MATEU, E. Pathogenesis of multisystemic wasting
syndrome caused by Porcine circovirus 2: an immune riddle. Archives of Virology, n.
149, p. 857-874, 2004.

DEI-CAS, E. Pneumocystis infections: the iceberg. Medical Mycology, n. 38, v. S1, p.
23-32, 2000.

DEI-CAS, E. et al. Pneumocystis orictolagy sp. nov., an uncultured fungus causing
pneumonia in rabbits at weaning: review of current knowledge, and description of a new
taxon on genotypic, phylogenetic and phenotypic bases. FEMS Microbiological
Reviews, n. 30, p. 853-871, 2006.

DELANOE, P.; DELANOE, M. Sur les rapports des kystes de Carinii du poumon des
rats avec le Tripanosoma lewisi. Comptes rendus de I'Académie des sciences, n. 155,
p. 658-660, 1912.

DELANOE, P.; DELANOE, M. De la rareté de Pneumocystis carinii chez les cobayes
de la region de Paris, absence de Kystes chez dautre animaux (lapins, grenoilles, trois
anguilles). Bulletin de la Societé de Pathologie Exotique, n. 7, p. 271-272, 1914.

DEMANCHE, C. et al. Phylogeny of Pneumocystis carinii from 18 primate species
confirms host specificity and suggests coevolution. Journal of Clinical Microbiology,
n. 39, v. 6, p. 2126-2133, 2001.

DEMANCHE, C. et al. Assessment of Pneumocystis species carriage in captive
primates. The Veterinary Record, n. 152, v. 26, p. 811-813, 2003.

DUMOULIN, A. et al. Transmission of Pneumocystis carinii disease from
immunocompetent contacts of infected hosts to susceptile hosts. European Journal of
Clinical Microbiology & Infectious Diseases, n. 19, p. 671-678, 2000.

DURAND-JOLY, I. et al. Molecular diagnosis of Pneumocystis pneumonia. FEMS
Immunology and Medical Microbiology, n. 45, p. 405-410, 2005.



46

DYER, N. W.; SCHAMBER, G. J. Pneumocystosis associated with canine distemper

virus infection in a mink. The Canadian Veterinary Journal, v. 40, p. 577-578, 1999.

ELLIS, J. et al. Isolation of circovirus from lesions of pigs with postweaning
multisystemic wasting syndrome. Canadian Veterinary Journal, n. 39, p. 44-51, 1998.

ELLIS, J. et al. Porcine circovirus 2-associated disease in Eurasian wild boar.

Veterinary Diagnostic Investigation, n. 15, v. 4, p. 364-368, 2003.

ELLIS, J. et al. Porcine circovirus-2 and concurrent infections in the field. Veterinary
Microbiology, n. 98, p. 159-163, 2004.

ERIKSSON, O. E. Pneumocystis carinii, a parasite in lungs of mammals, referred to a
new family and order (Pneumocystidaceae, Pneumocystidales, Ascomycota). Systema
Ascomycetum, n. 13, p. 165-180, 1994.

FARROW, B. R. H. et al. Pneumocystis pneumonia in the dog. Journal of
Comparative Pathology, n. 82, p. 447-453, 1972.

FRANCA, T. N. et al. Surto de Circovirose (Sindrome Definhante Multissistémica de
Suinos Desmamados) no estado do Rio de Janeiro. Pesquisa Veterinaria Brasileira, n.
25, v. 1, p. 39-53, 2005.

GUILLOT, J. et al. Phylogenetic relationships among Pneumocystis from Asian
macaques inferred from mitochondrial rRNA sequences. Molecular Phylogenetics and

Evolution, n. 31, p. 988-996, 2004.

GREENE, C. E.; CHANDLER, F. W. Pneumocystosis. In: Infectious diseases of the
dog and cat. 2" ed. St. Louis: Saunders Elsevier, 1998, p. 524-530.

HOPKIN, J. M. Pneumocystis carinii. New York: Oxford University Press, 1991, 131p.



47

HSUEH, J. Y. et al. Internal transcribed spacer regions of rRNA genes of Pneumocystis
carinii from monkeys. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology, n. 8, v. 3, p.
503-508, 2001.

ICENHOUR, C. R. et al. Early acquisition of Pneumocystis carinii in neonatal rats as
evidenced by PCR and oral swabs. Eukaryotic Cell, n. 1, v. 3, p. 414-419, 2002.

JECNLY, V. Pneumocystis carinii findings in young ones of some farm animals.
Journal of Hygiene, Epidemiology, Microbiology and Immunology, n. 22, p. 135-
140, 1973.

JENSEN, T. K.; BOYE, M.; BILLE-HANSEN, V. Application of fluorescent in situ
hybridization for specific diagnosis of Pneumocystis carinii pneumonia in foals and
pigs. Veterinary Pathology, n. 38, v. 3, p. 269-274, 2001.

JONES, T. C.; HUNT, R. D.; KING, N. W. Patologia Veterinaria. 6. ed. Barueri:
Manole. 2000, 1415p.

KEELY, S. P. et al. Phylogenetic identification of Pneumocystis murina sp. nov., a new

species in laboratory mice. Society General Microbiology, n. 150, p. 1153-1165, 2004.

KIM, J. et al. Simultaneous detection of circovirus type 2 and porcine parvovirus in pigs
with PMWS by multiplex PCR. Veterinary Record, n. 149, p. 304-305, 2001.

KIM, J.; CHUNG, H.-K.; CHAE, C. Association of porcine circovirus 2 with porcine
respiratory disease complex. The Veterinary Journal, n. 166, p. 251-256, 2003.

KNELL, S. et al. Comparative genetic characterization of Porcine Circovirus type 2
samples from German wild boar populations. Veterinary Microbiology, n. 109, p. 169-
177, 2005.

KONDO, H. et al. Pathological changes in epidemic porcine Pneumocystis carinii

pneumonia. Journal of Comparative Pathology, n. 108, p. 261-268, 1993.



48

KONDO, H. et al. Serological studies on porcine Pneumocystis carinii pneumonia:
kinetics of the antibody titers in swine herds and the association of Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus infection. Journal of Veterinary
Medicine Science, n. 59, v. 12, p. 1161-1163, 1997.

KONDO, H.; HIKITA, M.; KADOTA, K. Immunohistochemical study of Pneumocystis
carinii infection in pigs: evalution of Pnemocystis pneumonia and a retrospective
investigation. Veterinary Record, n. 147, p. 544-549, 2000.

LAAKKONEN, J. Pneumocystis carinii in wildlife. International Journal for
Parasitology, n. 28, p. 241-252, 1998.

LAROCHELLE, R. et al. PCR detection and evidence of shedding of porcine circovirus
type 2 in boar semen. Journal of Clinical Microbiology, n. 38, v. 12, p. 4629-4632,
2000.

LEE, S. A. A review of Pneumocystis pneumonia. Journal of Pharmacy Practice, n.
19, v. 1, p. 5-9, 2006.

LIPEJ, Z. et al. Postweaning multisystemic wasting syndrome in wild boar (Sus scrofa)
in Croatia. Veterinarski Arhiv, n. 76, p. S41-S50, 2006.

LOBETTI, R. G.; LEISEWITZ, A. L.; SPENCER, J. A. Pneumocystis carinii in the
miniature dachshund: case report and literature review. Journal of Small Animal
Practice, n. 37, v. 6, p. 280-285, 1996.

MACCONNELL, E. E.; BASSON, P. A.; PIENAAR, J. G. Pneumocystosis in a
domestique goat. Onderstepoort Journal of Veterinary Research, n. 38, p. 117-126,
1971.

MACNEILL, A. L. et al. Pneumonia in a Paso-Fino mare. Veterinary Clinical
Pathology, n. 32, v. 2, p. 73-76, 2003.



49

MORES, N.; BARCELLOS, D. E. S. N.; CIACCI ZANELLA, J. R. Circovirose suina.
In: Doengas dos Suinos. 1. ed. Goiania: Canone. 2007, p. 213-225.

MORI, M. et al. Restropective study of porcine circovirus 2 infection in Japan: seven
cases in 1989. Veterinary Pathology, n. 37, p. 667-669, 2000.

MUHLING, J. et al. Genetic characterization of Australian strains of porcine circovirus
types 1 and 2. Australian Veterinary Journal, n. 84, v. 12, p. 421-425, 2006.

OPRIESSNIG, T.; MENG, X-J.; HALBUR, P. G. Porcine circovirus type 2-associated
disease: update on current terminology, clinical manifestations, pathogenesis, diagnosis,
and intervention strategies. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, n. 19, p.
591-615, 2007.

PESCADOR, C. A. et al. Principais lesbes histoldgicas associadas a circovirose em
suinos das fases de crescimento e terminacdo em rebanhos suinos no Rio Grande do Sul.

Anais do XI Congresso Brasileiro de Veterinarios Especialistas em Suinos, 2003.

PETERS, S. E. et al. Pneumocystis carinii pneumonia in thoroughbred foals:
identification of a genetically distinct organism by DNA amplification. Journal of
Clinical Microbiology, n. 32, v. 1, p. 213-216, 1994.

PROPHET, E. B. et al. Laboratory methods in histotechnology. Washington:
American Registry of Pathology, 1992. 274p.

QUINTANA, J. et al. Clinical and pathological observations of pigs with postweaning
multisystemic wasting syndrome. Veterinary Record, n. 149, p. 357-361, 2001.

RAMSEY, I. K. et al. Pneumocystis carinii pneumonia in two Cavalier King Charles
spaniels. Veterinary Record, n. 140, p. 372-373, 1997.

REDHEAD, S. A. et al. Pneumocystis and Trypanosoma cruzi: nomenclature and

typifications. Journal of Eukariotic Microbiology, n. 53, v. 1, p. 2-11, 2006.



50

RENSBURG, I. B. J. V. Pneumocystosis. In: Infectious Diseases of Livestock.
COETZER, J. A. W.; TUSTIN, R. C. 2" ed. Cape Town: Oxford University Press,
2004, p. 2137-2139.

ROSELL, C. et al. Pathological, immunohistochemical, and in situ hybridization studies
of natural cases of postweaning multisystemic wasting syndrome (PMWS) in pigs.

Journal of Comparative Pathology, n. 120, p. 59-78, 1999.

SANCHES, E. M. C. et al. Occurrence of co-infection of Pneumocystis and Porcine
Circovirus 2 in wild boar herds of Brazil. Proceedings of the IX International
Workshops on Opportunistic Protists (IWOP-9), p. 85, 2006a.

SANCHES, E. M. C. et al. Co-infection of Pneumocystis carinii f. sp. suis and Porcine
Circovirus-2 (PCV2) in pig lungs obtained from slaughterhouses in southern and
midwestern regions of Brazil. Journal of Eukaryotic Microbiology, v. 53, n. S1, p.
S92-594, 2006b.

SANCHES, E. M. C. Pneumocystis sp. e circovirus (PCV2) em pulmdes de suinos de
abate, procedentes dos Estados do Rio Grande do Sul e Mato Grosso e estudo das
relacdes filogenéticas das amostras de Pneumocystis sp., p. 125. Tese (Doutorado em
Ciéncias Veterinarias), Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de
Veterinaria. Porto Alegre. RS. 2006c¢.

SANCHES, E. M. C. et al. Detection of Pneumocystis spp. in lung samples from pigs in
Brazil. Medical Mycology, v. 45, n. 5, p. 395-399, 2007.

SATO, K. et al. Evidence of porcine circovirus infection in pigs with wasting disease
syndrome from 1985 to 1999 in Hokkaido, Japan. The Journal of Veterinary Medical
Science, v. 62, p. 627-633, 2000.

SCHULZE, C. et al. Case report: Porcine circovirus type 2 infections in an European
wild boar (Sus scrofa) in the state of Brandenburg, Germany. Deutschland Tierarztl
Wochenschr, n. 110, v. 10, p. 426-428, 2003.



51

SEGALES, J. et al. First description of postweaning multisystemic wasting syndrome in
the wild boar (Sus scrofa) in Europe. Proceedings of the International Symposium on

Emerging and Re-emerging Pig Diseases, p. 177-178, 2003.

SEGALES, J.; ROSELL, C.; DOMINGO, M. Pathological findings associated with
naturally acquired porcine circovirus type 2 associated disease. Veterinary
Microbiology, n. 98, p. 137-149, 2004.

SEGALES, J.; ALLAN, G. M.; DOMINGO, M. Porcine circovirus diseases. In:
Diseases of Swine. 9" ed. Ames: Blackwell Publishing, 2006, p. 299-307.

SEVERO, L. C. Pneumocistose. In: Compéndio de pneumologia. 2. ed. S&do Paulo:
Fundo Editorial BYK, 1991, p. 630-636.

SING, A. et al. Evaluation of diagnostic value and epidemiological implications of PCR
for Pneumocystis carinii in different immunosupressed and immunocompetent patient
groups. Journal of Clinical Microbiology, n. 38, v. 4, p. 1461-1467, 2000.

SINGHAL, R.; MIRDHA, B. R.; GULERIA, R. Human Pneumocystosis. The Indian
Journal of Chest Diseases and Allied Sciences, n. 47, p. 273-283, 2005.

SORDEN, S. D. et al. Development of a polyclonal-antibody-based
immunohistochemical method for the detection of type 2 porcine circovirus in formalin-
fixed, paraffin-embedded tissue. Journal of Veterinary Diagnostic Investigation, n.
11, v. 6, p. 528-530, 1999.

SOULEZ, B.; DEI-CAS, E.; CAMUS, D. Le lapin, hote experimental de Pneumocystis

carinii. Annales de parasitologie humaine et comparée, n. 63, v. 1, p. 5-15, 1988.

SOUZA, W. D.; BENCHIMOL, M. Basic biology of Pneumocystis carinii — a mini
review. Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, n. 100, v. 8, p. 903-908, 2005.

STRINGER, J. Pneumocystis carinii: what is it, exactly? Clinical Microbiological
Reviews, n. 9, v. 4, p. 489-498, 1996.



52

STRINGER, J. Pneumocystis. International Journal of Medical Microbiology, n.
292, p. 391-404, 2002a.

STRINGER, J. A new name (Pneumocystis jiroveci) for Pneumocystis from humans.
Emerging Infectious Diseases, n. 8, v. 9, p. 891-896, 2002b.

TOPLAK, I. et al. Phylogenetic analysis of type 2 porcine circoviruses identified in
wild boar in Slovenia. Veterinary Record, n. 155, v. 6, p. 178-180, 2004.

VICENTE, J. et al. Epidemiological study on porcine circovirus type 2 (PCV2)
infection in the European wild boar (Sus scrofa). Veterinary Research, n. 35, p. 243-
253, 2004.

WAKEFIELD, A. E. Pneumocystis carinii. British Medical Bulletin, n. 61, p. 175-
188, 2002.

YUEZHONG, Y.; ZENG, L.; BAOPING, T. Pneumonia in cats caused by
Pneumocystis carinii purified from mouse lungs. Veterinary Parasitology, n. 61, p.
171-175, 1996.

ZLOTOWSKI, P. et al. Muco-cutaneous candidiasis in two pigs with postweaning
multisystemic wasting syndrome. British Veterinary Journal, n. 171, v. 3, p. 566-5609,
2006.



ANEXOS

53



54
ANEXO 1

Protocolo de teste imuno-histoquimico para detec¢do de Pneumocystis sp.:

- Xilol I por vinte minutos e xilol 1l por vinte minutos;

- Alcool 100% por dois minutos;

- Alcool 96% por dois minutos;

- Alcool 80% por dois minutos;

- Alcool 70% por dois minutos;

- Agua destilada por dois minutos;

- Perdxido de hidrogénio 3% por vinte minutos;

- Lavagem com agua destilada sob agitacéo;

- Recuperacéo antigénica com tripsina 0,1% a 37°C por quinze minutos;

- Tampao citrato aquecido em agua a 100°C por quinze minutos;

- Resfriamento em banho maria por cinco minutos;

- Bloqueio de reacdes inespecificas com leite desnatado 5% diluido em &gua destilada
por vinte minutos;

- Lavagem com agua destilada;

- Anticorpo primério diluido em Tampao Fosfato Salino (PBS) (1:100);

- Aquecimento a 37°C por doze horas;

- Lavagem com agua destilada;

- Anticorpo secundario (DAKO) a temperatura ambiente por vinte minutos;
- Lavagem com &gua destilada;

- Streptavidina (DAKO) a temperatura ambiente por vinte minutos;

- Lavagem com agua destilada;

- Cobrir as laminas com cromégeno Nova Red (Vector Labs) por dez minutos;
- Lavagem com &gua destilada;

- Contra corar as laminas com hematoxilina por um minuto;

- Desidratacdo em alcool 80% por dois minutos;

- Desidratagdo em alcool 96% por dois minutos;

- Desidratagdo em alcool 100% por dois minutos;

- Xilol 111 por dez minutos e xilol IV por dez minutos;

- Colocacdo da laminula; e,

- Leitura da técnica em microscépio.
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ANEXO 2

Protocolo de teste imuno-histoquimico para deteccdo de PCV2:

- Xilol I por vinte minutos e xilol Il por vinte minutos;

- Alcool 100% por dois minutos;

- Alcool 96% por dois minutos;

- Alcool 80% por dois minutos;

- Alcool 70% por dois minutos;

- Agua destilada por dois minutos;

- Peréxido de hidrogénio 3% por vinte minutos;

- Lavagem com agua destilada sob agitacéo;

- Recuperacdo antigénica com Protease XIV (Sigma) em temperatura ambiente por
quinze minutos;

- Bloqueio de reagfes inespecificas com leite desnatado 5% diluido em &gua destilada
por vinte minutos;

- Lavagem com agua destilada;

- Anticorpo primario diluido em PBS (1:1000);

- Aguecimento a 37°C por quarenta e cinco minutos;

- Lavagem com &gua destilada;

- Anticorpo secundario (DAKO) a temperatura ambiente por vinte minutos;

- Lavagem com agua destilada;

- Streptavidina (DAKO) a temperatura ambiente por vinte minutos;

- Lavagem com &gua destilada;

- Cobrir as laminas com cromégeno 3,3’ diaminobenzidina (DAB-DAKO) por dez
minutos;

- Lavagem com agua destilada;

- Contra corar as laminas com hematoxilina por um minuto;

- Desidratacao em alcool 80% por dois minutos;

- Desidratacdo em alcool 96% por dois minutos;

- Desidratagdo em alcool 100% por dois minutos;

- Xilol 11 por dez minutos e xilol 1V por dez minutos;

- Colocacdo da laminula; e,

- Leitura da técnica em microscépio.
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ANEXO 3

Protocolo Qiagen (NucleoSpin Tissue Kit Macherey Nagel) para extracdo de DNA:

- Colocar uma pequena amostra (25 mg) de tecido animal em um tubo tipo Eppendorf
1,5 ml;

- Adicionar 180 pl de tampéo T1 e 25 pl de proteinase K;

- Misturar o conteudo;

- Banho-maria a 56°C por aproximadamente dezesseis horas;

- Adicionar 200 pl de tampéo B3;

- Misturar o conteudo;

- Aquecer & 70°C por dez minutos;

- Misturar o conteudo;

- Adicionar 210 pl de etanol;

- Misturar o contetdo;

- Depositar a amostra em uma coluna Nucleospin colocada sobre um tubo tipo
Eppendorf ;

- Centrifugar a 11000 g por um minuto;

- Eliminar o liquido presente no tubo tipo Eppendorf ;

- Adicionar 500 pl de tampao de lavagem BW,

- Centrifugar a 11000 g por um minuto;

- Eliminar o liquido presente no tubo tipo Eppendorf ;

- Adicionar 600 pl de tampéo de lavagem B5;

- Centrifugar a 11000 g por um minuto;

- Eliminar o liquido presente no tubo tipo Eppendorf ;

- Centrifugar a 11000 g por um minuto;

- Colocar a coluna Nucleospin colocada sobre um tubo tipo Eppendorf 1,5 ml e
adicionar 50 ul de tampdo de elui¢do BE (pré-aquecido a 70°C);

- Incubar a temperatura ambiente por um minuto; e,

- Centrifugar a 11000 g por um minuto.
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ANEXO 4

Protocolo de nested-PCR para amplificacdo do gene mtLSU rRNA:

Primers PCR I: pAZ 102-H GAT GGC TGT TTC CAA GCC CA
pAZ 102-E GTG TAC GTT GCA AAG TACTC

Primers PCR 1I: pAZ102-X GGG AAT TCG TGA AAT ACA AAT CGG ACT AGG
pAZ102-Y GGG AAT TCT CACTTAATATTA ATT GGG GAG

PCR I:

94°C por dois minutos

94°C por trinta segundos

50°C por um minuto trinta ciclos
72°C por um minuto

72°C por dez minutos

12°C

PCR II:

94°C por dois minutos

94°C por trinta segundos

55°C por um minuto trinta ciclos
72°C por um minuto

72°C por dez minutos

12°C
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ANEXO 5

Protocolo de nested-PCR para amplificacdo do gene mtSSU rRNA:

Primers PCR I: 10F-RI: GGG AAT TCT AGA CGG TCA CAG AGATCAG
10R-RI: GGG AAT TCG AAC GAT TACTAG CAATTCC

Primers PCR 1I: 13RI: GGG AAT TCG AAG CAT GTTGTTTAATTCG
14R1: GGG AAT TCT TCA AAG AAT/c CGAGTT T/cCA G

PCR I:

94°C por dois minutos

94°C por um minuto e trinta segundos

55°C por um minuto e trinta segundos quarenta ciclos
72°C por dois minutos

72°C por dez minutos

12°C

PCR II:

94°C por dois minutos
94°C por um minuto e trinta segundos
52°C por um minuto e trinta segundos . dez ciclos

72°C por dois minutos

J

94°C por um minuto e trinta segundos
63°C por um minuto e trinta segundos . trinta ciclos

72°C por dois minutos

72°C por dez minutos

12°C
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ANEXO 6

Protocolo Qiagen (Qiaquick Gel Extraction Kit) para purificacdo de DNA para

seqlienciamento:

- Depositar 40 ul de produto de PCR em um tubo tipo Eppendorf 1,5ml;
- Adicionar 100ul de tampéo QG;

- Incubar a 50°C por dez minutos;

- Misturar o conteudo;

- Adicionar 100 pl de isopropanol 100%;

- Depositar a amostra em uma coluna Qiaquick;

- Centrifugar a 13000 g por um minuto;

- Eliminar o liquido sobrenadante;

- Adicionar 500 pl de tampéo QG;

- Centrifugar a 13000 g por um minuto;

- Eliminar o liquido sobrenadante;

- Adicionar 750 pl de tampéo PE;

- Incubar por dois a cinco minutos;

- Centrifugar a 13000 g por um minuto;

- Eliminar o liquido sobrenadante;

- Centrifugar a 13000 g por um minuto para eliminar totalmente o etanol presente no
tampéo PE;

- Eliminar o liquido sobrenadante;

- Colocar a coluna Qiaquick sobre um tubo tipo Eppendorf 1,5 ml;
- Adicionar 50pl de tampéo EB ;

- Incubar por um minuto;

- Centrifugar a 13000 g por um minuto; e,

- Conservar a 20°C negativos até o envio para sequenciamento.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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