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RESUMO

A presente dissertacdo versou sobre o parvoviriso s(PPV) onde, em um
primeiro trabalho foi realizado o diagndstico dovR#n leitdes (saudaveis e refugos) e em
fémeas (de distintas ordens de parto) através deedi®CR do soro. Os titulos de
anticorpos das fémeas foram determinados por Hobida Hemaglutinacdo (HI) e
comparados com os resultados da nested-PCR. Adre€tie obteve resultados positivos
em amostras de todas as categorias analisada®eslesaudaveis (15,7% de animais
positivos), leitdes refugos (18,2%) e fémeas (17,896 indices de reprodutoras positivas
para as distintas ordens de parto foram de 20,87%,8.2,5%, 27,3%, 20,8% e 15,0% para
as ordens de parto 1, 2, 3, 4, 5 &, respectivamente. Através da HI, 84,7% dos soros
possuiam anticorpos para PPV. Os titulos nas thstiardens de parto foram de 2142,7
(8,7), 2403,1 (9,8), 2250,0 (9,9), 2952,2 (10,&0@3 (9,8) e 2154,7 (9,7) para as ordens
de parto 1, 2, 3, 4, 56 respectivamente (le¥§ entre parénteses). Ndo houve correlagéo
estatisticamente significativa entre os resultadasnested-PCR e os titulos de HI. Ao
contrario do que era esperado, fémeas com altdestitle anticorpos possuiam DNA do
virus na circulacdo. No segundo trabalho, foramdast seqiéncias da porcado VP1/VP2 de
PPV retiradas do GenBank, juntamente com cinco @masseqienciadas no presente
estudo. A analise foi realizada quanto a preseagieterminados aminoacidos e através de
filogenia. Como resultados, o sequenciamento revglee duas das novas amostras (S30 e
S31) apresentavam modificacbes em regides condmermportantes para a viruléncia do
PPV. Entre estas, destaca-se a modificacdo no586p com a presenca do aminoacido
Thr. A analise filogenética demonstrou que as serjéé de PPV se dividem em dois
grupamentos, porém com apenas um grupamento bemiddefPor dltimo, o reldgio
molecular revelou que a separacdo dos dois grupmsen ha 2890 anos e a divisdo dos

sub-grupamentos mais recentes ocorreu nos Ultirdeséculos.



ABSTRACT

The present dissertation studied porcine parvovi(e®V) and the first part
describes the diagnosis of PPV in piglets sera Ihgaand attrition) and females (with
distinct parity orders. through nested-PCR. Thalady titers from females were analized
by Hemoaglutination Inhibition and compared witle tfesults from the nested-PCR. The
nested-PCR results displayed positive animals Irsainpled categories: healthy piglets
(15.7% of positive animals), attrition piglets (2&) and females (17.8%). The results for
the distinct parities orders were 20.8%, 8.7%, ¥2.27.3%, 20.8% and 15.0% for the
pariy orders 1, 2, 3, 4, 5 and 6, respectively. The HI test detected 84.7% offeheales
positive to PPV. The titers in the distinct ordevere 2142.7 (8.7), 2403.1 (9.8), 2250.0
(9.9), 2952.2 (10.6), 2600.3 (9.8) and 2154.7 (®ofhe parity orders 1, 2, 3, 4, 5 ardb
respectively (logX in parenthesis). No statically correlation wasdewmced between the
nested-PCR and the HI titers. Curiously, femaleth wigh antibody titers displayed the
viral DNA in their circulation. In the second padequences of the PPV region VP1/VP2
were retrieved from GenBank, together with five gias sequenced in the present study.
The analysis was performed by identifying the preseof specific aminoacids and by
phylogeny. The sequenced samples displayed theenmeesof important aminoacids
substitutions, including Thr in the 586 site in teamples (S30 and S31). The phylogenetic
analysis revealed two clusters among the PPV semsernHowever, only one cluster
displayed a high definition. The molecular clockpliayed that the separation between the
two main clusters occurred 2890 years ago, andsiyearation between the most recent

sub-clusters happened in the last 300 years.
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um importante produtor mundial de alitosre o agronegoécio € um dos
principais segmentos da economia nacional. AtuaiepenBrasil € o quarto maior produtor
e também o quarto maior exportador de carne s#WB#ECS, 2007). Entretanto, para
manter a competitividade no mercado € preciso cuidpecialmente da sanidade das
criagcbes comerciais e, neste cenario, as doengas $&0 preocupacdes constantes.

O parvovirus suino (PPV) é considerado uma imptetazausa de problemas
reprodutivos em suinos. Os sinais clinicos estdact&rizados por fetos mumificados,
abortamento, natimortos e retorno ao estro (MENGIELEt al., 2000). Nos ultimos anos,
foi evidenciado o surgimento e dispersdo de nova®genos causadores de falhas
reprodutivas na suinocultura e, possivelmente paragdo conjunta, o PPV ressurgiu como
um importante agente infeccioso causador de péetiis em granjas.

O diagnostico direto do PPV tem sido realizado esuidbs fetais através de
hemaglutinacdo, imunofluorescéncia, ELISA e PCR NGELING, 1972; JOO et al.,
1976a; RIVERA et al., 1986; HOHDATSU et al., 198)ARES et al., 1999). A detecc¢éo
em tecidos distintos foi descrita utilizando a hitmacao de acidos nucléicos possibilitando
a deteccdo do DNA viral no sémen (GRADIL et al.90Pe em leitdes apresentando
miocardite ndo supurativa através da PCR (BOLT.etl897). Entretanto, a detec¢do do
PPV em soros ainda nao foi realizada em amostraameo, dificultando a avaliacao da
circulacdo do virus dentro de uma granja.

Por outro lado, € comprovado que existem variagbé® 0os genomas de amostras de
campo de PPV, inclusive em regides importantes pacarater antigénico da amostra
(SOARES et al., 2003; ZIMMERMANN et al., 2006). Godo, até o presente momento,
nunca foi realizado um estudo mais amplo e comparantre amostras de campo e
amostras vacinais para compreender se estas \esig@hicas estdo comprometendo a
eficacia das vacinas utilizadas no Brasil.

A presente dissertacdo foi composta por dois thaisalNo primeiro, foi avaliada a
presenca do PPV, através de nested-PCR, em l¢gadadaveis e refugos) e em fémeas
(com diferentes ordens de parto) em criagfes caasercorrelacionando estes resultados

com os titulos de anticorpos obtidos por InibicaoHemaglutinacdo. O segundo trabalho
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visou caracterizar filogeneticamente as amostraBRé obtidas no presente trabalho ou
encontradas em banco de dados de genes, compasmoyn amostras utilizadas em

vacinas comerciais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Histérico
O nome parvovirus foi proposto no Comité Interoaal para Nomenclatura de

Virus (ICTV) baseado no latim, onde a sintgavus significa pequeno (ANDREWS,
1970). Esta nova nomenclatura substituiu a interdg@cclassificar estes virus de fita
simples de DNA como sendo picodnavirus (MAYOR e MIELK, 1966). Atualmente,
utiliza-se a classificacdo taxonémica determinadb pCTV (ICTV, 2008). Nesta, os
parvovirus compdem a famili®arvoviridae que, por sua vez, € divida em duas
subfamilias, @&arvovirinae que infecta vertebrados, éansovirinag que infecta insetos.
A subfamilia Parvovirinae é composta por cinco génerdBarvovirus Erythrovirus
DependovirusAmdoviruse Bocavirus O génerdParvoviruspossui as espécies parvovirus
de camundongos 1, parvovirus de galinha, parvouitis parvovirus HB, parvovirus
Kilham de ratos, parvovirus Lapine, parvovirus Rarvovirus suino, virus Lulll, virus da
panleucopenia felina, virus minuto dos camundorgeisus tumoral X. Conforme o ICTV
(2008), todas as espécies deste género sao ansigenite distintas e sua infec¢do natural é
comumente restrita a um Unico hospedeiro. Usuabneastespécies possuem mais de 95%
de similaridade em sua proteina nado estrutural NSehdo a maior variabilidade
encontrada nas proteinas do capsideo (VP).

O primeiro relato envolvendo possivelmente um nrenda familiaParvoviridae
foi realizado ha 50 anos, quando virus de ratoggoaram efeito citopatico em linhagens
celulares (KILHAM e OLIVIER, 1959). Nos anos postees, virus pertencentes a esta
familia ja haviam sido encontrados em mais de cihogpedeiros (HALLAUER e
KRONAUER, 1960; BURGER et al., 1963; BERNHARD et 4963; HAMPTON, 1964,
CARTWRIGHT e HUCK, 1967, ROSE et al., 1969) e samdnho, estrutura e
propriedades soroldgicas foram descritos (PAYNB41KARASAKI, 1966; HOGGAN,
1971; TINSLEY e LONGWORTH, 1973).

Em suinos, perdas reprodutivas em criagbes congeraissociadas a causas
desconhecidas eram mundialmente altas até a démad® (LAWSON, 1961), sendo

associadas a fatores ambientais, genéticos, musisi e agentes téxicos (RASBECH,
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1969). Ao final dos anos 60, com o0 avanco da wialoa correlacdo de problemas
reprodutivos com agentes infecciosos passou a 8& bem compreendida e descrita
(DUNNE, 1970). Entre a lista de infec¢des viralacmnadas a estes problemas estavam a
peste suina classica (YOUNG et al., 1955), os ewiters suinos (DUNNE et al., 1965) e a
Doenca de Aujeszky (GORDON e LUKE, 1955). Em 1967PPV foi descrito pela
primeira vez (CARTWRIGHT e HUCK, 1967), sendo pastenente isolado em fetos em
diversos paises (BACHMANN, 1969; GENOV et al., 199DHNSON e COLLINGS,
1969; COACKEY e SMITH, 1972; MENGELING, 1972; MORIMO et al., 1972;
JOHNSON, 1973). Com o0 avanco das pesquisas, o Ri3¥op a ser considerado o
principal agente responsavel pela sindrome SMEDIngdnatos fracossfillbirth]; M:
mumificados nummificatiofy ED: morte embrionariagmbryonicdeath; I: infertilidade
[infertility]) (THOMSON e PROZESKY, 1994). Até a presente dat®PV seguiu sendo
relatado em diversos paises e correlacionado cablgmas reprodutivos em fémeas
suinas (MOSCARI et al., 1983; ROBINSON et al.,, Z9B®NI e GUALANDI, 1989;
NASH, 1990; OBALDIA, 1991; BROLL et 311993; RIVERA et al., 1995; ORAVAINEN
et al., 2005).

No Brasil, estudos de isolamento viral (GOUVEIAaét 1984; BERSANO et al.,
1995) e levantamentos sorologicos (GOUVEIA et 8084; MARTINS et al., 1984,
BERSANO et al.,, 1993) relatam o PPV como um agenie circula nas criagOes

brasileiras.

2.2 Propriedades basicas
Os membros da familiBarvoviridae estdo entre os menores virus de DNA que

afetam animais (SIEGL et al., 1985). Seu tamanhi@wentre 18 e 26 nm, conforme a
espécie do virus. O PPV, juntamente com o virupatdeucopenia felina (FPV) e o
parvovirus canino (CPV-2) esta entre os menores \desta familia, com tamanhos entre
20 e 22 nm (TINSLEY e LONGWORT, 1973; CHAPMAN e REMAN, 1993). O peso

molecular (MW) do virus é de 5,5 a 6,2 x ®.@om aproximadamente metade do peso

! Molecular weight(peso molecular) € a massa de uma proteina, $exglntemente expressa em Daltons
(Da). E calculado através da distancia em migragdgel de poliacrilamida.
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dividido em sua massa protéica e outra metade cstmpor seu DNA (HORWITZ et al.,
1996).

O genoma dos parvovirus é constituido por DNA dinale fita simples
(CRAWFORT et al., 1969). Sua extensédo varia enfekdobases (kb) a 5,5 kb, com os
parvovirus autbnomos atingindo as maiores extengdesia polaridade varia de acordo
com a espécie do virus (BATES et al., 1984; COTMQ@REATTERSALL, 1984; SIEGL
et al., 1985). Em suas extremidades (3’ e 5’), ettam-se sequéncias palindrébmicas com
extensao variavel entre 120 e 200 bases que forestnaturas em forma de “T” ou “Y”
(BERNS e HAUSWIRTH, 1983; SHADE et al., 1986). Bststruturas, aparentemente,
apresentam funcdo dprimers (iniciadores) e manutencdo da integridade da porca
terminal do genoma. Na porcéo interna do genontaeséontradas duas extensas fases de
leitura abertas Gpen Reading Frames ORF), situadas uma em cada lado, sem se
sobrepor (Figura 1) (BERNS e LABOW, 1987; BERGER®Nal., 1993). No caso do
parvovirus suino, a ORF situada a esquerda cogifica a proteina ndo-estrutural 1 (NS-1)
e, através dsplicing’, codifica as proteinas NS-2 e NS-3 (BERGERON gt14193). A
proteina NS-1 possui atividade de heliéaseickase e é importante para a replicacdo e
empacotamento viral (NUESCH et al., 1995), contwadioda pode se ligar as proteinas da
célula hospedeira, induzir lise celular e apop(G&RYET et al., 1998; DAEFFLER et al.,
2003). As proteinas NS-2 e NS-3 ainda néo tém fungéhecida, contudo, acredita-se que
estdo igualmente relacionadas a replicacdo visthsEtrés proteinas possuem um Unico
promotor, chamado P4, enquanto as proteinas estigitpossuem o promotor P40
(BERGERON et al., 1993). Este ultimo é respons@eth regulacdo da transcricdo das
proteinas virais 1 e 2 (VP1 e VP2). A VP2 aindafo@émar outra proteina através de
clivagem proteolitica, chamada de VP3 (Figura HRRDISO, 1981). Além destas duas,

outras ORFs pequenas também sdo encontradas erentdife posicoes do genoma,

2 E a por¢éo de um genoma que contenha uma seqidéneigleotideos que potencialmente pode codificar
uma proteina. A sua deteccéo é realizada obsenafas® de leitura que ndo apresenta costms
freqUentes.

% Processo que remove os introns e reune os éxomstela transcricdo do RNA. $plicingapenas ocorre

em células eucariotas e, alguns virus, como o PBd¥em utilizar este mecanismo para aumentar adeatee
de suas proteinas (MISTELI et al., 1997).

* Helicases s&o enzimas que quebram as ligacdemntiegie hidrogénio entre as cadeias de DNA, fazendo
com que estas se separem.

® Nickasessd0 uma nova classe de enzimas, que reconhecemsegiidncia especifica em uma fita dupla de
DNA e clivam apenas uma das fitas de maneira pigrdéada (ZHELEZNAYA et al., 2002).
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inclusive sobrepostas as grandes ORFs (AMAND ¢t1891). A proteina SAT € um
exemplo destas proteinas no PPV, utilizando partendsmo promotor da VP1 e VP2, a
SAT mostrou-se fundamental para a replicacdo ds\ém células (ZADORI et al., 2005).
Em outras espécies da famiftarvoviridag distintas e desconhecidas proteinas estdo sendo
descobertas com o advento de técnicas moleculaisssensiveis (LUO e ASTELL, 1993;
RAAB et al., 2002; ROS et al., 2006). Possivelmentgenoma do PPV ainda apresente

mais funcdes e proteinas a serem descobertas.

DNA fita simples () ) D Q
& oS oS R
= NS-1 — : Fase de
= VP1 g leitura
= P2 ]

Proteinas nao-
estruturais

capsideo

Figura 1. Representacdo da estrutura do genoma do PPVadorgualizacdo das regides
gue codificam as proteinas estruturais e ndo-asaist A fita de DNA estd marcada a cada
1000 nucleotideos.

O capsideo dos parvovirus € uma particula esféoiosada a partir do arranjo das
proteinas VP, que estao repetidas em mais de 6@scipmando uma estrutura de simetria
icosaédrica (CHAPMANN e ROSSMANN, 1993). Estas giwds VP diferem apenas em
sua porcao inicial (amino-terminal) ou em modifid@g que ocorrem apos a tradugéo
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(SIMPSON et al., 2002). O tamanho das proteinas \emtre 80.000 a 86.000 kDa para a
VP1, 64.000 a 75.000 kDa para a VP2 e 60.000 é06XDa para a VP3 (HORWITZ et
al., 1996). Cada uma das 60 coOpias em que asmaeteé agrupam € composta pelo grupo
de aminoacidos comum da posicdo 37 a 584 (carkaxittal) da VP2 (TSAO et al.,
1991). A Unica regido ausente no capsideo € a @dteg@rminal da VP1, porém ainda é
desconhecido como e por que é realizada sua ex(@@d&oe CHAPMAN, 1996). Os
agrupamentos sd0 compostos por oito arranjos ddfdipa bet antiparalelas, conforme
disposto na Figura 2 (ROSSMAN e JOHNSON, 1989; TS&Cal., 1991). A maior
diferenca de outros capsideos é geradalpefs entre a cadeifG epH que tem tamanho
de mais de 200 residuos de aminoéacidos, originanmdoprotuberancia externa na face 3-
fold (LILJAS, 1991).

® Arranjo secundério, onde as cadeias polipeptidieasssociam formando uma estrutura achatadade.rigi
" Projecéo em forma de alca formada por aminoacigs)mente mantida por pontes dissulfeto.
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C

Figura 2. A. Visualizacdo da proteina VP2 através da técneaaidtoon acentuando seus
dominios funcionais. A imagem foi gerada petdftwareCn3D versdo 4.1., com coordenadas
oriundas do banco de dominios “http://www.ncbi.mitm.gov/sites/entrez?db=DomainsB.
Representacado esquematica das subunidades queerorapdarticula viral. O capsideo completo
pode ser composto repetindo a estrutura piramidalezes.C. Visualizacdo das estruturas do
PPV através de cristalografia por difracdo de ¥aiA modelagem da estrutura foi realizada
através do site:_“http://viperdb.scripps.edu/infage.php?VDB="1 Em todas as figuras, Sifold

esta em azul, 8'fold em vermelho e @'fold em verde. A modelagem e detalhes nas ilustracdes
foram realizadas pelo autor desta dissertacao.
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A superficie interna do capsideo de grande parte \dous apresenta varios
aminoacidos basicos, presumivelmente para intexagimt o fosfato da cadeia de DNA
(BAN e MCPHERSON, 1995; XIE e CHAPMAN, 1996). Osngavirus, diferentemente,
apresentam os aminoacidos da superficie internanélontudo, as proteinas destes virus
apresentam muitos residuos basicos entre seus ddtiigacao, resultando em uma relacdo
eletrostatica de grande entafo{8TEITZ et al., 1990). A superficie externa dos/pairus
€ ligeiramente polar, embora apresente uma grandgi@ hidrofébica. A presenca de
hidrofobicidade pode explicar a propensao das pprasea se agruparem e formarem o
capsideo, além de auxiliar na interacdo com merabrdas células e endossomos (XIE e
CHAPMAN, 1996). As estruturas presentes na superfita maioria dos parvovirus
consistem de pequenapikes(protuberancias) na porcaofdd, dimples(depressbes) na
porcéo 2fold e canyons(cilindros circundados de depressdes) na porcidd5TSAO et
al., 1991).

Antes dos parvovirus conseguirem realizar a rapdio e infeccdo, os virus passam
por uma série de interacbes no caminho entre ceolmlular, onde sdo replicados, e a
superficie da célula. A escolha do receptor varikeeos parvovirus e determina a
especificidade com o hospedeiro, tropismo pararigtedos tecidos e pode influenciar a
via endossomal que seré seguida. Todos os pargawifizam receptores que irdo mediar a
realizacdo da endocitose celular e, entre esteptaes, destacam-se certas variedades de
glicoproteinas, glicanos e glicolipideos (HARBINS@Nal., 2008). Entretanto, o receptor
(ou receptores) utilizado pelo PPV ainda néo € eoidl. ApGs a ligacdo com o receptor,
0s virus sdo transportados no interior dos endossaate as proximidades do nucleo
(SEISENBERGER et al.,, 2001; DING et al., 2005). &ne o trajeto, o interior dos
endossomos é submetido a uma reducao de pH, qugares uma modificacao reversivel
no capsideo, favorecendo o escape viral do endas§dhINEN-RANTA et al., 2002;
FARR et al., 2005). Recentemente, foi observado umaeparvovirus similar, o CPV-2,
consegue escapar do endossomo mesmo sem havdicacddi (MANI et al, 2006;
HARBINSON et al., 2008). O mecanismo de escapesériile como realizado pela regiao
da VP1 com a funcéo de fosfolipase @®LA2) (GIROD et al.,, 2002; BLEKER et al.,
2005; GRIEGER et al., 2007). De acordo com estdsalhos, a sequéncia PLA2 altera e

8 Grandeza fisica que representa a energia totaindgistema.
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induz curvaturas na membrana dos endossomos, tarwle a formacdo de poros. O
acesso dos parvovirus até o nucleo ainda ndo éleamente conhecido, mas acredita-se
gue os virus consigam entrar nos microtubulos &edal e, assim, chegar ao nucleo
(VIHINEN-RANTA et al, 2000; KELKAR et al 2006; HIROSUE et al.,, 2007).
Teoricamente, a entrada destes pequenos virusipaderrealizada através do complexo
de poros do nacleo (NPC) de forma passiva e mantendrus intacto (HARBINSON et
al., 2008). Porém, um estudo onde se realizou guiio destes poros revelou que o virus
conseguiu entrar no nucleo da mesma forma, sugedrekisténcia de uma via alternativa
de entrada (COHEN e PANTE, 2005). O mecanismo dogopirus para desnudamento e
entrega do genoma ndo € conhecido, juntamente mgentes que auxiliam este
processo. Entre as teorias, estd o estacionamentapsideo nos NPCs, seguida de uma
simples extrusdo do DNA viral do capsideo dentrandoleo (BARTLETT et al., 2000;
VIHINEN-RANTA et al., 2000; MANI et al., 2006).

Uma vez com 0 genoma posto dentro do nucleo, éacagfb dos parvovirus é
altamente dependente do meio celular em que seneaco Para que a replicacdo possa
ocorrer, a célula necessita estar na fas€ “@& crescimento (RHODE, 1973).
Possivelmente, esta replicacdo nesta fase estdoredda com o requerimento da DNA
polimerase da célula, podendo o virus utilizar @a0@dlimerasen ou s (KOLLECK et al.,
1982). Além da fase “S”, a fase “&1também é utilizada pelo promotor P4 do virus,
transcrevendo proteinas NS e, possivelmente, @egaro nicleo para a replicacao viral
(DELEU et al., 1999).

O modelo de replicagdo dos parvovirus estd baseasa® extremidades
palindrémicas de genoma, que formam hairpin*!, sendo denominadBolling Hairpin
Model (TATTERSALL e WARD, 1976). Neste modelo, a DNA jpotrase se liga ao
hairpin da extremidade 3'OH e sintetiza outra fita comgetar de todo o genoma,
inclusive dohairpin 5’P. Esta regido, na fita recém sintetizada, fieel 3'OH. Apos agéo
de enzima helicase, formara um ndnarpin 3'OH e fornecera outro sitio de ligagcédo para a

° Fase do ciclo celular onde ocorre a replicacaDNé. Nesta fase, as enzimas de replicacéo celstar&o

em maior concentracao, propiciando a replicacaBRid.

10 A fase G1 é caracterizada por expressdo de gesiatese de proteinas. Isto permite a célula pipthdas
as proteinas necessarias para a sintese de DNA.

1 Estrutura formada pelo DNA similar a um grampaadkelo, isto por que as extremidades apresentam
sequéncias palindrémicas que acabam anelando-se.
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DNA polimerase sintetizar nova cOpia do DNA vir&igura 3). O final deste processo
resulta em uma molécula de DNA dupla fita que corgé@atro copias do genoma viral (em
fita simples). A clivagem deste DNA origina quatmléculas contendo o genoma viral,
duas com polaridade positiva e duas negativas,sgaeempacotadas separadamente. No
empacotamento, as proteinas do capsideo podemhemawnohairpin da extremidade
3'OH e empacotar as fitas simples dentro do caps(féILLWAND e HIRT, 1991).
Porém, ainda ndo esta esclarecido como o pequenmpacto capsideo dos parvovirus
consegue armazenar mais de 5 kb de DNA.

O géneraDependovirustambém conhecidos como virus adeno-associado¥)AA
representa uma excec¢ao na replicacdo dos parvolEstess virus, usualmente, necessitam
de uma co-infeccdo com adenovirus ou herpesvimasgaamseguir replicar (CASTO et al.,
1967; BULIER et al.,, 1981; BAUER e MONREAL, 1986Como estes virus nao

apresentam importancia veterinaria, a sua replicaéa sera abordada nesta revisao.
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Figura 3. Esquema representativo da
replicacdo do genoma viral. Adaptado de
Murphy et al. (1999).

2.3 Diagnostico
O diagnoéstico da parvovirose suina pode ser eghliatravés de varias técnicas.

Entre estas, as técnicas soroldgicas obtiveramnuanar importancia devido a dificuldades
na deteccao e isolamento do PPV. Além do que,fescides com virus de campo induzem
altos titulos de anticorpos e resposta prolongadosjentando a eficacia dos métodos
sorolégicos (ROEHE et al., 2007). A técnica deigéib da hemaglutinacdo (HI) para os
parvovirus passou a ser utilizada ap6s 1966, quimdiescoberta a capacidade destes de
aglutinar hemacias de determinadas espécies (BRABKY, 1966). Nos anos seguintes,
o método de HI foi descrito e padronizado por v&@gaatores, podendo ser realizado com
hemécias de cobaios, galinhas, humanos e ratos TGARGHT et al., 1969; FUJISAKI

1975; JOO et al., 1976a). Atualmente, este métedpies sendo utilizado como método
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padréo ouro gtandard para a deteccdo de anticorpos em laboratérioefgeéncia no
Brasil. O teste de ELISA adaptado para o PPV pos$igacia equivalente ao Hi
(HOHDATSU et al., 1988; WESTENBRINK et al., 1988)Jgumas vantagens do ELISA,
como a leitura automatizada, alta reprodutibilidadgossibilidade de vendagem em Kits,
tornam este teste uma boa opcao para o diagn&imddgico, principalmente para a
analise de grande numero de amostras pela agrtilad(®utros métodos soroldgicos
também foram adaptados para o PPV, como a micutiagtdo em tubo (JOO et al.,
1975), imunodifusdo em gel de agar (TOO et al. 3L.98nunofluorescéncia (RIVERA et
al., 1986) e a aglutinagéo rapida em placa (LUl.et2@06). Entretanto nenhuma destas
técnicas conseguiu obter a praticidade ou confidogdl ou ELISA para o PPV.

O isolamento viral pode ser utilizado para o digico devido ao efeito citopatico
gue o virus causa em determinadas células, comasdes intranucleares, nucleo
picnética?, irregularidade no contorno, granulacdes, vacloimplasmaticos, diminuicéo
na velocidade de divisdo e consequente morte ce(MARTWRIGHT et al.,, 1969;
MENGELING, 1972; MIRANDA et al., 1992). O PPV apesesga boa afinidade por células
de testiculo e rim de leitdes ou embrides. Comaltivo celular priméario apresenta maior
risco de contaminagcdo e proporciona um pequeno mirde divisdes celulares, as
linhagens celulares, como a ESK, PK15, SK6, ST, 8BPEV, vém sendo utilizadas com
boa sensibilidade para a replicacéo viral (MENGERJNL972; MIRANDA et al., 1992;
ZIMMERMANN et al., 2006). Entretanto, mesmo em ¢&ude linhagem, a técnica ndo é
muito eficaz devido a baixa infecciosidade do viaupartir de tecidos provenientes de
abortos ou fetos mumificados (ROEHE et al., 20@&tes tecidos abortados, quando
chegam ao laboratério, geralmente, encontram-s®isados, o que dificulta a replicacao
viral. Além disto, o PPV pode necessitar de sutassipassagens até causar efeito
citopatico.

A deteccao direta do PPV pode ser realizada mtintis métodos, baseados em
caracteristicas do fen6tipo ou genoma do virusimdédos da década de 80, a técnica mais
comumente utilizada era a hemaglutinacdo (HA). Assomo o HI, esta técnica esta
baseada na capacidade hemaglutinante do virus (BRAKY, 1966) e, através da

realizacao de diluicdes seriadas pode determitiaulo viral (JOO et al., 1976c). O avancgo

20 nicleo apresenta um volume reduzido, com sumatina condensada.
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nas pesquisas em biologia molecular possibilitaegenvolvimento de métodos baseados
na deteccdo de sequiéncias virais especificas. Meippi método desenvolvido com esta
tecnologia foi a hibridizacdo de &cidos nucléicORAVEERAKUL et al., 1990). Esta
técnica possui boa sensibilidade e especificidaths, possivelmente, a necessidade do
preparo de sondas especificas foi determinantegbeixa difusdo deste método. Por sua
vez, a PCR conseguiu aliar sensibilidade, espetafiie e praticidade. Para a deteccao do
PPV, foram descritas duas técnicas de PCR, umamagrupo americano (MOLITOR et
al., 1991) e outra por um grupo brasileiro (SOAREQI., 1999). Interessantemente, as
duas técnicas apresentam alvos gendmicos bemtosstia americana é projetada para
amplificar a regido correspondente as proteinasevi@uanto a brasileira é projetada para a
regido NS. No Brasil, a técnica estabelecida pelgpa brasileiro € utilizada em
laboratérios de referéncia para a confirmacao deopaose em tecidos fetais.

Atualmente, novos métodos de deteccdo estdo sdemkmvolvidos. A PCR em
tempo real j4 foi adaptada para a deteccdo do PP¥qis grupos de pesquisa (WILHELM
et al.,, 2006 e MCKILLEN et al., 2007). A PCR em panreal, além de poder ser mais
sensivel e especifica do que a PCR convencionakup@omo vantagem adicional a
capacidade de quantificagdo e leitura automatizd@arém, o custo elevado do
equipamento esta retardando sua difusdo no Brdsilla como perspectiva, a técnica de
micro-array*® pode vir a ser utilizada para o diagnéstico pa¥.PA sua vantagem é a
possibilidade de deteccdo simultanea de milharedod®mcas, em um curto espaco de
tempo. Até o momento, os relatos existentes niatitea sobre esté técnica estdo focados
principalmente no proteoma humano, sendo escassdsalbalhos para a detecgédo de
patdégenos de interesse veterinario (JACK et aD82QEBLANC et al., 2008; OJHA e
KOSTRZYNSKA, 2008).

2.4 Epidemiologia
O PPV é considerado um agente disseminado por@dopalacdo suina mundial.

Em paises com extensas areas produtivas, como l,Braucas criacdes podem ser

13 Microarray (traduzida como microarranjo) é uma técnica quenjte medir milhares de parametros
simultaneamente. Consiste em um arranjo pré-defidédseqiiéncias de DNA sensibilizadas sob uma &min
A amostra a ser testada é posta para hibridizarccBINA sensibilizado sob a lamina, podendo a laiger
realizada em leitores a lazer ou leitores de fésfadioativo (conforme a marcagéo de DNA utilizada)
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consideradas livres do virus. Possivelmente, umfatoses que mais contribui para esta
caracteristica é a habilidade do PPV de resistoralicbes adversas fora do hospedeiro. O
virus apresenta capacidade de resistir a grandeg®as de temperatura e a muitos dos
desinfetantes (BROWN, 1981), podendo sobrevivergbérquatro meses em excrecdes e
secrecoes (MENGELING e PAUL, 1986). Devido a estasacteristicas, a transmissao
oronasal é considerada a principal via de infequ@@ animais adultos (MENGELNG,
1999).

Conforme a literatura, a doenca afeta principatmé&meas de primeiro parto, mas
0 virus pode infectar animais de todas as idad€3RNES e COSTA, 2007; ROEHE et
al., 2007). A doenca ocorre quando as fémeas gesexgam baixos titulos de anticorpos
adquirem o virus durante a gestacdo e, como 0 RiPdsenta avidez por células em
divisdo, o feto e o envoltério fetal podem ser giios. Fémeas multiparas apresentam
menores problemas causados pelo virus devido anwd@simento de imunidade ativa
(MENGELING et al., 2000).

A presenca do virus é raramente evidenciada etdesei que sdo considerados
imunes por possuirem anticorpos protetores confP®d adquiridos através do colostro
(MENGELING et al., 2000). Esta imunidade passivaidui progressivamente nos leitdes,
permanecendo por até quatro a seis meses de ifAldL(et al., 1982). Apos o
amadurecimento do sistema imune, 0os animais adquireinidade ativa contra o PPV,
gue, aparentemente, persiste por toda a vida deagrpodendo ser reforgcada por repetidas
exposicdes ao virus de campo (MENGELING et al. 0200

Os efeitos do virus sobre o embrido ou feto estid@ionados com a idade em que a
fémea adquire a infeccdo. Durante o inicio da géstao concepto € protegido pela zona
pelicida impedindo a infeccdo pelo PPV. Ao ingressaestagio de embrido, a infeccéo
pode resultar em morte embrionaria seguida de oeghs fetal. Apds a ossificacdo, que
inicia em torno do 35° dia de gestacéo, a infedghéeto pelo PPV igualmente ocasiona a
morte, mas a reabsor¢cdo é impedida pelo esqueédoltado em mumificacdo fetal. A
partir do periodo em que o feto torna-se imunocdemte, por volta dos 70 dias de
gestacdo, ele é capaz de produzir anticorpos pprisobreviver a infeccdo (JOO et al.,
1976b; MENGELING e CUTLIP 1976). Outra possibili@adara a baixa infectividade do

PPV em fetos no ultimo terco da gestacdo seriarmereor atividade de mitose, resultando
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em maiores dificuldades para a replicacdo do VfMENGELING et al., 2000). Em
condi¢bes experimentais, inoculando fémeas comrus \durante o inicio da gestacéo,
alguns neonatos sobreviventes apresentavam viomdo sem apresentar anticorpos,
sugerindo neste caso uma reacao de imunotoler@@BRTWRIGHT et al., 1971). Porém,

a presencga de animais imunotolerantes € extremamara, com poucos casos de campo
conhecidos (JONHSON et al., 1976; MENGELING, 1999).

Os machos reprodutores podem desempenhar um papgbrtante na
epidemiologia viral. O virus, em infec¢Bes agudasxcretado por varias vias, incluindo o
sémen, o que ja foi evidenciado de forma experiateat natural (MCADARAGH e
ANDERSON, 1975; GRADIL et al., 1990). Em traballomsnm inoculacdo experimental do
PPV em machos reprodutores, foi possivel o isolémneinal a partir do testiculo e de
linfonodos escrotais, indicando a susceptibilidad®mnseqiente transmisséo do virus pelo
sémen (LUCAS et al., 1974; MENGELING et al., 200BEssalta-se que ainda faltam
estudos que utilizem técnicas mais sensiveis pasatidjcar a incidéncia de PPV em
machos e identificar sua importancia.

O PPV também pode ser encontrado em outras espgui®ais. Em javalisSus
scrofg, varios estudos sorologicos evidenciaram o contaim este virus, atraves da
deteccdo de anticorpos (NEW et al., 1994; VICENTEI¢ 2002; VENGUST et al., 2006;
FENATI et al, 2009). Curiosamente, sorologia pwaitpara PPV foi encontrada em uma
populacdo recém descoberta de javalis e distantailes animais, bem como em javalis
africanos Phacochoerus aethiopicysindicando que o virus consegue replicar nestes
animais, contudo em nenhum destes casos o virisofado ou caracterizado (THOMSON
e PEENZE, 1980; GIPSON et al., 1999).

2.5 Sinais clinicos
A manifestacdo clinica observada decorrente dec@dd pelo PPV séo falhas

reprodutivas, principalmente em nuliparas (MENGEEIMt al., 2000). As manifestacdes
estdo diretamente relacionadas com o periodo gaséhem que a fémea foi infectada. As
fémeas podem apresentar retorno ao estro, abor@anieixo nimero de leitdes ao parto,
fetos mumificados e natimortos (GILLICK, 1970; DONBSON-WOOD et al., 1976,

MENGELING, 1999). O unico sinal que pode ser ob&eel na fémea € uma reducdo em
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sua cintura, quando os fetos morrem na ultima reedadgestacéo e seus fluidos passam a
ser reabsorvidos (MENGELING, 1999). Na granja, isiiiaportantes para identificacéo de
parvovirose sao atrasos na paricdo e periodos patres prolongados (MENGELING et
al., 2000).

O PPV ainda foi isolado e relacionado a outrosisiclinicos. Entre estes estdo o
isolamento do virus de pulmdes de suinos com pneaniDARBYSHIRE e ROBERTS,
1968), o isolamento na regido dos turbinados emosuiom rinite (MENGELING, 1972),
isolamento em animais com diarréia (DEA et al., 5198ASUHARA et al, 1989) e
isolados a partir de lesdes cutaneas (KRESSE, di9@5; CHOI et al., 1987; WHITAKER
et al., 1990; LAGER e MENGELING, 1994). A Gnica@éncia de replicacdo viral em um
destes tecidos foi encontrada em células epitediiiadas na cripta do intestino, através da
microscopia eletrénica. Neste trabalho, o virus afmesentou afinidade por anticorpos
especificos para PPV, sendo sugerido pelo autor egie parvovirus poderia ter
caracteristicas antigénicas distintas do PPV (DUHAMet al., 1991). E importante
ressaltar que a maioria destes achados sédo evealados, podendo ser apenas achados
acidentais.

2.6 Patogenia
A patogenia do PPV em fémeas esta principalmestacionada com sua

capacidade de infeccdo do feto (MENGELING et &0®. Ainda ndo esta claro como o
virus consegue ultrapassar a barreira transpla@ntgie separa a circulacdo materna da
circulagéo fetal (WILHELM et al., 2005). Os suinagresentam placenta epitélio-corial,
onde o trofodermd fetal estd em contato com o epitélio uterino. Amtbormam
microvilos, que se interdigitam resultando em umgpla area para difusdo de substéancias
(MIGLINO et al., 2001). As células que formam estamadas estdo intimamente ligadas
por juncdes que ndo permitem a passagem de peguatasulas, como por exemplo, 0s
anticorpos (WILHELM et al., 2005). Acredita-se gaigpassagem do virus da mée para o
feto poderia ser realizada através de fluidos saegs ou linfaticos, células, como
linfécitos e macrofagos, ou por replicacdo progvasatraves dos tecidos que isolam o feto
(MENGELING et al., 2000). Fisicamente, devido aa smmanho, o PPV ndo conseguiria

140 trofoderma é a camada externa de células dbis®, formara a placenta e outros anexos.
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ultrapassar esta barreira sem auxilio, emborantecente, observou-se que fetos com
menor desenvolvimento fazem com que suas placeofssm um alargamento entre as
juncbes celulares, permitindo maior passagem deentgs e moléculas (VALLET e
FREKING, 2007). A passagem por replicacdes sucassitravés das camadas placentarias
€ improvavel devido a auséncia do virus em men8asagealizadas nestas camadas
(MENGELING et al., 1978). Foi observado que linfosi fetais podem estar presentes na
circulacdo da mae (RUDEK e KWIATKOWSKA, 1983). Pestmente, a passagem das
células do sistema imune seja utilizada pelo ydara atingir o feto. Embora a replicacao
viral em macréfagos nunca foi observada, trabatbtstam que mondcitos periféricos e
macrofagos fagocitam o virus, podendo permanecer aoparticula viral por longos
periodos (PAUL et al., 1979; KRAKOWKA et al., 200@) presenca do virus em tecidos
linféides de animais adultos também tem sido diesaréforgcando esta teoria (LUCAS et
al., 1974; MENGELING et al., 2000).

Quando o virus atinge o embrido ou o feto, enaamtn ambiente favoravel para se
replicar devido a alta taxa de mitose que a maug&tes tecidos apresenta. Examinando a
distribuicdo do PPV em diferentes tecidos fetaisyirus foi encontrado no intestino,
coracdo, figado, pulméo, rim, bago, timo, gbnadarebro (ORAVEERAKUL et al.,
1993; WILHELM et al.,, 2005). Foi observado que &pas de PPV mais virulentas
apresentam maior concentracdo e maior difusdo @stréecidos, porém sem maiores
predilecbes definidas por determinados tecidosu¢gig) (WILHELM et al., 2005). Por
outro lado, em trabalho recente realizado no Brésilobservada, através de PCR, uma
maior incidéncia de PPV no pulméo e coracao des fietomificados (WOLF et al., 2008).
Acredita-se que a morte do embrido ou feto ocoeredd a replicacéo viral nos tecidos do
concepto (MENGELING et al., 2000), embora maioretalthes sobre a patogenia viral

ainda néo foram esclarecidos.
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Figura 4. Fetos apoés infec¢do experimental com duas cep®PW.A: Cepa
PPV27a, relacionada a alta viruléncia na Alemaria.Cepa NADL-2,
considerada de baixa viruléncia. FEmeas gestaatasfinoculadas com os
virus aos 40 dias e os fetos foram retirados aaie80de gestacdo. Adaptado
de Zeeuw (2006).

A presenca de lesdes microscopicas ou macrossdpaasionadas pelo PPV néo
foi descrita em animais adultos ndo-gestantes (MENSG, 1999). Em gestantes, as
lesbes microscopicas caracterizam-se por acumulo célelas mononucleares no
endométrio, lamina prépria e miométrio, podendaredispersas ou adjacentes aos vasos.
A presenca de infiltrados linfocitarios no cérebecoyrdide do olho e medula espinhal
também foi evidenciada nestes animais. (HOGG et18l/7; LENGHAUS, 1978). Em
neonatos, o PPV pode afetar o coracéo, ocasionammardite ndo-supurativa (BOLT et
al., 1997).

As lesdes macroscopicas em embrides sdo a magtédaela reabsorcao de fluidos
e tecidos moles e, possivelmente, microscopicamastéesdes sejam a necrose e dano
vascular. Ja no feto, as lesdes macroscopicasesdaspde condicao corporal, congestao,
edema, hemorragia e acumulo de liquido sanguirmlemt cavidades corpéreas. Apés a
morte do feto, ocorre uma descoloracdo da peldtaesel da hemorragia, dando ao feto
uma tonalidade escura. A desidratacdo dos tecilas & mumificacdo (MENGELING,
1999). As lesBes microscopicas consistem em neccefidar em diversos tecidos,
inflamacéo e infiltragdo de células mononucleal€J et al., 1977; LENGHAUS, 1978).
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2.7 Relagédo com o sistema imune do hospedeiro
A capacidade do parvovirus suino de ocasionar $esét@ intimamente relacionada

ao sistema imune de seu hospedeiro. A primeirasde&fae o sistema imune utiliza contra o
PPV séo barreiras fisicas, quimicas e microbiaR3TH, 1999). As defesas fisicas
incluem o processo de autolimpeza, tosse, espifiaxe de muco no trato respiratério e
diarréia e vomito no trato gastro-intestinal. Asremas quimicas incluem o pH &cido do
trato intestinal e uma série de enzimas em ambosrabgs. Por Gltimo, a barreira
microbiana esta presente no intestino e no mucdrato respiratério (ROTH, 1999,
TIZARD, 2002). Possivelmente, por apresentar umsickgm simples e compacto
(CHAPMANN e ROSSMANN, 1993), capaz de suportarraltées bruscas de temperatura
e pH (CARTWRIGHT et al., 1969; MENGELING, 1972; MONROTO et al., 1972), o
PPV consiga ultrapassar esta primeira barreirafegsitidade. O concepto ainda apresenta
uma protecao fisica a mais do que o leitdo oumosadulto, ja que, para infecta-lo, o virus
terd que ultrapassar a barreira placentéria.

Apés o primeiro contato com o agente, quando oponeinfeccdes, o sistema de
resposta imunoadquirido passa a ter importancidDid A£R-MIKKELSEN e NIELSEN,
2002). Este sistema de resposta € estimulado pgtopep que se ligam a receptores
especificos nos linfécitos T ou células T. Para goerra esta ligacdo, a célula infectada
deve processar o antigeno e apresenta-lo atravésHd de classe | (MORON et al.,
2003). Entre as células efetivas e importantes papgiocessamento do antigeno estdo
células B, macrofagos e, por fim, as células déndsi que sdo descritas como as mais
eficientes para capturar e processar particul&Pde(MORON et al., 2002). As células T
citotoxicas (CD8) reconhecem estes antigenos processados e regadendo controle
sobre a infeccao viral através da liberacdo deosiimas (RUEDA et al., 2004), impedindo
a disseminacdo de células infectadas. Ressaltaesa qmunologia celular € uma area que
ganhou importancia nos ultimos anos com o deseimehto de técnicas mais sensiveis e,
provavelmente, podera evoluir na compreensdo dg&delentre a parvovirose suina e o
sistema imune do hospedeiro.

A forma mais conhecida de defesa do sistema imongaco PPV é através do
desenvolvimento de anticorpos especificos paraus.viEsta imunidade ativa é associada a

altos titulos de anticorpos contra PPV, maiores 8b6é quando mensurados por Hl
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(JOHNSON et al., 1976). Os titulos de anticorpauzidos pelo PPV, além de altos, sé&o

duradouros, podendo ser utilizados para o monitendaonde rebanhos.

2.8 Sorologia
A mensuracao dos titulos sorolégicos de anticogawa PPV iniciou nos anos 70,

com a padronizagao da técnica de HI (JOO et ar6dp Os estudos realizados passaram a
observar presenca de titulos elevados, com umeaedga bem demarcada de acordo com a
faixa etaria dos animais (Tabela 1). Foi evidenzigde animais jovens, abaixo de seis
meses, apresentavam titulos baixos (supostamenotedos da imunidade passiva) e, apos
este periodo, quase todos os animais estudadd0(85) apresentavam titulos acima de
256 (oriundos da imunidade ativa) (JOHNSON et 4B76). Desta forma, ficou
evidenciado o carater ubiquitario do virus, assiom@ sua ampla capacidade de

disseminacao dentro de uma granja.

L2 2048 =
=
+ 1024
512
256 -
128 =
64 =
324
L] L] L] | 1 L] L] L] ] L] 1 L] L]
i 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M1 12 13 14 15 16 més
mat. creche terminacgao 1° gestagao 2° gestacgdo

Figura 5. Grafico demonstrando a imunidade ofertada porcaros em relacdo a
categoria. As setas vermelhas (com inscricdo “YJiingicam possiveis contatos com virus
de campo. Adaptado de Johnson et al. (1976).

A partir do uso da vacina em quase todas as gramjagerpretacdo do titulo de
anticorpos passou a ser uma pratica dificil. Egufle realizaram a verificagdo soroldgica

de PPV em plantéis passaram a relatar a presengaudé@ade na maioria dos animais
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(como esperado apos a vacinacgdo), entretanto, taralgresenca de titulos altos e muitas
vezes heterogéneos passou a ser observada (ORAWA#NREI., 2005; ORAVAINEN et
al., 2006).

A distincdo entre titulos de anticorpos vacinaigriendos de desafios de campo
poderia ser realizada através do nivel de antisprpor que a estimulacdo humoral
realizada pelas vacinas geralmente ndo excedestitie 512 em HI (ORAVAINEN et al.,
2006). Entretanto, a impossibilidade de diferenaraticorpos estimulados por vacinas de
uma resposta estimulada por virus circulantesajuoahte com a falta de uniformizacéo de
métodos soroldgicos, dificultam este tipo de apalis

Devido a isto, informacdes sobre as perdas repradutia granja e diagnostico por
deteccdo direta passaram a ser necessarios (ORAMMEY al., 2005). Além disto, quando
apenas fémeas nuliparas sédo vacinadas, ou entacinacao é irregular, a propor¢cédo de
fémeas multiparas susceptiveis a infeccdo aumeri@dugmente (HUYSMAN et al.,
1992).

No Brasil, ja foram realizados levantamentos s@iclis em criacdes comerciais
antes da introducdo da vacina (GOUVEIA et al., 1384pds seu uso (LOBATO et al.,
1989; LOBATO, 1992; BARTHASSON et al., 2006; PIMERNI et al., 2006) e em
criacdes rusticas para fins de subsisténcia (RODIEIG et al.,, 2003). Em todos os
trabalhos, foram observadas elevadas porcentagems adimais com titulos
heterogéneos.anti-PPV. Assim como em relatos dephaises, a maioria destes estudos
soroldgicos ndo apresenta outros parametros rejprodutornando uma avaliacdo sobre a

vacina ou cepas de campo circulantes dificil deesdizada.

2.9 Deteccéo direta
Diferentemente da deteccao indireta, através deagpa, a deteccao direta do PPV

poderia fornecer a comprovagdo de que o virusreplcando no hospedeiro, podendo
levar a perdas reprodutivas. Tradicionalmente, éstealizada através da técnica de
isolamento viral (LESLIE-STEEN e KIRKBRIDE, 1983)da PCR (MORENO et al.,

2007; PESCADOR et al., 2007; WOLF et al., 2008)teaidos oriundos de abortamentos.
Estes trabalhos relatam presenca de positividatteneamente variada neste material,

variando entre 5% a 95% conforme o trabalho. Apésautilizarem técnicas sensiveis
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como a PCR ou a nested-PCR, uma reacao de autobstecidos fetais poderia degradar

as particulas virais, mascarando os resultados.

2.10 Associagcao com outros agentes
A emergéncia de novos virus, como o circoviruaatipo 2 (PCV2) e o virus da

sindrome reprodutiva e respiratéria suina (PRR8®sionou grandes perdas econémicas
para a suinocultura (ALBINA, 1997; TOMAS et al., (®). Devido a capacidade
imunodepressora destes virus (DREW, 2000; SEGALltES,e2004), a infecgdo associada
a outros patogenos, entre eles o parvovirus sténosido verificada por diversos autores.

O PCV2 é considerado o principal agente assocéa@indrome da Refugagem
Multissistémica do Suino (PMWS) (MEEHAN et al., 898MOROZOV et al., 1998). Esta
sindrome afeta principalmente leitbes desmamadasjanando perda progressiva de peso,
deficiéncia respiratoria e, ocasionalmente, lesdespele (HARDING, 1996). Estudos
experimentais realizados com a finalidade de remiodh PMWS tém demonstrado que o
PCV2 é fundamental para o desenvolvimento da simelrporém acredita-se que outros
agentes infecciosos sejam necessarios (ALLAN et1899; KENNEDY et al., 2000;
CASTRO et al., 2007). Entre os agentes associalas e PPV, PRRSV, torque teno virus
(TTV), virus da influenza suina, coronavirus e &aas, comoHaemophilus parasujs
Actinobacilus pleuropneumoniag8treptococcus suis Mycoplasma hyopneumonidkiM
e LYOO, 2002; KRAKOWKA et al., 2000; PALLARES et.aR002; KEKARAINEN et
al., 2006; CASTRO et al., 2007; DORR et al., 2000. PPV, em inoculacdes
experimentais, potencializou a acdo do PCV2, onasdo a PMWS com uma maior
intensidade (ALLAN et al., 1999; KENNEDY et al., @). Apesar destas pesquisas, 0
principal agente associado ao PCV2 ainda néo tmigddo, sendo que, recentemente, 0
TTV tem sido apontado como um provavel co-fatoagaPMWS (KEKARAINEN et al.,
2006).

Diferentemente do PCV2, o PRRSV ¢ capaz de pimodwindrome PRRS mesmo
sem outros agentes associados (DEA et al., 199RIEHANSON et al., 1993; ROSSOW
et al.,, 1994). A sindrome causa principalmente enay abortos (no terco final da
gestacdo), natimortos e neonatos fracos (CHRISTBNSt al., 1993; MENGELING et

al., 2000). O virus possui elevada capacidade ioepressora, favorecendo a infeccao por
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agentes secundarios, corRasteurella multocidaHaemophilus parasuis Streptococcus
suis (DONE e PATON, 1995). Assim como o PRRSV, o PPmkém causa falhas
reprodutivas, seria esperado que este consegeissmeficiar da imunodepressao ocorrida
na PRRS. Entretanto, até o momento, os estudozadas ndo comprovaram qualquer
relacdo positiva entre o PPV e o PRRSV em falha®daitivas (QUINTANA et al., 2001,
LAROCHELLE et al., 2003; RITZMANN et al., 2005).

2.11 Variabilidade genética em virusssDNA e no parvovirus suino
Em geral, acreditava-se que virus com genomas astogppor DNA ndo possuiam

maior variabilidade do que genes eucariotos (FLBTal., 2000; VILLARREAL e DE
FILIPPIS, 2001), de modo que o estudo da varicdaliédgenética ndo seria uma area de
importancia no controle e prevencéo de doencasidasgor estes virus (LOPEZ-BUENO
et al., 2006). Esta idéia foi inicialmente consteuporque, em grande parte, estes virus
utilizam o complexo de polimerase celular, que gazade manter alta fidelidade devido a
um mecanismo de reparacdo de erros (ECHOLS e GOQDMAR91), possibilitando
baixas taxas de mutacdo (substituicdo de nucleoiide etapa de replicacdo) em genes
celulares de 18 a 10° (DRAKE, 1991). Em contrapartida, 0s virus com gea@omposto
por RNA, por ndo possuirem sistemas de reparac@orde apresentam taxas de mutacao
variando entre ID a 10° (DRAKE, 1993), conforme a adaptacdo populacional ao
hospedeiro (LOPEZ-BUENO et al., 2006).

Até poucos anos atras, o conhecimento sobre camuugagdes ocorriam em virus
estava restrito a erros na polimerase, modificagdesucleotideos causadas por enzimas
celulares e introducao de insercdes ou delecbereplhcacdo e recombinacdo (DUFFY et
al., 2008). Entretanto, estudosvivo sobre a dindmica das mutacdes revelaram a exeténc
de fatores adicionais, como oxidacdo, metilatd@le bases e desaminatédaue podem
afetar as taxas de mutacdo (FREDERICO et al., I9B&KE, 1993; XIA e YUEN, 2005;
DUFFY et al.,, 2008). Alguns destes fatores, comdeaaminacdo, podem ocorrer por
inducdo quimica ou ao acaso, principalmente afetanldNA se 0 seu genoma permanecer
por mais tempo sob forma de fita simples (FREDER&E@I., 1990; XIA e YUEN, 2005).

15 Metilac&o é o termo utilizado para denominar asstbicdo de um &tomo de hidrogénio por um grupo
metila.
6 Mudanca de uma base normal (A, C, T ou G) parahasa atipica.



34

Neste contexto, estudos envolvendo mutacoesialA passaram a ser realizados,
evidenciando taxas de mutacdo de afé (Fgura 5) (RANEY et al., 2004). Acredita-se
gue esta alta taxa de mutacao, similar a virus A&, Reja mais evidente em virus com
tamanho genémico menor que 13 kb (DUFFY et al.820bmo os parvovirus.

Os parvovirus de carnivoros possibilitaram o pnimeelato bem documentado
sobre a evolucao de virus sk®NA (DUFFY et al., 2008), através da evolucado e amge
de hospedeiro do virus da panleucopenia felina JfRRWa o parvovirus canino (CPV-2)
(LOPEZ-BUENO et al., 2006). A base desta mudan¢a fadaptacdo do FPV aos caes
através da troca de varios aminoéacidos nas preteimaapsideo (HUEFFER e PARRISH,
2003). Acredita-se que a emergéncia e adaptac&P¥62 ocorreram entre 1968 e 1978,
atingindo uma taxa de substituicdo de 7,1 X° Ifucleotideos por sitio por ano
(SHACKELTON et al., 2005). Apds adaptado em sewrtmspedeiro, o CPV-2 continuou
a sofrer substituicbes em seus nucleotideos, andm os tipos 2a, 2b (PARRISH et al.,
1985; PARRISH et al., 1988) e 2c (Anexo 1). Atuaittee informacdes genéticas sobre os
parvovirus autbnomos estdo disponiveis para amnsostodadas de distintos hospedeiros,
entre eles bovinos, carnivoros, humanos, mart&slores e suinos, apresentando niveis
distintos de mutacdes para cada um deles (BUONAVIAGL al., 2001; BADGETT et al.,
2002; SOARES et al., 2003; MANNING et al., 2007; BP3YAN et al., 2007,
KNUUTTILA et al., 2009; LOPEZ-BUENO et al., 2008).
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Taxa de mutagdo (mutagdo/sitio/replicagido)

| Retro |

J
| ssDNA | [dsDNA]

1 |
10° 10~ 104

[ DNA I dsDNA |
| SSRNA- J
| Retro |

Taxa de substituicio (substituigio/sitiofano)

Figura 6. Comparacao entre taxas de mutacdo (acima) eitsigists em virus (abaixo),
adaptado de Duffy et al. (2008). A delimitacdo ddacgrupo viral foi realizada através dos
valores extremos encontrados no célculo dos valtgesubstituicdo ou mutacao. Os virus
utilizados para compor o célculo foram: virus danwdeficiéncia humana tipo Istmian
foamy virus(retrovirus), virus da estomatite vesicular suéndissavirus de morcegos
europeu $RNA), parvovirus canino e virus do caracol da fodraarela $DNA) e
papilomavirus BK e herpesvirussDNA).

Em suinos, foram realizados dois estudos avaliand@riabilidade genética de
amostras circulantes de PPV. O primeiro foi redlizeom amostras brasileiras, dos estados
de Goias, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina ®&4#o, evidenciando que as amostras
se dividiam em dois grupos filogenéticos distinfosrém ainda com subdivisdes internas
(SOARES et al., 2003). O segundo foi realizado @mwostras isoladas na Alemanha e,
igualmente, foi identificada a presenca de doigpagsufilogenéticos distintos (Figura 6).
Conforme os autores, o estudo demonstrou que oé&g&heticamente mais variavel do
gue previamente se pressupunha (ZIMMERMANN e8i06).
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Figura 7. Visualizacdo das arvores filogenéticas de PP\bmnados nos trabalhos de
Soares et al. (2003A] e Zimmermann et al. (2006B). As arvores foram construidas
pelos referidos autores através da analise dosodnidos, utilizando o métodnaximum-
parcimony Os distintos grupos obtidos em cada trabalhcoedt&tacados (azul e lilas),
assim como as cepas Kresse e NADL-2 (pontilhaddeyer

A significancia epidemiolégica destas mutacbeslestiuicbes no PPV foi mais
bem compreendida em estudo que seqiienciou e anasadiferencas entre a cepa
patogénica Kresse e a pouco patogénica NADL-2 (BEHRGN et al., 1996). Neste
trabalho, foi observado que as regides nao codiésado genoma de ambas as cepas eram
praticamente idénticas. A regido de proteinas N®saptou apenas algumas variagoes,
embora todas silenciosas. Por sua vez, a regidgmdsinas VP apresentou maiores
variacdes (oito), sendo seis modificacdes queaaiten o aminoacido (A-92-R, 1-215
(378)~T, D-378 (528)->G, H-383 (533}»Q, S-436 (586)P e R-565 (6274»K). Outros
autores, estudando o tropismo de cepas de CPV, &PRIWWM, verificaram que estes
possuem regides imunodominantes situadas nas mastelo capsideo (PARRISH e
CARMICHAEL, 1986; GARDINER et aJ 1988; PARRISH, 1991; TSAO et al., 1991,
ETINGOV et al., 2008). Ao extrapolar a estrutuiditnensional das proteinas do capsideo

do PPV, com os virus acima referidos, foi observade a modificacdo D-378G esta

" Numerac&o dos aminoécidos da proteina VP2 de @cord Bergeron et al. (1996). Em parénteses esta a
numeracao de acordo com a proteina VP1 para damla si



37

proxima a base do vértice triplo, enquanto qued&€s-~P esta no topo do mesmo vértice.
As modificacbes 1-215T, H-383-Q e R-565-K estdo no vértice duplo, podendo ser
potencialmente importantes por possuirem residesponsaveis pela resposta do
hospedeiro e hemaglutinacao (Figura 7) (BERGERG/H. £1996).

3

Figura 8. Mapa dos aminoacidos de superficie (215, 383,e48365) em uma
unidade do capsideo icosaédrico. Adaptado de Bmrget al. (1996).
Numeracao conforme a proteina VP2.

Nos estudos acima referidos, a observacédo desies&uitos e a predi¢cdo de sua
importancia para a patogenia do virus haviam skdtizadasn silico. Recentemente, foi
realizado um estudo inoculando cepas de PPV enagasir em distintos grupos
flogenéticos em fémeas gestantes (Figura 6, quBjlrd-oi observado que amostras do
grupo composto por novas cepas da Alemanha apaggenimaior viruléncia, com uma
maior patogenia e disseminacdo entre os fetos (XEEY al., 2007). O autor ainda

realizou um estudo com neutralizacdo cruzada eramseque as substituicdbes dos
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aminoacidos de superficie (descritos acima) dimamuisignificativamente a afinidade dos
anticorpos.

Como relatado, o esclarecimento da viruléncia dd,RBb o ponto de vista de seu
genoma, nao foi completamente obtido. Alguns astoztataram sobre a possibilidade de
qgue uma regido repetida de 127 nucleotideos p@&ssa sesponsavel pela viruléncia do
virus (SIMPSON et al., 2002; SOARES et al., 20@8)pora outros autores relatem que
esta regido n&o alterou a viruléncia das amosstasl@&las por eles (ZEEUW et al., 2007).
Apesar de poucos estudos vivo realizados até o momento, é muito provavel que os
aminoacidos de superficie desempenhem papel fumdahma viruléncia do PPV e na sua

adaptac&o ao hospedeiro.

2.12 Controle da parvovirose
Até o presente momento ndo existe tratamento HEpe@ara a parvovirose.

Medidas gerais de manejo dirigidas a promover umm lestado sanitario do rebanho,
devem ser adotadas (MENGELING, 1999; ROEHE eRfD,7). Dentre estas, a vacinacao
€ a principal medida a ser adotada, cujo objetiesténular a imunidade do plantel para
evitar a infecgdo dos embrides ou fetos (ROEHR €2@07).

Antes do advento da vacinacao, utilizava-se a ¢aaefeed-backpara controle da
parvovirose. Esta técnica procura estabelecer unfacgdo natural das leitoas
aproximadamente um més antes da primeira cobeAuraunizacéo era realizada através
do contato direto com porcas do plantel ou pelagigfo as fezes, restos de placenta e
fetos mumificados. @eed-backdeixou de ser utilizado por apresentar um altooripois
pode infectar animais susceptiveis com outras @Gmede impacto econbmico sobre a
reproducédo (ROEHE et al., 2007).

As primeiras vacinas desenvolvidas, ainda duraxié&cada de 70, foram feitas com
0 virus inativado (SUZUKI e FUJISAKI, 1976; JOO@HNSON, 1977; MENGELING et
al., 1979). Nos anos posteriores, a cepa poucog@aita NADL-2 passou a ser
amplamente utilizada para a elaboracdo da vacaiwvada (ZEEUW et al., 2007), embora,
na atualidade, as cepas virais utilizadas pela esaprfarmacéuticas sdo consideradas um
segredo comercial e had poucas informagfes pubBcadada assim, as mudancas

ocorridas na tecnologia para obtencdo do antigaatiyantes, adjuvantes e conservantes
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nas vacinas inativadas, possivelmente, sejam asipais modificacdes realizadas nas
vacinas disponiveis (WRATHALL et al., 1984; MOLITO& al., 1985; GESTIN et al.,
1998; ROIC et al., 2006).

Outros tipos de vacinas ja foram testados expetaimaente, como particulas
recombinantes do tiparus-like particles(VLP) (MARTINEZ et al., 1992; MARANGA et
al., 2002; PAN et al., 2008), expressao leaatobacillus casetarreadores de proteinas do
capsideo do PPV (YIGANG e YIJING, 2008), uso dasida doenca de Aujeszky como
vetor para expressao do PPV (WU et al., 2006)avésrde atenuacao viral (FUJISAKI et
al., 1982; PAUL e MENGELING, 1984; IZUMIDA et al1986). Apesar dos resultados
obtidos nestes estudos, a vacina inativada contreex largamente utilizada devido a sua
maior margem de seguranca e, provavelmente, poresagpfarmacéuticas nao investirem
em novas vacinas para o PPV.

Os programas de vacinagdo utilizados nas grargaanw conforme a categoria
animal. As leitoas de reposicdo recebem a prindise da vacina aos 170-180 dias de
idade, ou 30 dias antes da cobertura. A segundaé&ass 190-200, ou quinze dias apos a
primeira dose. As porcas recebem a vacina de dpanae dias apés cada parto. E por
ultimo, os machos séo vacinados de cinco a seisrsgnantes de serem utilizados na
primeira cobertura, com uma segunda dose de dezinzegdias apds. A partir deste
momento, deveriam ser vacinados anualmente (ROEHE 2007).

Tradicionalmente, a adocdo de um bom programa cdi@agio é considerada uma
forma eficaz de controle da parvovirose suina (MENIBIG, 1999; ROEHE et al., 2007).
Entretanto, em estudo verificando a atividade deérakzacdo gerada por cepas vacinais,
foi observado que estas ndo conseguiram geraridagdacneutralizante completa frente a
novas cepas circulantes na Europa (ZEEUW et ai7RMAs cepas vacinais do referido
estudo sdo utilizadas ha mais de 30 anos na Eupopilendo ndo gerar mais atividade

neutralizante completa frente as novas variantggéuicas.

2.13 Existéncia de distintos parvovirus no suino
Em outras espécies animais, como seres humanagrimos, 0S parvovirus estao

presentes através de dois ou mais géneros (APPEL,et979; SHADE et al., 1986;
CARMICHAEL et al., 1994; HOKYNAR et al., 2002; NGUEN et al., 2002; JONES et
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al., 2005). Em suinos, apenas um género de pango@icomumente conhecido, entretanto,
técnicas moleculares possibilitaram a identificaggéonovos parvovirus. Ha alguns anos,
durante uma tentativa de identificar um virus dagpatiee E, foi identificado,
acidentalmente, um novo parvovirus em soros deosuffenominado parvovirus suino 2
(PPV2) (HIJISATA et al., 2001). Recentemente, ed72@utro parvovirus foi identificado
no soro de suinos, sendo, por sua vez, nominadavhrak suino (LAU et al., 2008). Estes
dois novos parvovirus apresentam genomas que d@gigeneticamente distantes do
parvovirus suino previamente descrito (Figura &) isto foram considerados como
representantes de outro género dentro da faRéiaoviridae que possivelmente nédo se
originou do PPV.

Até o momento, a identificacdo e caracterizacastedevirus foram realizadas
exclusivamente através de seu DNA. Novos estudesvando propriedades biogquimicas,
sorolégicas, infecciosas e patogénicas ainda nenessser realizados para

compreendermos a natureza destes virus.

578847 Silkworm pano-like virus o

I
1] — 144978 Parasrus suino cepa KRESSE 6;{5
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Figura 9. Analise filogenética do genoma completo das segjdé do hokovirus suino,
parvovirus suino 2 (PPV2) e demais géneros repeedes da subfamiliarvovirinae
(acesso GenBank e nome da espécie). A sequénsimvdemn parvo like virugoi utilizada
como outgroup A arvore foi construida com o método Maximum aony, com 1000
repetices, atraves doftwareMega 4.0 (http://www.megasoftware.net/fixed butmslh
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TRABALHO 1

Evaluation of porcine parvovirus in serum from piglets and pregnant sows
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Abstract
Porcine parvovirus (PPV) is a widespread DNA vitligt causes reproductive failure in

swine. The aim of the present study was to invastighe presence of PPV in serum of
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nursery piglets (healthy n=191 and attrition n=188y regularly vaccinated sows (with
different parity orders [PO] n=129), collected fraiifferent herds. Altogether, 452 animals
were sampled in 27 herds from 16 municipalitieg there owned by five companies. All

samples were analyzed by nested-PCR and the sawipksvs were also evaluated by
Hemagglutination Inhibition (HI). PPV DNA was deted through nested-PCR in healthy
piglets (15.7%), attrition piglets (18.2%) and sof@3.8%). The fourth PO presented the
higher number of positive samples. Fifteen munidipa had at least one positive sample
and four companies had positive animals. The sgyostiowed that 84.7% of the sows had
detectable antibodies and the sows from the fde@hhad the higher mean titer to PPV. In
the present study, an unexpected high level of BBMction was found in serum from

nursery piglets and vaccinated sows. This findiogla@ indicate that PPV is circulating in

different swine production categories irrespectiéhe antibody titers.

Keywords: Porcine parvovirus, PPV, PCR, swine, 0eis

1. Introduction

Porcine parvovirus (PPV) is considered an importanise of reproductive failure
in swine. Clinical signs characterized by fetalthleamummification, stillbirths and delayed
return to estrus are commonly associated with R#&ttion in a herd (Mengeling et al.,
2000). In the last few years, there was evidenhecetnergence and spread of new viruses
causing reproductive disorders; however, the PPmanmes an important pathogenic
infectious viral agent in porcine fetal death (Wetfal., 2008).

For having diffuse epitheliochorial placentae, thain protections for piglets are

the immunoglobulins acquired through colostrum (Beuet al., 1974). The protection
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offered by the maternal immunity remains from thueél seven months of life (Paul et al.,
1982), which may coincide with the first vaccinatiomade around five months of life
(Mengeling, 1999; Roehe et al., 2007). Vaccinai®mronsidered the most effective and
safe way to prevent PPV induced fetal losses inss@vavainen et al., 2005). Attenuated
and inactivated vaccines have been developed. Hawéy be more secure, inactivated
vaccines are the more frequently used around thdwiacluding Brazil(Thompson and
Prozesky, 1994; Roehe et al., 2007).

The PPV spreading occurs by the oronasal contad¢h wexcretions and
contaminated fluids. Semen, fetuses and infect¢éal fluids are also important virus
sources (Mengeling, 1999; Guérin and Pozzi, 20RPB) diagnosis have been performed in
fetal tissue by virus isolation, hemagglutinatiammunofluorescence, ELISA and PCR
(Mengeling, 1972; Joo et al., 1976; Rivera et86; Hohdatsu et al., 1988; Soares et al.,
1999). Different samples reported were the boaresethrough the use of nucleic acid
hybridization for the presence of viral DNA (Gradilal., 1990) and piglets presenting non-
suppurative myocarditis by nested-PCR (Bolt et H97). Meanwhile, the detection of
PPV in serum has not been reported yet, and threra@tools to verify circulation of the
virus within the herd.

The aim of the present investigation was to asttesgresence of PPV DNA in the
serum of two swine categories (piglets and sows)addition, piglets were analyzed
according to their health status (healthy or &mit and the sows were analyzed in different

parity orders (PO), associating with Hi titers W

2. Materials and Methods

2.1 Samples
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Four hundred fifty five (452) serum samples wemdlected from piglets and
pregnant sows, from July 2007 to June 2008. Thaspkes were from 27 herds, belonging
to five companies (a-e) localized in 16 municipasit(A-P), that are in the principal swine
production region (Southern Region) from Brazilg{itie 1). Among the 452 samples, 323
belonged to piglets with 40 to 80 days of life. $agiglets were sampled according to their
health status after clinical examination (191 Healind 132 attrition animals). Other 129
samples belonged to sows with 20 days of pregntratywere in different PO. According
to the companie’s information, these sows were legtyuvaccinated for PPV 40 days
before they were collected. The companies, lodabzaof the herd, health condition of

piglets or PO of the sows are displayed in Takd@d 2.

2.2 DNA extraction and nested-PCR amplification

The DNA extraction from serum (100 pL) was carmed using a protocol based on
silica (Boom et al., 1990). After extraction, th&l® was diluted in 50 pL of 10 mM Tris-
HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0 (TE), and stored at -20°CheTamplification of the non-
structural gene (NS-1) by nested-PCR was carriechsalready described (Soares et al.,
1999) with the following modifications: initial héag at 95°C for 2 minutes, 35 cycles of
denaturation at 95°C for 30 seconds, annealindp &t For 45 seconds, extension at 72°C
for 45 seconds, and final extension at 72°C for iButes for each nested-PCR round.
Amplification products (137 bp) were electrophorese 2% agarose gels with 40 mM
Tris-acetate, 1 mM EDTA pH 8.0 (TAE) running buffend stained with 0.1 pg/mL of

Blue Green | (LGC, Brazil).

2.3 DNA sequencing
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In order to verify the specificity of the amplifitan products, both strands of the
nested-PCR amplification products (137 bp) from tseyum samples were sequenced
using an automatic sequencer ABI-PRISM 3100 Gengtialyzer armed with 50 cm
capillaries and POP6 polymer (Applied BiosystemSA) DNA templates (30 ng) were
labeled using 3.2 pmol of the internal primers (®saet al., 1999) and 2 uL of BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Appliedsgstems, USA) in a final volume
of 10 pL. Labeling reactions were performed in ax&emp PCR System 9700 (Applied
Biosystems, USA) termocycler. The sequences oldtaivere aligned with the PPV strain
Kresse (GenBank accession number U44978.1) and NADR3427.1) sequences using
the software Bioedit Sequence Alignment Editor

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htnl

2.4 Serological analysis

Antibody titers against PPV in pregnant sow serursrew determined by
Hemagglutination Inhibition (HI) test (Joo et al97b), using guinea pig erythrocytes.
Animals were considered negative when HI titersexer32, suspected when = 64 and

positive where 128. Antibody titers of five sows could not beetetined.

2.5 Statistical analysis

The statistical analysis of the nested-PCR resudts performed by the Chi-square
test and Fischer’'s Exact test. The One-way ANOV& veas used to compare the antibody
titers among the PO. Analysis was performed usimgpPad Prism, version 5.00 for
windows (GraphPad) and SAS System GLM Procedurkiegaof P< 0.05 were considered

statistically significant.
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3. Results
3.1 PPV detection in piglets serum

The 137 bp amplification product was detected in(58.7%) of the 323 piglets
samples. From the 191 serum of healthy pigletsuatadl, 30 (15.7%) were positive for
PPV. From the 132 attrition piglets, 24 (18.2%) phan were positive. As showed in Table
1, the positive samples were homogenously disgibum the distinct municipalities, the
exceptions were C (0%), K (60%) and L (0%). All qmanies had positive samples, which
were 14 (13.3%), 23 (17.8%), 7 (16.3%) and 10 @&).7or company a, b, ¢ and d,
respectively. No amplification products were obéginfrom the negative controls (TE
buffer) used in each nested-PCR round. The amalifin product sequences analyzed from
NS-1 gene of PPV of two samples displayed compldgatity (100%) with the NS-1

sequence of the two known PPV strains.

3.2 PPV detection in pregnant sows serum

Positive nested-PCR samples were identified i1§1238%) among the 129 samples
(Table 2). The positive results are displaying able 2. Sows from PO1 had more positive
samples than from PO2. The number of positive sorease from PO2 until PO4, but
there was a decrease of positive samples in theegulent PO. All PO had positive sows
from at least two municipalities (Table 2). PO4 whd uniform distribution of positive
samples from different herds (numbers 16, 17, 18,23 e 26), with exception of herd
number 19 (50%), 25 (0%) and 26 (44.4%), highligiptthe samples collected from herd

25 which belonged to “e” company.
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3.3 Serological status of the sows

HI analysis of the serum from the sows displayeat 84.7% were positive for
antibodies against PPV, 7.3% were suspect and 8eldative. According to Figure 2, the
HI mean titers (logk in parenthesis) for different PO were 2142.7 Y82403.1 (9.8),
2250.0 (9.9), 2952.2 (10.6), 2600.3 (9.8) and 21.%4.7) to parity orders 1, 2, 3, 4, 5 and
6, respectively. The PO4 had the higher mean {@852.2) and the higher percentage of
high titers (70%) (> 512). The mean titer of thevsavas 2607.5 (9.7). All sampled herds
had at least one animal with high titer and 54.8%llbanimals presented high titers. The
result of nested-PCR and HI titers for each samapdedisplayed on supplementary data.
The relationship between HI titers and nested-P&filts are displayed on Figure 3. The
majority of the positive nested-PCR results wemfrsamples with high titers (>512).

There was no statistical association between thitétt and the nested-PCR results.

4. Discussion

The percentage of nested-PCR positive samples B iR healthy and attrition
piglets was similar. The causes for attrition canrbultiple but nowadays in the South
Region of Brazil, there is a consensus that porcirmvirus type 2 (PCV2) is the main
cause. Since it was shown an association betweé&h & PCV2, as well as with
Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (Allamale 1999; Krakowka et al., 2000),
we speculated that piglets with attrition could énavhigher number of PPV positives, what
was not the case. Also, on these sampled herdsnainemification rate was below 1.5%,
what is considered normal (Dial et al., 1992) atiteo PPV related problems were not

occurring significantly. Although the clinical sigiof PPV are displayed only in the female
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168 reproductive phase, the presence of the virusgtets could be responsible to keep PPV
169 among the herd.

170 In the present study, 17.8% of the gilts were aissitive by nested-PCR (Table 2).
171 It is expected that the gilts that are not immuoethe virus are those which present a
172 higher infection risk followed by reproductive pteims (Mengeling, 1999; Roehe et al.,
173 2007). It was observed that there was almost thee saumber of positive sows to PPV in
174 all PO (no statistical difference), what was ngbexted, since, high PO sows have a greater
175 number of vaccine doses and have a greater chanige haturally infected during their
176 larger life spam. The vaccination or challenge @éases the antibody titers, it was expected
177 a decrease in the number of nested-PCR positive sbwigher PO. Meanwhile, this study
178 does not evaluate the importance of the cellulgpaase in the parvoviruses infection and
179 Dby this way another form of immunity not relatediwihumoral response.

180 The prevalence of HI positive sows was 84.7%, wpitesence of high titers in all
181 sampled herds. This prevalence is higher than uely described in other countries (Foni
182 and Gualandi, 1989; Nash, 1990; Oravainen et @052 According to Oravainen et al.
183 (2006), on-field vaccination results in a consistercrease of humoral immunity not
184 exceeding the antibody titer 512 in the majorityaofmals. The presence of 54.8% of the
185 sows with titer equal or higher than 1024 is andative that the humoral immune response
186 of the sows was boosted by infection with a fidlus.

187 According to the classical literature (Mengelin@99®; Roehe et al., 2007), it is
188 expected that a high antibody titer neutralizelsl figrus and the virus is able to infect only
189 sows with lower titers. However, in the presentdgfuthe majority of the sows with
190 positive nested-PCR result also displayed highbadiy titers to PPV (Figure 3). Also,

191 piglets and sows presented similar levels of PPMchion (15-18%) although it was
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expected that the categorys with larger life spanewnore able to have contact with field
virus and, consequently, more resistant to furthedenges. The possible explanations for
this fact could be the presence of antigenic distwiruses in these herds or that PPV
infection is independent of the antibody statughefhost. Until now, PPV is considered to
have only one serotype, with humoral immunity knoaeplaying a prominent role in the
protection against parvovirus infection (Zeeuw let 2007). Some antigenic variations on
the viral protein were described that could infleemn this protection (Soares et al., 2003;
Zimmermann et al., 2006). Recently, a low antiboéytralization activity was found in
one of these variations and related with PPV vircée(Zeeuw et al., 2007). However, the
knowledge about the cellular immunity in the resgto PPV infection is poorly described
(Ladekjeer-Mikkelsen and Nielsen, 2002; Rueda et2§l04.) and its real importance is
unknown. An exception was found in the PO number teith did not displayed any
positive sample. A possible explanation is the femnber of serum sampled in each PO,
witch may contribute to these discrepancy.

This is the first study displaying that PPV couteldirectly detected from piglet and
sow serum in field samples. Traditionally, the seiig used to detect and quantify humoral
immunity through antibodies against PPV. After dppearance and vast implementation of
the vaccine in the eighties (Wrathall et al., 19Bdwards et al., 1986), the analysis of the
herd infection only from serum became non-conckisbeing necessary information about
the reproductive performance and detection from-viahle fetuses to confirm the
involvement of the agent in the infection (Mengglinl972; Oravainen et al., 2005).
However, due to the advanced state of autolysis aochsionally, fetal mummification,
viral DNA detection can be less efficient from tresurce. Another problem of this

diagnosis is that the virus can only be detectethatmoment when the reproductive
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problem is observed (abortion, fetal mummification natimortality). The use of this
nested-PCR technique, directed towards detectiad®®V in serum, was able to identify
the presence of PPV in other moments of the swieeahd will help to better understand

the virus epidemiology.

5. Conclusion

The DNA detection of PPV from serum revealed thas sample is useful for
detection of viremia. The use of these protocalvedld us to detect between 15 and 18% of
PPV viremic piglets (healthy and attrition), andvsowith different PO. Surprisingly, there
was no correlation between PPV viraemia and anyititers by HI. The findings of this

study may contribute to a new understanding oPR¥ epidemiology.
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Table 1. Number of serum samples from piglets analyzed,barmand percentage
of nested-PCR positive samples according to theicipatity (MUN), company
and health condition.
MUN Herd Companies Health Nested-PCR Percentage (%)
(n=12) (n=14) condition positive
A 1 (n=105) a healthy 14 13.3
B 2 (n=43) b healthy 11 25.6
B 3 (n=43) b healthy 5 11.6
B 4 (n=43) b attrition 7 16.3
C 5 (n=8) c attrition 0 0.0
D 6 (n=7) C attrition 2 28.6
E 7 (n=8) c attrition 1 12.5
F 8 (n=6) c attrition 1 16.7
G 9 (n=6) c attrition 1 16.7
H 10 (n=8) c attrition 2 25.0
I 11 (n=16) d attrition 3 18.7
J 12 (n=10) d attrition 1 10.0
K 13 (n=10) d attrition 6 60.0
L 14 (n=10) d attrition 0 0.0
Total 323 - - 54 16.7
Healthy 191 - - 30 15.7a
Attrition 132 - - 24 18.2a
a (P>0.05)
322

Table 2. Number of serum samples from pregnant sows ardlyaecording the
localization (municipality), herd, company and paorder (PO). The number of positive
samples for each municipality (MUN) is within patfegsis in the middle of the table.

MUN Herd c Parity Order Total
ompan

(n=4)  (n=13) pary (rf?z}l) (rTzozzs) (r?l%) (5:02;) (r?:ozi) (E%g) n (%)
M 15 (n=8) A 10) 1 2 1 1 20) 2 (25.0)
N 16 (n=7) A 2 1 11) 1(2) 1 1 2 (28.6)
N 17 (n=10) A 2 0 2 ) 2 1 1 (10.0)
O 18 (n=10) A 3 0 3 ay 1 1 1 (10.0)
O 19 (n=10) A ®) 30 1) 2 10) 0 5 (50.0)
O 20 (n=10) A 1 1 0 1) 3 4 1 (10.0)
O  21(n=10) A 1 1 1 1 2j 2 2 (20.0)
O 22 (n=10) A 2 2 1 1 2§ 2 1(10.0)
O  23(n=8) A 20) 1 1 10) 2 1 2 (25.0)
o) 24 (n=7) A 1 1 1 1 2 1  1(14.3)
P 25(n=20) E 3 8 2 4 1 2 0 (0.0)
o) 26 (n=9) A 1 30) 1 1(1) 1(0) 201) 4 (44.4)
O 27 (n=10) A 20 1 0 3 3 1 1 (10.0)

Total 129 - 5(208)a 2(87a 2(125a 6(27.3)a 5(20.8)a (130)a 23 (17.8)

n (%)
a (P>0.05)

323
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Map of the Brazilian South Region displaying thigjior of the samples.
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Figure 3.
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(Logy) of serum samples. Samples located before theeddstes were considerer negative

and in the middle of dashed lines were suspected.
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Resumo

No presente trabalho, todas as sequéncias de pary®uino (PPV), porcédo VP1/VP2 do
genoma, dispostas no GenBank, acrescidas de covas sequencias de cepas brasileiras,
foram comparadas e analisadas filogeneticamenieeienciada que duas amostras do
Brasil apresentam o aminoacido Thr no sitio 58&crenado a viruléncia. A andlise
filogenética revelou a existéncia de apenas umagngpto consistente, composto por oito

amostras chinesas. A analise por relégio molecd&amonstrou que as mais recentes
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variagbes nos PPV ocorreram nos ultimos trés seaygossivelmente, tiveram pouca
influéncia das praticas de prevencéo e controlieadias na suinocultura recente.
Palavras-chave: parvovirus suino, PPV, filogeniatgina viral, VP.

Texto

O parvovirus suino (PPV) é considerado uma imptataausa de problemas
reprodutivos em suinos. Os sinais clinicos est&acterizados por fetos mumificados,
abortamento, natimortos e retorno ao estro (Mengeli al, 2000). Nos ultimos anos, foi
evidenciado o surgimento e dispersdo de novos @abdg causadores de falhas
reprodutivas na suinocultura e, possivelmente par Gapacidade de acdo conjunta com
outros agentes, o PPV permaneceu como um impogdgetee infeccioso.

O capsideo dos parvovirus € uma particula esféoiogada a partir do arranjo das
proteinas VP (proteinas virais), que estdo repetia mais de 60 copias formando uma
estrutura de simetria icosaédrica (Chapmann & Rasaml993). As proteinas VP1 e VP2
séo traduzidas na mesma fase de leitura, porémdimtos codons de inicio, e a VP3 é
um produto de modificacdes pds-traducédo da VP2Samet al, 2002).

Acredita-se que substituicbes em aminoacidos égpex destas proteinas sejam
responsaveis por diferengas de patogenia entres cepBPV. Entre estas, destacam-se seis
modificacbes (T-198-S, 1-378-T, D-528-G, H-533-Q, S-586-P e R-715-K)
(Bergeronet al, 1996). Outros autores, estudando o tropismoegpas de CPV, FPV e
MVM, verificaram que estas possuem regides imunadantes situadas nas proteinas do
capsideo (Parrish & Carmichael, 1986; Gardieenl, 1988; Parrish, 1991; Tsax al,
1991; Etingovet al, 2008). Ao extrapolar a estrutura tridimensiodak proteinas do
capsideo do PPV, com os virus acima referidosofservado que a modificacdo D-
528-G esta proxima a base do vértice triplo, enquar8eb86-P esta no topo do mesmo
vértice. As modificagbes 1-3748T, H-533-Q e R-715-K estdo no vértice duplo,
podendo ser potencialmente importantes por possugsiduos responsaveis pela resposta
do hospedeiro e hemaglutinacdo (Bergesal., 1996).

Trabalhos avaliando a variabilidade genética dasafe PPV comprovaram que
existem variagdes entre os genomas de amostrasgwae PPV, inclusive nestas regides

importantes para o carater antigénico da amostaréSet al, 2003; Zimmermanet al,

¥ Numeracéo dos aminoacidos da proteina VP1 de aBanderoret al (1996).
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2006). Recentemente, foi realizado um estudo cqrascde PPV enquadradas em distintos
grupos filogenéticos e foi observado que amostmagrdpo composto por novas cepas
apresentaram maior viruléncia, com uma maior disssgAo e patogenia entre os fetos.
Neste trabalho, evidenciou-se que determinadastisud®s dos aminoacidos de
superficie diminuiram significativamente a afinidados anticorpos gerados por vacinas
(Zeeuwet al., 2007).

Apesar de existirem varios estudos sobre o PPaaido foi realizado um estudo
abrangendo todas as sequéncias disponiveis. Assibjetivo deste estudo foi caracterizar
filogeneticamente todo o material disposto no GewE#EaMBL/DDBJ, além de analisar
geneticamente amostras brasileiras recentemeraetearadas.

Em dezembro de 2008, todas as sequiéncias contenelgidam correspondente a
VP1/VP2 dispostas no GenBank/EMBL/DDBJ foram oldiddo site do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) com a palavra-cha\@orcine parvovirus”. No total, 57
sequéncias de PPV foram analizadas, distribuidasedainte forma: 29 provenientes do
Brasil (AY145472; AY145473; AY145474; AY145475; AMB476; AY145477;
AY145478; AY145479; AY145480; AY145481; AY145482;YA45484; AY145485;
AY145486; AY145487; AY145488; AY145489; AY145490;YA45491; AY145492;
AY145493; AY145494; AY145495; AY145496; AY145497;YA45498; AY145499;
AY145500 e AY145500), 16 da China (AY390557; AY4503 AY502115; AY786299;
AY583318; AY686602; AY781130; AY788086; AY788087;YA88088; DQ464345;
DQ675456; EF212027; EU790641; EU790642 e AY390553¢js da Alemanha
(AY684864; AY684865; AY684867; AY684870; AY684871 AY684869), uma da
Inglaterra (AY684866), trés vacinas (118745; A264AW684872) e as cepas controle
NADL-2 (L23427) e Kresse (U44978). As sequéncias/89532, EF026981, EF026982,
AY597052, EU707336, DQ158864 e EF363312, que samésma regido, ndo foram
utilizadas por ndo apresentarem tamanho compatavedgido analisada.

Além dos genes obtidos através do NCBI, as rege5VP2 de cinco amostras
brasileiras foram seqiienciadas e adicionadas &@nBlestas, duas amostras séo oriundas
de casos envolvendo abortamentos (PA: FJ643428: &F83429), duas sdo de leitbes
refugos com cerca de 55 dias de idade (S30: FJ6484331: FJ643431) e uma amostra
gentilmente cedida pela Embrapa Suinos e Aves 83X3. A extracdo do DNA foi
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realizada utilizando um protocolo a base de s{lBzomet al, 1990). Apds a extracao, o
DNA foi diluido em 50 pL de 10 mM Tris-HCI, 1 mM HI3, pH 8.0 (TE), e armazenado
a -20 °C. A reacéo da PCR para a amplificacéo gidoe/P1/VP2 foi realizada conforme
descrito anteriormente (Soare$ al, 2003), com modificacbes. A PCR foi realizada
utilizando o kit Go Taq DNA Polimerase (Promegaaddl). As condi¢cbes de amplificacéo
foram: desnaturacéo inicial a 95 °C por 2 minuBasciclos de desnaturacéao a 95°C por 30
segundos, hibridizacdo a 55 °C por 45 segundognsdd a 72°C por 45 segundos e
extensao final a 72 °C por 5 minutos. O produto aeplificacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 2 %, com tampawmmielac 40 mM Tris-acetato, 1 mM
EDTA pH 8.0 (TAE) e corado com 0.1 pg/mL de Blue@&r | (LGC, Brasil). Os produtos
de amplificacdo foram purificados através de kiXGPNA and Gel Band Purification
(Amersham Bioscience, EUA). O produto de amplif&@a¢30 ng) foi submetido a reagéo
juntamente de 3.2 pmol dos iniciadores internosu@et al, 2003) e 2 uL de BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-100 (Appliedsystems, EUA) em um volume
final de 10 pL. A reacdo foi realizada no termauidr GeneAmp PCR System 9700
(Applied Biosystems, EUA). Ambas as fitas do proddd nested-PCR foram seqiienciadas
utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3XB8netic Analyzer armado com
capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Bi@syst EUA).

Ao todo, foram alinhadas 65 sequéncias (cincoedegberimento, 57 outros PPV e
trés outgroup$. As amostras utilizadas comautgroup foram: um parvovirus canino
(NC_001539), um minute virus of mice (J02275) e witus entérico das martas
(AF469009). O alinhamento mdltiplo das sequénaaseflizado utilizando MEGA verséo
4 (Takamuraet al, 2007), método ClustalW. O alinhamento foi remdia com uma
sequéncia resultante de 658 pares de base (candespe a 218 aminoacidos), com inicio
no nucleotideo 3781 e término no nucleotideo 4d8%¢ordo com Bergerat al., 1996).

A relagéo filogenética entre as sequéncias de RIP\fealizada utilizando os
métodos de Bayesian Inference (Bl), Maximum Liketiti (ML) e Maximum Parsimony
(MP). Primeiramente, as sequéncias foram comparnaoila8| através dsoftware Beast
versdo 1.4.8 (Drummond & Rambaut, 2007). Foi @wdia o modelo de substituicdo de
DNA de Hasegawa-Kishino-Yano (HKY), gerando 50 X fépeticdes através do método

Markov Chain Monte Carlo (MCMC), avaliando o logdlihood e re-distribuindo a cada
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10.000 geragbes. O relogio molecular utilizado beaseado no modelo relaxado, com
calibracéo em 1 x 1Dsubstituicdes por sitio a cada ano. Esta calibrémigestipulada com
base em trabalhos prévios (Luskashov & Goudsm@1206pez-Buenet al, 2006; Duffy

et al, 2008). A analise por MP foi realizada saftwarePAUP 4.0.b (Swofford, 2002). Foi
realizada uma busca heuristica, adicdo aleatérisedééncias e utilizacdo do algoritmo
TBR (tree bisection-reconectipn A arvore consenso foi construida considerando as
arvores mais parcimoniosas encontradas em 100Qig@ge Por fim, para realizar a
analise por ML o0 modelo de substituicdo de DNA ouehor se adaptava as sequéncias foi
obtido através dsoftwareModelTest versdo 3.8 (Pousada & Crandall, 1998anAlise
também foi realizada nsoftware PAUP 4.0.b (Swofford, 2002). A busca heuristica fo
realizada com adicdo aleatéria de sequéncias ieagfib do algoritmo NNIngarest-
neighbor interchange Foram realizadas 100 repeticdes, criando o cmasa partir das
arvores mais parcimoniosas.

Ao analisar os nucleotideos, a analise de todae@#ncias revelou variacbes em
37 sitios. Destes, 23 variagbes envolviam ao menas sequéncias e 25 variagbes néo
eram sindnimas. Na regido considerada de altabitidde, entre os nucleotideos niamero
3889 a 4239 (Zimmermanet al, 2006), foram observadas 11 variacdes sindnim2g8 e
ndo sinbnimas. A presenca de regides conservadas fftais de 30 nucleotideos) foi
evidenciada nas posicOes: 3781-3814, 3831-38829-4074, 4211-4325, 4327-4369 e
4371-4413.

Entre as substituicdes de aminoacidos descrita® quossiveis responsaveis pela
patogenicidade do PPV (Bergerehal, 1996), quatro destes sitios foram analisados no
presente estudo (528, 533, 586 e 715), conformmoslis na Tabela 1. Dentre as novas
sequéncias, trés destas modificacdes foram observed amostras S30 e S31 (D-5Z8
H-533-Q e R-715»K) e nenhuma nas amostras Embrapa, PA e PB. Entsecdiéncias
de vacinas disponiveis no GenBank, duas (118745 264A7) apresentavam uma
modificacdo (R-715-K) e uma (AY684872) apresentou trés modificacde$2B-G, S-
586—-P e R-715-K). Nenhuma das vacinas apresentou a mesma digpogie
aminoacidos que a cepa Kresse (considerada deilt@ncia), nos sitios relacionados a
viruléncia. Interessantemente, as amostras S301ep88suiam um aminoacido Thr na

posicdo 586. Esta alteracdo, também foi evidengmadaZimmermanret al (2006), que
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reportaram trés amostras com esta substituicAderRomente, a presenca da Thr neste
sitio foi relacionada a possibilidade de ocasianada na eficiéncia da neutralizacao por
anticorpos neutralizantes (Zeeetval, 2007).

A andlise filogenética deste trabalho foi focadaregido VP1/VP2, considerada
uma regido com pressao seletiva neutra, ideal gsteatipo de analise (Shanggt al,
2008). Foi evidenciada a presenca de dois grupamers distintas arvores, apresentando
variacdes de acordo com o tipo de andlise. O (griggamento que apresentou consisténcia
nas distintas andlises foi composto por sequénd@sorigem chinesa (AY502115,
AY781130 AY786299, AY788086, AY788087, AY788088, BEA345 e EU790642). As
demais sequéncias apresentavam a formacdo de geupds-grupos conforme o tipo de
andlise, entretanto um consenso entre a arvorel,d8iB e ML n&o foi encontrado. A
presenca de dois grupamentos ja foi relatada emosottabalhos (Soarest al, 2003;
Zimmermannet al, 2007; Shangjiret al, 2008). Entretanto as amostras que compunham
cada grupamento e sub-grupamentos variaram confarmetodologia de cada trabalho,
comprovado que muitas das variantes de PPV ndongaadram em grupamentos
definidos. Dentre as oito amostras chinesas quaai@m um grupamento no presente
estudo, apenas a sequéncia EU790642 foi utilizadara estudo prévio (Shangjet al,
2008), ndo nos possibilitando relacionar a estpdégos.

Ao relacionar a arvore filogenética com a virul@n&igura 1), foi observado que as
amostras de viruléncia similar tenderam a ficar mesmos sub-grupos. Ndo houve co-
relacdo com grupos maiores. Recentemente, umaarsahnilar foi realizada por Shangjin
et al (2008), ndo conseguindo achar relacdo entre grepi®s e viruléncia. No presente
trabalho, estes resultados podem ser o reflexaltiade definicdo da andlise filogenética
sobre grande parte das sequéncias. Por outro pedieria ser um indicativo de que as
proteinas estruturais ndo sédo as unicas (ou paisgipesponsaveis pela viruléncia. Além
do capsideo, existe uma regido repetida de 12#aotidtos que € creditada a viruléncia
(Simpsoret al, 2002; Soarest al, 2003), porém esta hipotese € controversa (Zetaly
2007).

O relogio molecular demonstrou uma distancia dg%6st anos (com desvio de
3.854,54 a 8.983,25 anos) com os virus pertencatestgroup A subdivisdo entre 0s

dois principais grupos ocorreu ha 2890,19 anosvidlels099,96 a 6.152 anos) e as mais
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recentes variagcdes ocorreram nos ultimos trés acAl calibracdo utilizada no relogio
molecular foi conservadora (na ordem dé& $Qbstituicdes/sitio/ano), considerando o PPV
como um dos virus mais conservados entre os pangogivirus de fita simples de DNA
(Luskashov & Goudsmit, 2001; Lopez-Buemd al, 2006; Duffy et al, 2008). As
informacgdes fornecidas pelo reldgio molecular, go@o surgimento do PPV e posteriores
subdivisdes, estdo dentro da margem dos 9.000 estimsados para a domesticacao dos
suinos (Chert al, 2007). A presenca de um grande grupo apenasacuostras chineses
possivelmente seja resultante de um centro de dimagio asiatico, separado de outros
centros (Giuffraet al, 2000; Larsoret al, 2005). As novas variantes do PPV ocorridas nos
ultimos séculos possivelmente tenham origem noegssm de fixacdo de determinadas
racas suinas realizado na Europa nos séculos ¥\XIKX (Kijas & Andersson, 2001). Por
outro lado, a presenca de virus encontrados noil BraShina dentro de mesmos sub-
grupamentos deve ser consequéncia da importacgendica chinesa para a suinocultura
brasileira.

Embasado nestes resultados, pode-se verificar gjaéfeaencas entre as cepas de
PPV receberam pouca influéncia dos eventos ligadssinocultura nas ultimas décadas.
Segundo os dados aqui amostrados, as vacinas caisientilizadas atualmente na
suinocultura, que possuem cerca de 30 anos, niemnsersponsaveis pelo surgimento de
novas variantes, conforme sugerido previamenteuiest al, 2007). Provavelmente, o
advento de técnicas mais sensiveis apenas fadlitlescoberta de variantes ja existentes e
gue circulam ha muito tempo. Em contrapartida, ande nimero de variantes pode
contribuir para uma protecéo incompleta das vaciassibilitando, inclusive, a circulagao
na granja de duas ou mais variantes de PPV. Estgsibjmlade ja foi detectada
anteriormente por Soares$ al, (2003), que encontrou duas variantes distifids8(% de
identidade) na mesma granja em um intervalo memedgis meses.

Este foi o primeiro trabalho analisando todas aquéecias existentes no
GenBank/EMBL/DDBJ da porcdo VP1/VP2 do PPV, adiattas de cinco novas
sequéncias do Brasil. Dentre estas, duas contihaaniacdo antigénica Thr no sitio 586,
recentemente relacionada a patogenicidade. Entoetanssos resultados indicaram que

estas variacdes ja existiam antes do advento disa¢@o comercial para a parvovirose.
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288 Tabela 1. Principais sitios de substituicdo erdreemiéncias deduzidas de aminoacidos.

Amostra 470* 528 533 557 573 586 705 714 715
NADL-2 (EUA) I D H K N S N I R
Kresse (EUA) - G* Q - - P - - K
Embrapa (Brasil) - - - - - - - - -
PA - - - - K - - - -
PB ND - - - - - - - -
S30 - G Q - - T - - K
S31 - G Q - - T - - K
15a (Alemanha) - G Q - - T - - K
27a - G Q - - T - - K
143a T G Q N - T - - K
Vacina (118745) - - - N - - K - K
Vacina (AY684872) T G - - - P K M K
Vacina (A26477) - - - - - - K - K

289 *Numeracdo de aminoacidos de acordo com a protéMia(Bergeroret al,, 1996).

290 **A cor cinza € relacionada a alta viruléncia e pogta a nova variante recentemente
291 descrita (Bergeroat al, 1996; Zeeuvet al., 2007).

292 ND: nao determinado.
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3 DISCUSSAO GERAL

No Brasil, o PPV é um agente conhecido desde addéda 80 (GOUVEIA et
al., 1984; MARTINS et al., 1984) e sua presencadanater ubiquito, independente de
localizag@o geografica ou tipo de criagdo (coméntiade subsisténcia) (BERSANO et
al.,, 1993; RODRIGUEZ et al., 2003; SOARES et a002 MORENO et al., 2007).
Com o surgimento de vacinas fornecidas por empfasascéuticas, no inicio dos anos
90, a vacinacao (com vacina inativada) passou arsarpratica comumente utilizada
nas criagbes comerciais brasileiras. Atualmenteyretsnhos brasileiros continuam
utilizando as mesmas vacinas, embora relatos apoqtee sua utilizacdo tornou-se
variavel conforme o valor dos indices de perdasorkfivas obtidos nas granjas. Ao
mesmo tempo, as preocupac¢fes sanitarias da suumacuirasileira focam-se, de
maneira intensa, em doengas emergentes, como TRY¥SR PCV2, tornando escassos
os trabalhos envolvendo PPV.

Neste contexto, o presente trabalho € compostalgar artigos, sendo que o
primeiro descreve o diagnostico no soro de PPV @ities (saudaveis e refugos) e
fémeas (em distintas ordens de parto) através sedi®CR, correlacionando estes
resultados com os titulos de Inibicdo da Hemagigéo (HI) nestas fémeas. A nested-
PCR obteve resultados positivos em todas as c#@eganalisadas: leitbes saudaveis
(15,7% de animais positivos), leitdes refugos (%,2 fémeas (17,8%). Os indices de
animais positivos para as distintas ordens de paream de 20,8%, 8,7%, 12,5%,
27,3%, 20,8% e 15,0% para as ordens de parto3dl,£&,5 e> 6, respectivamente. Ao
analisar as fémeas pelo método de HlI, verificanues84,7% destas eram positivas. As
médias dos titulos nas distintas ordens de paranfale 2142,7 (8,7), 2403,1 (9,8),
2250,0 (9,9), 2952,2 (10,6), 2600,3 (9,8) e 21%4,7) para as ordens de parto 1, 2, 3,
4, 5 e > 6 respectivamente (lg§ em parénteses). Curiosamente, verificando a
correlacéo entre o resultado da nested-PCR elo td&uHI (Anexo 1) se observou que
nenhuma amostra com titu{a32 foi positiva na nested-PCR. As amostras p@sitha
nested-PCR possuiam titulos mais elevados, em siggiar 512.

Os achados sorolégicos obtidos no teste de HI sadlares a algumas
mensuracdes encontradas na literdfui@s dados obtidos em outros paises variam de
44% de fémeas positivas (ORAVAINEN et al., 200%4,5686 (STAFFORD et al.,

19 Amostras consideradas positivas, com titulo soperBO0.
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1992), 73,1% (FONI et al., 1989) a 84,6% (ORAVAINEN al., 2006). No Brasil,
inquéritos sorologicos realizados na Regido Sulatestnaram grande homogeneidade
em criacbes comerciais, variando de 80,0% (MART&S&I., 1984) a 80,5% de suinos
positivos (DAMBROS et al., 1995). Por outro ladomesmo nao foi evidenciado em
criacdes extensivas ou de subsisténcia no Brasig gpresentaram de 14,6%
(BARTHASSON et al., 2006) a 51,5% de animais posgi (RODRIGUEZ et al.,
2003). Possivelmente, a homogeneidade encontradacremdes comerciais seja
resultado de praticas de vacinacdo, além das gragssuirem um maior nimero de
animais, propiciando a manutencdo da circulacdoagkntes infecciosos entre os
animais.

Em experimento realizado em condicfes de campaefificado que os titulos
provenientes de vacinas inativadas ndao excedianmn(GRAVAINEN et al., 2006). No
presente trabalho, 54,8% das fémeas analisadaantinfiulos que excediam estes
valores e 8,1% foram consideradas negativa82). A realizagcdo da nested-PCR a
partir dos soros possibilitou confirmar que realtedmavia virus de campo circulando
nas criacoes e, possivelmente, gerando os alitsstibbservados nos soros.

Tradicionalmente, a detecgdo direta do PPV é \mdiza partir de tecidos ou
envoltorios fetais (JOO et al., 1976¢c; ORAVEERAKWEt al., 1990; SOARES et al.,
1998; WOLF et al., 2008). Nao foram encontradosaifzos que relatem a detec¢éo do
virus no soro de leitbes ou animais adultos a capapa podermos comparar com 0s
presentes resultados. O relato mais aproximadazanabrgaos linfaticos de leitdes
refugos (apresentando PMWS), onde 35,0% foramiposipara PPV através de PCR
(CAO et al., 2005), niumero maior do que os 18,2%oemados para leitdes refugos no
presente estudo. Outro trabalho realizou a detedghovirus no soro de suinos
experimentalmente infectados através da PCR emoteegh, detectando a presenca de
fraca positividade em quatro amostras (MCKILLEN at, 2007). A nested-PCR
realizada do soro representa uma alternativa pratica verificar se ha virus circulando
nas criacdes suinicolas, tendo em vista que ai@daha um sistema comercial que
possibilite discernir entre anticorpos originadas wcina ou do desafio de campo.
Como perspectiva, uma PCR em tempo real esta sgutonizada a fim de verificar a
carga viral presente nestas amostras de soro panpacar com o0s resultados da
titulacdo obtida por HI e da nested-PCR.

E importante ressaltar que o objetivo das vacid@sé impedir a circulacéo de

cepas de campo, mas sim evitar perdas reproducasonadas pelo PPV. O presente
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trabalho n&o foi elaborado para avaliar estes petras) desta forma ndo avalia a
eficacia das vacinas.

No segundo artigo, foram estudas sequéncias daé@ovel/VP2 de PPV
obtidas do GenBank juntamente com cinco amosti@gi$eseiadas no presente estudo.
A andlise foi realizada para verificar a preseng dkterminados aminoacidos
relacionados a viruléncia e através de filogenia.

Originalmente, o objetivo deste artigo era consegeqlenciar a porcao
referente ao gene VP1/VP2 de uma amostragem nentne(30 a 35 amostras). Para
iIsto, a amostragem proveniente do primeiro artigo utilizada, mas buscando-se
amplificar um fragmento maior (aproximadamente 1pbPda regido VP, abordagem
gue se mostrou menos sensivel do que a utilizadadiagnostico. Neste contexto, a
amplificacdo e o sequenciamento das amostras faempasados em um trabalho
prévio, que conseguiu uma amostragem de 29 se@isémesta regido (SOARES et al.,
2003). Entretanto, foi possivel amplificar o fragntede DNA para tipificacdo somente
de cinco amostras. Na literatura, existem outras ttabalhos que realizaram trabalho
similar com o PPV, onde foram analizadas sete nawvasstras (ZIMMERMANN et al.,
2006) e duas novas amostras (SHANGJIN et al., 260D@iosamente, nestes artigos,
nao foram relatadas quaisquer dificuldades na ghtede amostras ou sequenciamento,
mas, devido ao pequeno nimero de amostras, istpodcorrido também.

Como resultados, 0 sequenciamento revelou quedisasovas amostras (S30 e
S31) apresentavam modificacdes em regides condaermportantes para a viruléncia
do PPV. Entre estas, destaca-se a modificac&o tiwo 586°, com a presenca do
aminoacido Thr. A analise filogenética demonstraue @s sequéncias de PPV se
dividem em dois grupamentos, porém com apenas upagrento, Composto por oito
amostras chinesas, bem definido. Por udltimo, ogreldnolecular revelou que a
separacdo dos dois principais grupos ocorreu h@ a86s. Por sua vez, as derivacdes
mais recentes ocorreram nos ultimos trés séculos.

A variante contendo o aminoacido Thr no sitio &Bla ndo havia sido descrita
na suinocultura brasileira. Conforme Zeeuw et 2007), esta substituicdo poderia
acarretar em um virus com maior capacidade det&esia em porcas vacinadas.

Curiosamente, a categoria animal de onde foramaztds as amostras era de creche ou

20 Numeragao dos aminoé&cidos da proteina VP1 de @a&suyjeron et al. (1996).
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terminacdo, mais especificamente em animais refugéslizmente, ndo foi possivel
avaliar se esta variante de PPV estava envolvidafnogagem destes animais.

Por outro lado, a andlise filogenética revelowiaténcia de grupamentos com
baixa definicAo para a maioria das sequénciasrabslhos prévios nao relatam este
achado em suas analises filogenéticas (SOARES, €03; ZIMMERMANN et al.,
2006; SHANGJIN et al., 2009), embora suas arvategenéticas demonstrem grupos
com baixa confianca. Possivelmente, a baixa défnide grupos encontrada nas
diferentes andlises seja decorrente da estabilidadé@rus, com poucas substituicées
entre cada variante. Em decorréncia disto, os paramutilizados para a calibragéo do
relégio molecular, optando por um modelo mais covaodr, sdo plenamente
justificaveis.

No Brasil, este foi 0 segundo estudo deste gérgmodo continuidade ao
trabalho desenvolvido por Soares et al. (2003)to8lo, o Brasil apresenta 34 amostras
sequenciadas em sua porcdo VP1/VP2 e, nestas, fermontradas 25 distintas
variantes virais, cada uma com um perfil diferetidée aminoacidos no capsideo. A
presenca deste namero alto de variantes indicag|peaticas utilizadas na suinocultura
brasileira ndo exercem pressdo seletiva para ocomiieib de uma variante bem
estabelecida. Por outro lado, corrobora a hipdmsmtada por Soares et al. (2003), de
que duas ou mais variantes possam circular em wsanengranja.

Por fim, este trabalho levantou aspectos sobrepidemiologia do PPV.
Contudo, questdes ainda continuam sem resposta®; @ual a importancia do virus
nos animais de creche e terminacdo; através dengerdnismo as variantes de PPV
interferem nos parametros reprodutivos; se a inagd@dyerada pelas cepas utilizadas
nas vacinas protege contra estas variantes; saradate ativa nos plantéis comerciais
brasileiros é originada devido a vacina ou devig@ubprias cepas circulantes; se 0s
virus presentes no soro de reprodutoras HI posittaaisam problemas reprodutivos; e
qual seria o0 mecanismo de manutencédo do DNA domPpesenca de altos titulos de

anticorpos.
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4 CONCLUSOES

1. A nested-PCR para PPV demonstrou positividade dg%i5em leitbes
saudaveis, 18,2% em leitdes refugos e 17,8% em a@mgestantes,
demonstrando ser uma metodologia viavel para ac¢itedo PPV e estudos
epidemioldgicos. Quase todas as granjas (a excéedoma) apresentavam
amostras positivas na nested-PCR para o PPV.

2. Os indices de reprodutoras positivas na nested4P¥ as distintas ordens de
parto foram de 20,8%, 8,7%, 12,5%, 27,3%, 20,8%,8% para as ordens de
parto 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente, nameros que ndo foram

estatisticamente diferentes.

3. Através da Inibicdo da Hemaglutinacdo (HI), 84,7%s doros das fémeas
possuiam anticorpos para PPV. Os titulos nas thstiordens de parto foram de
2142,7 (8,7), 2403,1 (9,8), 2250,0 (9,9), 295224}, 2600,3 (9,8) e 2154,7
(9,7) para as ordens de parto 1, 2, 3, 4,56 respectivamente (lg§ entre
parénteses). Todas as granjas estudadas apresemgyadutoras com titulos
de anticorpos anti-PPV inibidores da hemaglutinajéas (> 512), excedendo o

esperado por uma resposta vacinal.

4. A maioria das fémeas positivas na nested-PCR (76a@¥esentavam titulos de
anticorpos iguais ou maiores que 512 na Hl.

5. Nao houve correlacdo estatisticamente significatvdre os resultados da
nested-PCR e os titulos de HI. Ao contrario do exegeesperado, fémeas com

altos titulos de anticorpos possuiam DNA do viraginculagéo.

6. Foi evidenciado que amostras brasileiras recergessentavam determinados

aminoacidos no capsideo, ja relacionados a alitgénicia em outros trabalhos.

7. A caracterizacdo genética de 34 amostras brasiléegmonstrou que existiam 25

variantes de PPV distintas.

8. A analise filogenética revelou a existéncia de dpigpamentos, porém apenas

um apresentou confiabilidade aceitavel.
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9. O reldgio molecular revelou que a separacdo ergrenaiores grupamentos
ocorreu ha, aproximadamente, 3 mil anos e, entranas recentes sub-

grupamentos, nos ultimos 300 anos.
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ANEXO 1

Artigo aceito para publicagdo no periodiBeazilian Journal of Microbiology
Este trabalho foi realizado durante o mestrado aralglo com os de parvovirus suino,
de modo que ndo compde o corpo da dissertacao.
Title
Detection of canine parvovirus type 2c in Brazil
Authors
André F. Streck; Carine K. Souza; Karla R. Gong¢gilMeuciana Zang; Luciane D.
Pinto; Claudio W. Canal
Abstract
The presence of canine parvovirus type 2 (CPV-38)add 2b has been described in
Brazil, however, the type 2c had not been repanted now. In the current study, seven
out of nine samples from dogs with diarrhea weraratierized as CPV-2c, indicating
that this virus is already circulating in the Bl canine population. The importance
of this finding is that a lower protection agai@V by the current vaccines can occur.
Key words
canine parvovirus, CPV-2c, characterization, genriability, Brazil.
Titulo
Deteccdo de parvovirus canino tipo 2c no Brasil
Resumo
No Brasil, a presenca do parvovirus canino do2ipoPV-2), 2a e 2b ja havia sido
descrita, contudo, ainda nao havia sido verificadaesenca do tipo 2c. No presente
trabalho, sete de nove amostras de cées com didorém caracterizadas como CPV-
2c¢, indicando que este virus ja esta circulandgayulacdo canina no Brasil. Este
achado é importante na medida em que pode havemenar protecdo ao CPV pelas

vacinas atualmente disponiveis.
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Palavras-chave
parvovirus canino, CPV-2c, caracterizacdo, vaiidduile genética, Brasil.
Text

The canine parvovirus type 2 (CPV-2) emerged asv&lrpathogen in the late
70’s (1) and rapidly spread worldwide. Within feways, the virus underwent a rapid
evolution and, new antigenic types, termed CPV+2& @PV-2b (16, 17), completely
replaced the original type 2 (4, 9, 12, 15, 22,283, In 2001, an antigenic variant was
reported in Italy (3). That mutant virus has anramacid substitution (Asp-426 to Glu-
426) in a residue of the capsid protein that issaered antigenically important. This
mutant has also been detected in several courdrids recently, it was detected in
Uruguay (20). In the last years, serological stsigierformed in Brazil indicated that
CPV frequently infects the canine population (1D). However, until now, the CPV-2c
has not been reported in Brazil yet.

The emergency and spread of CPV-2c is considesathigary threat worldwide.
The monitoring of CPV field isolates has been fundatal to understand the virus
epidemiology and to develop preventive measure$. (BOe present communication
describes the first record of the CPV-2c deteditioBrazil.

Twenty faecal samples from vaccinated and unvateth dogs with diarrhea
were collected from January to July 2008 in Portegfe, Brazil (Table 1). Samples
were homogenized (20%, w/v) in PBS (pH 7.4) frozexd defrozen three times and
subsequently clarified by centrifuging at 100Q for 10 min. DNA was extracted from
the supernatants using a protocol based on s#ticd?CR was carried out using primer
pair 555for/555rev (3) that amplifies a 583 basesp@p) fragment of the VP2 gene

(position 4003 to 4585). The positive PCR prodwe¢se purified with GFX DNA and
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Gel Band Purification (Amersham Bioscience, USA) aequenced by using an ABI-
PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied BiosystemsAYS

Nucleotide  sequences were submitted to  GenBank abdsé
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) and their accessiommbers are displayed in Table 1.
Alignments and sequence analysis were performedguBioedit software package,
version 7.0.1 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEditbdit.html). For sequence
comparison, the nucleotide sequence of CPV-2a (D@34 and EF375482), CPV-2b
(DQ340409) and CPV-2c (EF375479, EF375480, EF37548Y742942 and
AY380577) were retrieved from GenBank. Nucleotite amino acid positions in this
study are referred to strain CPV-2b (accession murint38245).

A single band of the expected size (583 pb) waeded in nine out of the 20
field samples. Sequencing of the amplification jpicid revealed that all had the same
nucleotide identity, with exception of two nucle#isites (Table 1). Seven samples had
the presence of a GAA codon at position 426 of\tReprotein. This GAA codes for
Glutamate, what characterizes the type 2c. Theesegualignment of the Brazilian 2c
strains displayed high homology with the 2a strg8%2% to 99.4%), 2b (99.4%) and
2¢ (99.6% to 99.8%)0One distinct nucleotide in the position 4424 (codatd) was
displayed in the seven 2c strains from Brazil kattin the strains from other countries.
This mutation (T to C) corresponds to a transitiothe third position of the codon that
did not change the amino acid sequence. The oNwsstrains were identified as type
2b and exhibited 100% nucleotide identity with dte strain previously described in
Brazil (18, 19).

In the present study, seven out of the nine sanpére type 2c, indicating that
this type was already introduced in Brazil. In tlast years, authors from many

countries analyzed CPV samples to determine thmulating types, finding a high
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frequency of the type 2c (13, 14, 28). One studyopmed in Uruguay found that 24
out of the 25 CPV strains were type 2c (20). Prohahis new viral type could have
some adaptative advantage that leads it to rephacg/pes 2a and 2b (11, 24).
Previously, the canine parvovirus types 2a andha&b completely replaced the
type 2 worldwide. CPV appeared in Brazil around 80 and this type change was
also observed in previous studies (6, 18, TOe 2c samples analyzed in the present
study presented the nucleotide C instead of T éenctbdon 526. This single nucleotide
polymorphism was not displayed in previously reedristrains and indicates that,
probably, the Brazilian CPV-2c had an independeigim However, more samples
from other geographic regions of the country areessary to have a more

representative figure of the situation.

All the puppies sampled had clinical signs of gashteritis. Differences in
clinical signs induced by distinct viral types haween reported (5, 20). The efficiency
of the current CPV-2 vaccines against this mutananother question that must be
addressed. There is only one report showing a amgirotection by an attenuated
vaccine based in other CPV type against challenygéhé 2c type (25). On the other
hand, there are several works reporting vaccinkeires when the challenge virus is
from the type 2c (7, 8, 20). Also, in the presdntyg at least tree puppies with complete
or incomplete vaccination programs presented symgtof the disease and the CPV
found was from type 2c.

This is the first report of the presence of CPVH2®Brazil. The present study
aims to warm the veterinarians about these newathaad possible changes among
parvovirus pathology and protection afforded bydbhgent vaccines.
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Table 1. CPV strains analyzed in the present stutlythe respective nucleotide and amino acid ckffiees in the VP2 sequence and

characteristics of their hosts

Accession Breed Sex Age Vaccination CPV Codon position and amino acid

number prograni Type

426 430 (Leu) 452 (Gly) 491 (GIn) 546 (Asn) 555(Va

EU797726 Undefined 38 5m None 2c GAA (Glu) TG GGT CAA AAC GTA
EU797727 German shepherd 9 4m Complete 2c

EU797728 Undefined Q ND None 2c

FJ236063 German shepherd 2 3m Incomplete 2c

FJ236064 Pinscher Q 2m Incomplete 2c

FJ236065 NA NA 2m NA 2c

FJ236066 NA NA 2m NA 2c .

FJ236067 NA NA 6 m NA 2b GAT (Asp) T

FJ236068 NA Q NA NA 2b GAT (Asp) T

&Complete vaccination program was considererecdaat taree doses of CPV vaccine.
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ANEXO 2

Tabela contendo a identificacdo da origem das aasde soro de leitdo (saudavel ou
refugo) e resultado da nested-PCR.

Amostra Companhia Municipio Granja Condicdo de Resultado da
salde nested-PCR
197 a A 1 saudavel +
198 a A 1 saudavel +
199 a A 1 saudavel +
1100 a A 1 saudavel -
1101 a A 1 saudavel -
1102 a A 1 saudavel -
1103 a A 1 saudavel -
1104 a A 1 saudavel -
1105 a A 1 saudavel +
1106 a A 1 saudavel -
1107 a A 1 saudavel +
1108 a A 1 saudavel -
1109 a A 1 saudavel -
1110 a A 1 saudavel -
1111 a A 1 saudavel -
1112 a A 1 saudavel -
1113 a A 1 saudavel -
1114 a A 1 saudavel -
1115 a A 1 saudavel -
1116 a A 1 saudavel -
1117 a A 1 saudavel -
1118 a A 1 saudavel -
1119 a A 1 saudavel -
1120 a A 1 saudavel -
1121 a A 1 saudavel -
1122 a A 1 saudavel -
1123 a A 1 saudavel -
1124 a A 1 saudavel -
1125 a A 1 saudavel +
1126 a A 1 saudavel -
1127 a A 1 saudavel -
1128 a A 1 saudavel -
1129 a A 1 saudavel -
1130 a A 1 saudavel -
1131 a A 1 saudavel -
1132 a A 1 saudavel -
1133 a A 1 saudavel -
1134 a A 1 saudavel +
1135 a A 1 saudavel -
1136 a A 1 saudavel -
1137 a A 1 saudavel -
1138 a A 1 saudavel -
1139 a A 1 saudavel -
1140 a A 1 saudavel -

continua na proxima pagina
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Amostra Companhia Municipio Granja Condicdo de Resultado da
saude nested-PCR
1141 a A 1 saudavel -
1142 a A 1 saudavel +
1143 a A 1 saudavel -
1144 a A 1 saudavel -
1145 a A 1 saudavel -
1146 a A 1 saudavel -
1147 a A 1 saudavel -
1148 a A 1 saudavel +
1149 a A 1 saudavel -
1150 a A 1 saudavel -
1151 a A 1 saudavel -
1152 a A 1 saudavel -
1153 a A 1 saudavel -
1154 a A 1 saudavel +
1155 a A 1 saudavel -
1156 a A 1 saudavel -
1157 a A 1 saudavel +
1158 a A 1 saudavel -
1159 a A 1 saudavel +
1160 a A 1 saudavel -
1161 a A 1 saudavel -
1162 a A 1 saudavel -
1163 a A 1 saudavel -
1164 a A 1 saudavel -
1165 a A 1 saudavel -
1166 a A 1 saudavel -
1167 a A 1 saudavel +
1168 a A 1 saudavel -
1169 a A 1 saudavel -
1170 a A 1 saudavel -
1171 a A 1 saudavel -
1172 a A 1 saudavel -
1173 a A 1 saudavel -
1174 a A 1 saudavel -
1175 a A 1 saudavel -
1176 a A 1 saudavel -
1177 a A 1 saudavel -
1178 a A 1 saudavel -
1179 a A 1 saudavel -
1180 a A 1 saudavel -
1181 a A 1 saudavel +
1182 a A 1 saudavel -
1183 a A 1 saudavel -
1184 a A 1 saudavel -
1185 a A 1 saudavel -
1186 a A 1 saudavel -
1187 a A 1 saudavel -
1188 a A 1 saudavel -

continua na proxima pagina
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Amostra Companhia Municipio Granja Condicdo de Resultado da
saude nested-PCR
1189 a A 1 saudavel -
1190 a A 1 saudavel -
1191 a A 1 saudavel -
1192 a A 1 saudavel -
1193 a A 1 saudavel -
1194 a A 1 saudavel -
1195 a A 1 saudavel -
1196 a A 1 saudavel -
1197 a A 1 saudavel -
1198 a A 1 saudavel -
1199 a A 1 saudavel -
1200 a A 1 saudavel -
1201 a A 1 saudavel -
Al b B 2 saudavel -
A2 b B 2 saudavel +
A3 b B 2 saudavel +
A4 b B 2 saudavel +
A5 b B 2 saudavel -
A6 b B 2 saudavel -
A7 b B 2 saudavel +
A8 b B 2 saudavel -
A9 b B 2 saudavel -
A10 b B 2 saudavel -
All b B 2 saudavel -
Al2 b B 2 saudavel -
Al3 b B 2 saudavel -
Al4 b B 2 saudavel -
Al5 b B 2 saudavel -
Al6 b B 2 saudavel -
Al7 b B 2 saudavel -
Al8 b B 2 saudavel -
Al19 b B 2 saudavel +
A20 b B 2 saudavel +
A21 b B 2 saudavel -
A22 b B 2 saudavel +
A23 B B 2 saudavel +
A24 B B 2 saudavel +
A25 B B 2 saudavel -
A26 B B 2 saudavel -
A27 B B 2 saudavel -
A28 B B 2 saudavel -
A29 B B 2 saudavel +
A30 B B 2 saudavel -
A3l B B 2 saudavel -
A32 B B 2 saudavel -
A33 B B 2 saudavel -
A34 B B 2 saudavel -
A35 B B 2 saudavel -

continua na proxima pagina
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Amostra Companhia Municipio Granja Condicdo de Resultado da
saude nested-PCR
A36 B B 2 saudavel -
A37 B B 2 saudavel -
A39 B B 2 saudavel -
A41 B B 2 saudavel -
A43 B B 2 saudavel -
A45 b B 2 saudavel +
A47 b B 2 saudavel -
A49 b B 2 saudavel -
A51 b B 3 saudavel +
A52 b B 3 saudavel -
Ab4 b B 3 saudavel -
A55 b B 3 saudavel -
A56 b B 3 saudavel -
A58 b B 3 saudavel -
A59 b B 3 saudavel -
A60 b B 3 saudavel -
A62 b B 3 saudavel +
A63 b B 3 saudavel -
A67 b B 3 saudavel -
A69 b B 3 saudavel -
A71 b B 3 saudavel -
A74 b B 3 saudavel -
A76 b B 3 saudavel -
A78 b B 3 saudavel -
A84 b B 3 saudavel ND
A85 b B 3 saudavel -
A86 b B 3 saudavel -
A87 b B 3 saudavel -
A89 b B 3 saudavel ND
A93 b B 3 saudavel -
A96 b B 3 saudavel -
Al21 b B 3 saudavel -
Al22 b B 3 saudavel -
Al123 b B 3 saudavel -
Al127 b B 3 saudavel -
Al129 b B 3 saudavel -
A130 b B 3 saudavel -
Al131 b B 3 saudavel -
Al34 b B 3 saudavel -
A136 b B 3 saudavel -
A140 b B 3 saudavel ND
Al42 b B 3 saudavel -
Al44 b B 3 saudavel -
Al46 b B 3 saudavel ND
Al47 b B 3 saudavel -
A150 b B 3 saudavel -
A155 b B 3 saudavel -
A156 b B 3 saudavel ND

continua na proxima pagina
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Amostra Companhia Municipio Granja Condicdo de Resultado da
saude nested-PCR
A160 b B 3 saudavel -
Al64 b B 3 saudavel +
Al165 b B 3 saudavel -
A97 b B 4 refugo -
A98 b B 4 refugo -
A99 b B 4 refugo -
A101 b B 4 refugo +
A102 b B 4 refugo -
A103 b B 4 refugo -
Al104 b B 4 refugo -
A105 b B 4 refugo +
A106 b B 4 refugo -
A107 b B 4 refugo -
A108 b B 4 refugo -
A109 b B 4 refugo -
Al110 b B 4 refugo -
Alll b B 4 refugo +
All12 b B 4 refugo -
Al113 b B 4 refugo -
All4 b B 4 refugo -
Al15 b B 4 refugo +
All16 b B 4 refugo -
Al118 b B 4 refugo -
Al19 b B 4 refugo -
A120 b B 4 refugo -
A200 b B 4 refugo -
A201 b B 4 refugo -
A203 b B 4 refugo -
A204 b B 4 refugo -
A205 b B 4 refugo +
A206 b B 4 refugo -
A207 b B 4 refugo -
A209 b B 4 refugo -
A210 b B 4 refugo +
A211 b B 4 refugo -
A212 b B 4 refugo -
A213 b B 4 refugo -
A220 b B 4 refugo -
A221 b B 4 refugo -
A222 b B 4 refugo -
A223 b B 4 refugo -
A225 b B 4 refugo -
A226 b B 4 refugo -
A227 b B 4 refugo -
A228 b B 4 refugo -
A229 b B 4 refugo +
D01 C C 5 refugo -
D02 C C 5 refugo -

continua na proxima pagina
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Amostra Companhia Municipio Granja Condicdo de Resultado da
saude nested-PCR
D03 C C 5 refugo -
D04 C C 5 refugo -
D05 C C 5 refugo -
D06 C C 5 refugo -
D07 C C 5 refugo -
D08 C C 5 refugo -
D09 c D 6 refugo +
D10 C D 6 refugo -
D11 C D 6 refugo -
D12 C D 6 refugo +
D13 C D 6 refugo -
D14 C D 6 refugo -
D15 c D 6 refugo -
D16 C E 7 refugo -
D17 c E 7 refugo -
D18 C E 7 refugo -
D19 c E 7 refugo -
D20 C E 7 refugo +
D21 c E 7 refugo -
D22 C E 7 refugo -
D23 c E 7 refugo -
D24 C F 8 refugo -
D25 C F 8 refugo -
D26 C F 8 refugo +
D27 C F 8 refugo -
D28 c F 8 refugo -
D29 C F 8 refugo -
D32 c G 9 refugo -
D33 C G 9 refugo -
D34 c G 9 refugo -
D35 C G 9 refugo -
D36 c G 9 refugo -
D37 C G 9 refugo +
D38 c H 10 refugo -
D39 C H 10 refugo +
D40 c H 10 refugo -
D41 C H 10 refugo -
D42 c H 10 refugo +
D43 C H 10 refugo -
D44 c H 10 refugo -
D45 C H 10 refugo -
S01 d I 11 refugos +
S02 d I 11 refugos -
S03 d I 11 refugos -
S04 d I 11 refugos -
S05 d I 11 refugos -
S06 d I 11 refugos -
S07 d I 11 refugos -

continua na proxima pagina
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Amostra Companhia Municipio Granja Condicdo de Resultado da
saude nested-PCR
S08 d I 11 refugos -
S09 d I 11 refugos -
S10 d I 11 refugos -
S11 d I 11 refugos +
S12 d I 11 refugos +
S13 d I 11 refugos -
S14 d I 11 refugos -
S15 d I 11 refugos -
S16 d I 11 refugos -
S17 d J 12 refugos -
S18 d J 12 refugos -
S19 d J 12 refugos -
S20 d J 12 refugos -
S21 d J 12 refugos -
S22 d J 12 refugos -
S23 d J 12 refugos -
S24 d J 12 refugos +
S25 d J 12 refugos -
S26 d J 12 refugos -
S27 d K 13 refugos -
S28 d K 13 refugos +
S29 d K 13 refugos +
S30 d K 13 refugos +
S31 d K 13 refugos +
S32 d K 13 refugos -
S33 d K 13 refugos -
S34 d K 13 refugos +
S35 d K 13 refugos -
S36 d K 13 refugos +
S37 d L 14 refugos -
S38 d L 14 refugos -
S39 d L 14 refugos -
S40 d L 14 refugos -
S41 d L 14 refugos -
S42 d L 14 refugos -
S43 d L 14 refugos -
S44 d L 14 refugos -
S45 d L 14 refugos -
S46 d L 14 refugos -
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ANEXO 3

Tabela contendo a identificacao e origem das aa®de soros de fémeas em distintas orden
de parto (OP), com os respectivos resultados de desHI (titulo e logaritmo) e da nested-PCFR

Amostra Companhia Municipio Granja OP Titulo do HI LogX do  Resultado da

HI nested-PCR
101 a M 15 1 4096 12 +
103 a M 15 2 256 8 -
105 a M 15 3 4096 12 -
106 a M 15 3 2048 11 -
107 a M 15 4 4096 12 -
108 a M 15 5 4096 12 -
109 a M 15 8 4096 12 -
110 a M 15 9 2048 11 +
111 a N 16 7 512 9 -
112 a N 16 5 128 7 -
113 a N 16 2 256 8 -
116 a N 16 1 64 6 -
117 a N 16 1 4096 12 -
119 a N 16 3 2048 11 +
120 a N 16 4 4096 12 +
121 a N 17 1 128 7 -
122 a N 17 1 64 6 -
123 a N 17 3 512 9 -
124 N 17 3 2048 11 -
125 a N 17 4 4096 12 -
126 a N 17 5 2048 11 -
127 a N 17 4 2048 11 +
128 a N 17 4 4096 12 -
129 a N 17 5 8192 13 -
130 a N 17 7 1024 10 -
131 a @) 18 5 512 9 -
132 a @) 18 3 128 7 -
133 a @) 18 3 512 9 -
135 a @) 18 4 128 7 +
134 a @) 18 8 ND ND -
136 a O 18 1 32 5 -
137 a @) 18 1 32 5 -
138 a O 18 1 512 9 -
139 a @) 18 8 128 7 -
140 a O 18 3 32 5 -
141 a @) 19 1 32 5 -
142 a O 19 1 64 6 +
143 a @) 19 2 512 9 +
144 a O 19 3 2048 11 +
145 a @) 19 4 4096 12 -
146 a O 19 4 256 8 -
147 a @) 19 2 64 6 -
148 a O 19 2 128 7 -

continua na proxima pagina
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Amostra Log,X do Resultado da

Companhia Municipio Granja OP Titulo do HI

HI nested-PCR
149 a O 19 1 64 6 +
150 a O 19 5 2048 11 +
151 a O 20 1 64 6 -
152 a O 20 9 1024 10 -
153 a O 20 4 256 8 +
154 a @) 20 5 256 8 -
155 a O 20 8 256 8 -
156 a O 20 7 4096 12 -
157 a O 20 8 2048 11 -
158 a @) 20 2 64 6 -
159 a O 20 5 1024 10 -
160 a @) 20 5 128 7 -
161 a O 21 5 2048 11 +
162 a O 21 2 4096 12 -
163 a O 21 6 512 9 -
164 a O 21 1 32 5 -
165 a O 21 4 4096 12 -
166 a O 21 3 4096 12 -
167 a O 21 5 2048 11 -
168 a O 21 7 ND ND -
169 a O 21 5 512 9 +
170 a O 21 5 ND ND -
171 a O 22 1 128 7 -
172 a O 22 1 2048 11 -
173 a O 22 2 128 7 -
174 a O 22 2 32 5 -
175 a @) 22 3 512 9 -
176 a O 22 6 512 9 -
177 a O 22 4 512 9 -
178 a O 22 7 128 7 -
179 a @) 22 5 256 8 +
180 a O 22 5 64 6 -
181 a O 23 3 256 8 -
182 a O 23 4 512 9 +
183 a O 23 8 128 7 -
184 a O 23 1 32 5 -
185 a @) 23 5 32 5 -
186 a O 23 1 ND ND +
187 a @) 23 5 64 6 -
188 a O 23 2 32 5 -
190 a O 24 3 1024 10 -
191 a O 24 5 2048 11 -
192 a O 24 1 1024 10 -
193 a O 24 2 1024 10 -
194 a O 24 4 32 5 -
195 a O 24 7 4096 12 +
196 a O 24 5 512 9 -
1203 a O 26 2 8192 13 -

continua na proxima pagina
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1204 a O 26 3 8192 13 -
1205 a @) 26 7 256 8 -
1206 a O 26 6 16384 14 +
1207 a O 26 1 4096 12 -
1208 a O 26 4 8196 13 +
1209 a O 26 2 1024 10 -
1210 a O 26 2 512 9 +
211 a O 26 5 16384 14 +
1212 a O 26 1 8192 13 -
1213 a O 27 ND ND ND -
1214 a O 27 2 8192 13 -
1215 a O 27 5 1024 10 -
1216 a O 27 ND ND ND -
1217 a O 27 1 2048 11 -
1218 a O 27 1 4096 12 +
1219 a O 27 4 2048 11 -
1220 a O 27 5 8192 13 -
1221 a O 27 4 4096 12 -
1222 a O 27 5 4096 12 -

P1 E P 25 6 1024 10 -
P2 E P 25 5 4096 12 -
P3 E P 25 2 4096 12 -
P4 E P 25 1 4096 12 -
P5 E P 25 2 8192 13 -
P6 e P 25 1 8192 13 -
P7 e P 25 2 4096 12 -
P8 e P 25 3 8192 13 -
P9 e P 25 3 256 8 -
P10 e P 25 2 4096 12 -
P11 e P 25 4 2048 11 -
P12 e P 25 4 4096 12 -
P13 e P 25 4 8192 13 -
P14 e P 25 2 16384 14 -
P15 e P 25 4 2048 11 -
P16 e P 25 2 512 9 -
P17 e P 25 2 8192 13 -
P18 e P 25 1 8192 13 -
P19 e P 25 2 8192 13 -
P20 e P 25 6 512 9 -
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