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RESUMO

A suinocultura moderna se caracteriza por confinar grande nimero de animais, propiciando
ambiente favoravel para a transmissdo de agentes infecciosos. Dentre estes, destacam-se 0s
circovirus suinos tipos 2 (PCV-2) e 3 (PCV-3), que estdo associados & perda de peso,
sindrome da dermatite e nefropatia suina e problemas reprodutivos. O PCV-2 causa
significativa perda econdmica para a industria de suinos no Brasil e no mundo, o que torna o
diagnostico preciso das infeccBes por esse virus altamente importante para a implementacao
de acdes de manejo nos rebanhos afetados. O PCV-3 foi recentemente descrito a partir de
casos de perdas reprodutivas e inflamacdo multissistémica, e ainda ha poucas informacdes
disponiveis nos rebanhos brasileiros. O objetivo deste trabalho foi realizar a comparacéao
entre as técnicas de qPCR e nested PCR na deteccdo do PCV-2, e o desenvolvimento de uma
técnica de nested PCR para deteccdo molecular do PCV-3, a partir de amostras de soro de
suinos coletadas nos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo, Brasil. Para isso, foi
implementada uma qPCR para deteccdo e quantificagdo de PCV-2 no Laboratério de
Virologia Animal e Parvovirus, UFF, que foi aplicada para avaliacdo da associacdo entre
carga viral e manifestacdes clinicas, além da comparacdo com a nested PCR ja utilizada no
mesmo laboratério, e uma nested PCR para deteccdo de PCV-3, que foi posteriormente
utilizada no estudo molecular para este virus. A gPCR apresentou 38,92% de positividade.
Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica com a nested PCR (40,26%). Uma
associacao estatistica foi observada entre a carga viral sérica do PCV-2 e a presenca de
animais com diarreia. Em relacdo ao nested para PCV-3, o par de iniciadores desenhado para
esse estudo apresentou um limite de deteccdo superior a reacdo de PCR inicialmente
utilizada. Esse virus foi detectado em 26,62% das amostras, tendo sido observada uma
associagdo estatistica entre 0 PCV-3 e animais assintomaticos, o que sugere que 0 Virus
possa causar infeccBes subclinicas.

Palavras-chave: PCV-2, PCV-3, qPCR, nested PCR, soro, suino
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ABSTRACT

Modern pig farming is characterized by confining large numbers of animals, providing a
favorable environment for the transmission of infectious agents. These include porcine
circoviruses types 2 (PCV-2) and 3 (PCV-3), which are associated with weight loss, porcine
dermatitis and nephropathy syndrome, and reproductive problems. PCV-2 causes significant
economic loss to the swine industry in Brazil and around the world, which makes the accurate
diagnosis of this virus infection highly important for the implementation of management
actions in affected herds. PCV-3 has been recently described from cases of reproductive loss
and multisystem inflammation, and there is still little information available in Brazilian herds.
The objective of this work was to compare the qPCR and nested PCR techniques for PCV-2
detection and the development of a nested PCR technique for molecular detection of PCV-3
from swine serum samples collected in the states of Rio de Janeiro and Espirito Santo, Brazil.
For this, a gPCR for PCV-2 detection and quantification was implemented at the Animal
Virology and Parvovirus Laboratory, UFF, which was applied to evaluate the association
between viral load and clinical manifestations, and comparison with nested PCR already used
in the laboratory, and a nested PCR for PCV-3 detection, which was later used in the
molecular study for this virus. The gPCR presented 38.92% positivity. However, no statistical
difference was observed between the two assays. A statistical association was observed
between PCV-2 serum viral load and the presence of animals with diarrhea. Regarding nested
for PCV-3, the pair of primers designed for this study had a detection limit higher than the
PCR reaction initially used. This virus was detected in 26.62% of the samples, and a statistical
association between PCV-3 and asymptomatic animals was observed, suggesting that the
virus may cause subclinical infections.

Keywords: PCV-2, PCV-3, gPCR, nested PCR, serum, swine
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A suinocultura brasileira, impulsionada pela tecnificagdo das granjas e pelo
melhoramento genético dos animais, apresenta grande destaque no setor do agronegdcio
mundial. Segundo dados do ultimo relatério anual da Associacdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA), publicado em 2018, o Brasil esta entre 0os quatro maiores produtores e
exportadores de carne suina no mundo, ficando atras apenas de China, Unido Europeia e
Estados Unidos da América (EUA) na producdo e Unido Europeia, EUA e Canadad na
exportacdo (ABPA, 2018).

Fatores como investimentos tecnoldgicos, biosseguranca, seguranca do alimento,
melhoramento genético, bem-estar animal e preservacdo ambiental sdo ferramentas
importantes na cadeia produtiva. Entretanto, o controle sanitario é primordial tanto para
garantir a produtividade do rebanho suino como o acesso ao comércio globalizado (SILVA et
al., 2011).

Apesar disso, a aplicacéo de diferentes inovacdes tecnoldgicas aos sistemas intensivos
de producao de suinos tem gerado problemas relacionados a satde e o bem-estar dos animais
nas granjas modernas (COSTA, 2008). A suinocultura atual se caracteriza pelo
aperfeicoamento maximo da eficiéncia bioldgica dos animais, com consequente aumento das
taxas de crescimento e reproducdo, e pelo confinamento de grande nimero de animais. Estes
fatores favorecem ndo sé a perda do estado de satde animal como também a transmissao de
agentes infecciosos (MAES et al., 2001). Desse modo, o conhecimento das afec¢bes que
afetam a populacdo suina é primordial nos modernos sistemas produtivos (PELLIZA et al.,
2007).

Nesse contexto, diferentes agentes infecciosos tém sido foco de produtores e
pesquisadores desde a década de 1990, quando paises produtores de suinos passaram a sofrer
significativas perdas econdémicas associadas a infecgdes por patogenos emergentes (VIDIGAL
et al., 2012). Doencas emergentes afetam drasticamente a populagdo animal, principalmente
0s animais de producdo, e a intensificacdo da pecudria nos ultimos 40 anos foi,
provavelmente, um dos principais fatores para a detec¢cdo de novos virus emergentes
(KLAUMANN et al., 2018a).

Dentre 0s que merecem atencdo na suinocultura estdo 0s circovirus suino tipos 2
(PCV-2) e 3 (PCV-3). De forma isolada ou associado a outros patogenos, o PCV-2 é
responsavel por grandes prejuizos econdmicos em vérias partes do mundo ao causar
emagrecimento ou perda de peso, além de problemas respiratorios e reprodutivos (SEGALES,

2012). Detectado pela primeira vez em 2015, o PCV-3 causa problemas reprodutivos
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(PALINSKI et al., 2016; PHAN et al., 2016), mas ainda sdo escassas as informacdes sobre a
dindmica da infeccdo e a distribuicdo desse virus em suinos.

A prevencdo contra a infeccdo por PCV-2 é feita através da vacinacdo de porcas e
leitbes, com vacinas inativadas disponiveis no mercado desde o final do ano 2000 (CASTRO
et al., 2007; CHARREYRE et al., 2006), mas ainda ndo existe no mercado vacina contra o
PCV-3.

A suinocultura brasileira € uma atividade de importante cunho social e econémico por
envolver um nimero consideravel de pequenos produtores e empregados em toda a sua cadeia
produtiva, garantindo o abastecimento do mercado interno e gerando divisas através das
exportacdes (GUIMARAES et al., 2017). Mesmo ndo sendo atualmente um estado relevante
na suinocultura, em 2013 o estado do Rio de Janeiro (RJ) apresentava um rebanho de 44.224
suinos, 374 produtores ativos e uma producdo de carne suina de 3.077,30 toneladas
(MORAES, 2014). Em 2017, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), esse rebanho era de 73.570 animais (IBGE, 2018), apresentando um aumento
significativo de 66,35% em relacdo ao periodo de 2013. Ja o estado do Espirito Santo (ES),
em 2017, apresentava um rebanho formado por 26.408 matrizes (ABPA, 2018). Esses dados
demonstram o potencial econdbmico que a atividade apresenta para os estados e a importancia
de conhecermos a circulacdo de agentes infecciosos no rebanho de suinos.

O PCV-2 foi detectado pela primeira vez no RJ em 2002 (FRANCA et al., 2005) e, em
2016, um artigo publicado pelo nosso grupo de pesquisa demonstrou que 0 Vvirus circula em
todas as mesorregides do estado (CRUZ et al., 2016). Em relacéo ao ES, trabalhos publicados
em 2006 e 2010 relatam a presenca do PCV-2 no estado (CHIARELLI-NETO et al., 2006;
ROCHA et al., 2010).

No Brasil, at¢ 0 momento, apenas dois artigos relatam a presenca do PCV-3 no
rebanho brasileiro (SARAIVA et al., 2019; TOCHETTO et al., 2018), mas apenas o Gltimo
identificou o virus no ES. N&o existem relatos da presenca do PCV-3 no RJ, 0 que determina
a importancia do nosso estudo para os dois estados.

A deteccdo molecular baseada na técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
permite o diagnéstico do PCV-2 e do PCV-3 de forma rapida e sensivel a partir de uma
variedade de amostras, tais como soro, sangue, tecidos, sémen, secrecdes nasais, fezes e
tecidos fixados em formol (CRUZ et al., 2016; KARUPPANNAN e OPRIESSNIG, 2017;
KLAUMANN et al., 2018a; LI et al., 2018b; SEGALES, 2012; SHIBATA et al., 2003).

Por serem considerados virus emergentes e que afetam sobremaneira a suinocultura, a

coleta de dados sobre sua epidemiologia e circulagdo contribuira para o avanco no
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conhecimento desses agentes no Brasil, principalmente para os estados do Rio de Janeiro e
Espirito Santo, onde a suinocultura apresenta grande potencial produtor.

2 REVISAO DE LITERATURA
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2.1 IMPORTANCIA ECONOMICA DA SUINOCULTURA

Dados publicados pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA)
mostram que, em 2018, o Brasil produziu 3.97 milhdes de toneladas de carne suina, um
aumento de 5,75% em relacdo ao ano anterior, ocupando o 4° lugar como maior produtor de
carne no mundo (EMBRAPA, 2018). Em relagdo ao Espirito Santo, 0 mesmo relatério mostra
que o estado produziu, em 2018, 26 mil toneladas de carne suina, ocupando o 9° lugar no
ranking dos maiores produtores brasileiros de carne suina (EMBRAPA, 2018).

Em relacdo a exportacdo da carne suina, o pais vem ocupando a 42 posi¢do nos ultimos
19 anos tendo exportado, em 2018, 646 mil toneladas (EMBRAPA, 2018), 0 que gerou uma
receita de US$ 1,070 bilhdo (MDIC, 2019). De acordo com a Associacdo Brasileira dos
Criadores de Suinos (ABCS), o Brasil exportou, apenas no primeiro semestre de 2019, 346,6
mil toneladas de carne suina, gerando uma receita de US$ 699,7 milhdes, nimero 23,4%
maior que o registrado no mesmo periodo de 2018. As perspectivas apontam que a producdo
de suinos no pais em 2019 sera 6% maior em relacdo a 2018 e que as exportacdes também
aumentardo, podendo chegar a 900 mil toneladas (ABCS, 2019). De acordo com a ABPA, a
maior producdo de carne suina do pais estd concentrada na Regido Sul, que corresponde a
68,92% do abate nacional de suinos, seguida pelas Regifes Sudeste (16,03%), Centro-Oeste
(14,93%), Norte (0,10%) e Nordeste (0,03%) (ABPA, 2018). O Espirito Santo exportou, em
2017, 278 toneladas de carne suina, movimentando R$ 150 milhdes e gerando 4.000
empregos diretos (ASES, 2018). Ndo foram encontradas informac@es a respeito da producéo
de carne suina no estado do Rio de Janeiro, mas, de acordo com relatério da Associacdo
Brasileira dos Criadores de Suinos, de janeiro a agosto de 2014 o estado exportou o
equivalente, em cortes de carne suina, a US$ 1 milhdo (ABIPECS, 2014).

Em 2018, 40,2% da proteina animal consumida no mundo era de origem suina, o que
corresponde a 120 milhdes de toneladas de carne (STATISTA, 2018). Nesse mesmo ano, 0
consumo médio de carne suina no Brasil foi de 15,6 kg de carne per capita, ocupando o pais a
242 no ranking do consumo (STATISTA, 2018).

2.2 CIRCOVIRUS SUINO
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2.2.1 Historico

O circovirus suino (do inglés Porcine Circovirus - PCV) foi descrito na década de
1970 na Alemanha como contaminante da linhagem celular de rim suino PK-15 (TISCHER et
al., 1974). Em 1982, este virus teve seu material genético descrito como DNA, fita Unica,
circular e covalentemente ligada nas suas extremidades (TISCHER et al., 1982).

Embora testes soroldgicos revelassem a presenca de anticorpos de PCV na populagédo
suina da época, até a década de 1990 nenhuma enfermidade havia sido associada ao mesmo
(ALLAN et al., 1994; TISCHER et al.,1986). Em 1991, uma nova doenca denominada
Sindrome da Refugagem Multissistémica dos suinos (do inglés Postweaning Multisystemic
Wasting Syndrome - PMWS) foi descrita no Canada. Os animais acometidos apresentavam
perda progressiva de peso, doenca respiratdria e pele palida (CLARK, 1997; HARDING,
1996). Um ano depois, o PCV foi detectado em amostras clinicas de animais com essa
sindrome e foi associado a mesma (CLARK, 1997).

Em 1996, o genoma do PCV associado a PMWS foi totalmente sequenciado, sendo
descritas importantes diferencas gendmicas entre este e o PCV associado a linhagem celular
PK-15, como menos de 80% de identidade de nucleotideos entre eles (ALLAN et al., 1998;
MEEHAN et al., 1998). Assim, sugeriu-se renomear 0s dois virus como PCV tipo 1 (PCV-1)
e tipo 2 (PCV-2) (ALLAN et al., 1999). Enquanto o PCV-1, associado & linhagem celular, é
considerado ndo patogénico, o PCV-2 esta implicado como principal agente etiologico das
Doencas Suinas Associadas ao Circovirus Suino (do inglés Porcine Circovirus Associated
Diseases - PCVAD) (ALLAN et al., 1998; CLARK, 1997; HARDING et al., 1998;
OPRIESSNIG et al., 2007).

Dados epidemioldgicos indicam que o PCV-2 circula na populagdo de suinos ha mais
de 50 anos, antes mesmo de sua associacio com doencas (ALLAN et al., 2007; SEGALES et
al., 2013 (JACOBSEN et al., 2009; RODRIGUES, 2019). No Brasil, o PCV-2 foi identificado
pela primeira vez em 2000 no estado de Santa Catarina por Ciacci-Zanella e Morés (2001).
Desde entdo, o virus ja foi detectado em varios estados, incluindo Rio de Janeiro e Espirito
Santo (Figura 1).

O primeiro relato da presenca do PCV-2 no estado do Rio de Janeiro data de 2002,
quando 14 animais de uma mesma propriedade foram a ébito por causas desconhecidas em
um periodo de seis meses. Esse fato atraiu a atengdo de Franca et al. (2005) que, por
diferentes técnicas diagnosticas, inclusive moleculares, identificaram o PCV-2 como agente

responsavel pelos mesmos. Em 2016, Cruz et al. demonstraram a circulacdo desse virus nas
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seis mesorregides do estado (CRUZ et al., 2016). Em 2006, foi publicado o primeiro trabalho
relatando a presenca do PCV-2 no estado do Espirito Santo (CHIARELLI-NETO et al., 2006)
e, até 2018 apenas dois trabalhos relataram a presenca desse virus no estado (CHIARELLI-
NETO et al., 2006; ROCHA et al., 2010). Em 2018 o PCV-2 foi detectado por Souza em
tecidos de suinos de matadouro do Espirito Santo (SOUZA, 2018).

S*w-/\
[ & "\x/\“-l ,—f'tff/\‘\
) YL MOS
L
J el |
/ J [ \
Y . [ : i : | 7
i Y o ) ) (($ior? Yo
~ - e -y {{ . ~PE I |(PONTES, 2012)
} | (“-’ BA / (BARBOSA, 2008)
MT Jorn . | (OLIVEIRA FILHO et al., 2009)
/ L = {
oy Tay o o "'\»/ . | (soares, 2011)
( 1"“7". - MG . . | (PINTO et al, 2003)
. | (CHIARELLI-NETO et al., 2006)
N7 R E . |(cruz et al,, 2016)
Z PR | SP_= . | (CASTRO et al., 2003)
B o - | (ROCHA et al., 2010)
" ~SC/ . | (ZANELLA e MORES, 2001)
/ 3
'\SS . | (PESCADOR et al., 2007)
]
v

Figura 1 - Deteccgdo do Circovirus suino tipo 2 (PCV-2) no Brasil. Mapa elaborado pela

autora com base nos artigos publicados.

Em 2015, um terceiro virus do género Circovirus foi detectado, pela primeira vez, nos
Estados Unidos (PALINSKI et al., 2016; PHAN et al., 2016). Na Carolina do Norte, foi
registrado um aumento da taxa de mortalidade de porcas com sinais clinicos consistentes com
Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina (PDNS). Nessa mesma propriedade, fémeas
apresentavam uma taxa de paricdo abaixo da média e houve aumento no nimero de fetos
abortados com sinais clinicos similares a essa sindrome. Apesar das lesdes histologicas
encontradas nos animais serem consistentes com a PDNS, os tecidos coletados das porcas e
dos fetos foram testados por imunohistoquimica (IHQ) e PCR em tempo real (qPCR)
apresentando resultados negativos para PCV-2, para o virus da Sindrome Reprodutiva e
Respiratoria dos Suinos (PRRSV) e Virus da Influenza A. Para identificar o agente envolvido

nas lesdes, foi realizado uma analise metagendémica e um sequenciamento de nova geracao,
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que revelou a presenca de um novo circovirus, geneticamente divergente do PCV-2,
designado circovirus suino tipo 3 (PCV-3) (PALINSKI et al., 2016).

Ao mesmo tempo, em uma propriedade do Missouri, EUA, outro grupo de pesquisa
descreveu um quadro clinico patologicamente caracterizado como miocardite e inflamacéo
multissistémica, sem etiologia conhecida, presente em animais com anorexia e perda de peso
(PHAN et al., 2016). Para identificar o agente causador das lesdes, o grupo realizou um
sequenciamento gendmico a partir de tecidos cardiacos de trés animais doentes, nos quais foi
identificado um circovirus com 2000 nucleotideos e menos de 50% de identidade com os
virus da familia Circoviridae previamente descritos, que entdo foi classificado como
circovirus suino tipo 3 (PCV-3) (PHAN et al., 2016). O PCV-3 é o segundo membro do
género Circovirus a causar doenca em suinos (KLAUMANN et al., 2018a).

O PCV-3 foi descrito no Brasil pela primeira vez em 2018 (TOCHETTO et al, 2018),
e no Espirito Santo em 2019 (SARAIVA et al., 2019). Ainda ndo existem relatos da presenca
do PCV-3 nos suinos do estado do Rio de Janeiro.

2.2.2 Classificacdo e Morfologia do Circovirus Suino

O circovirus suino foi inicialmente descrito como morfologicamente semelhante as
particulas de um picornavirus por microscopia eletronica (Figura 2) (TISCHER et al., 1974).
O nome circovirus suino (PCV) foi proposto por Tischer et al. (1982) devido ao genoma
circular, sendo classificado no género Circovirus, familia Circoviridae em 1995 (ICTV,
1995).

A particula viral dos PCV mede de 16 a 18 nanémetros, ndo apresenta envelope e tem
capsideo icosaédrico formado por 60 subunidades proteicas (Figura 2). As proteinas de
capsideo dos PCV-1 e 2 tem peso molecular de 30 kDa (FINSTERBUSC e MANKERTZ,
2009; NAWAGITGUL et al., 2000), enquanto a do PCV-3 tem peso aproximado de 26 kDa
(ZHANG et al., 2019).
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Figura 2 — Representacdo da morfologia do Circovirus Suino (PCV). (A) Reconstrucéo
em 3D do PCV-2. (B) Micrografia eletronica do PCV-2. Fonte: ICTV, 2019

O PCV contém um genoma de DNA fita simples circular ligado covalentemente em
suas extremidades e tem de 1759 a 2000 nucleotideos. Este € um dos menores virus DNA que
apresenta genoma ndo segmentado descrito (FINSTERBUSCH e MANKERTZ, 2009;
HAMEL et al., 1998; YANG et al., 2012).

O genoma do PCV, apresenta sentido ambissenso, formando duas regides intergénicas,
uma mais curta entre as extremidades 3’ dos genes rep e cap, e outra mais longa entre suas
extremidades 5°, essa ultima sendo a origem da replicacdo (ori) do genoma viral
(FINSTERBUSCH e MANKERTZ, 2009). A regido 5" apresenta uma estrutura conservada
em forma de grampo, a “stem-loop” (Figura 3), que contém uma sequéncia repetida de nove
bases (TAGTATTAC) dentro da origem de replicacdo (ori) importante para a ligacdo da
replicase viral (FINSTERBUSCH e MANKERTZ, 2009; STEINFELDT et al., 2001).

O PCV é um dos mais simples entre os virus, necessitando apenas de uma proteina
do capsideo e duas proteinas replicase para sua replicacdo e producdo de uma particula viral
infecciosa (FAUREZ et al., 2009). Trés principais Fases de Leitura Aberta (do inglés Open
Reading Frame - ORFs) sdo encontradas no circovirus. A ORF1, no sentido positivo, codifica
a proteina replicase (Rep) essencial para a replicacdo do DNA viral, com tamanho de 312
aminoacidos (aa) para o PCV-2 e 297 aa para o PCV-3. A ORF2, no sentido negativo,
codifica a Cap, proteina do capsideo viral e maior proteina imunogénica do PCV-2 e com
tamanho de 214 aa no PCV-3 (PALINSKI et al., 2016). A proteina codificada pela ORF3, que

também esta no sentido positivo do genoma, apresenta importante participacdo na inducéo da
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apoptose (HU et al., 2013; LIU et al., 2007), sendo fundamental no desenvolvimento da
patogénese do PCV-2 (CHIARELLI-NETO et al., 2009).

OPFOHAO000 A0

GENOMA
DO PCV

Figura 3 — Esquema grafico do genoma do Circovirus Suino (PCV). Fonte: Faurez et al.,
20009.

A funcdo da proteina codificada pela ORF3 no PCV-3 ainda ndo estd esclarecida
(PALINSKI et al., 2016; PHAN et al., 2016), mas at¢ o momento foi descrito que,
dependendo da posi¢cdo do cddon de iniciacdo, sdo codificadas duas proteinas com tamanhos
diferentes, 177 e 231 aa (FUX et al., 2018). O tamanho das ORFs varia entre as espécies de
circovirus suino (Figura 4) (OUYANG et al., 2019a). Além das trés principais ORFs descritas
para 0 PCV-2, outras duas ORFs, ORF4 e ORF5, ja tiveram suas fungdes descritas. A ORF4
desempenha um importante papel na restricdo da ORF3, prevenindo a apoptose da célula.
Além disso, ela inibe a replicacdo viral nos estagios iniciais da infeccdo (GAO et al., 2014).
A ORF5 codifica uma proteina que inibe a expressao de interferon tipo I, aumentando, assim,
a replicagdo do PCV-2 nas células epiteliais dos suinos. A funcdo das proteinas codificadas
pelas outras sete ORFs identificadas (6 a 12) ainda ndo esta esclarecida (CHOI et al., 2018;
GAO et al., 2014; OUYANG et al., 2019a).

Apesar de pertencerem ao mesmo género, a identidade de aminoacidos entre 0s
circovirus suinos descritos até o momento é de 31% entre o PCV-3 e 0 PCV-1, e de 48% entre
0 PCV-3 e 0PCV-2 (PALINSKI et al., 2016; PHAN et al., 2016; OUYANG et al., 2019b).
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Figura 4 — Representacdo grafica do genoma do PCV e a localizacdo das principais
ORFs. Fonte: Ouyang et al., 2019a.

2.2 3 Replicacao do virus

Os circovirus sdo os menores virus capazes de replicagdo em células de mamiferos e,
devido a sua simplicidade genémica e estrutural, sua biossintese requer a participacdo de
varias enzimas das células hospedeiras e ocorre durante a fase S do ciclo celular (CIACCI-
ZANELLA, 2007). Eles tém tropismo por vérios tipos celulares, principalmente células
epiteliais e endoteliais, assim como macro6fagos. Entretanto, devido & sua baixa atividade
mitética, o ndimero de macrofagos que apresentam evidéncia de replicacdo é baixo
(HAMBERG et al., 2007; PEREZ-MARTIN et al., 2007).

A entrada do PCV na célula ocorre por endocitose clatrina-dependente e necessita da
acidificacdo do endossomo para a infeccdo (MISINZO et al., 2005). Apos a penetracdo do
PCV-2 na célula, ocorre a sintese de uma molécula DNA de fita dupla, também conhecida
como replicativo intermediario (RF), no nucleo da mesma (HAMEL et al., 1998). O RF ¢
ambissenso e apresenta genes que séo codificados tanto pela fita positiva como pela negativa
(complementar) (CHEUNG, 2012).

A proteina Rep ¢ a responsavel pela clivagem do DNA viral formando um terminal 3’-
OH livre para o inicio da replicacdo (TISCHER et al., 1987). A transcricdo do gene cap
origina um pré-RNA, também denominado transcrito imediato, o qual sofre um processo de
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“splicing” (remocao do intron) gerando um RNA mensageiro (MRNA) maduro com uma fase
aberta de leitura continuada (CHEUNG, 2003) que contém trés ORFs que sdo traduzidas em
trés proteinas. Com a replicacdo da fita dupla de DNA ocorre a producdo de copias do DNA

gendmico que sdo, entdo, encapsuladas pela proteina Cap (CHEUNG, 2012).
2.2.4 Evolucdo e variabilidade genética do virus

Estudos sugerem que PCV-1 e PCV-2 tém origem evolutiva comum (OLVERA et al.,
2007). Estima-se que as espécies surgiram de um ancestral comum hé aproximadamente 100
anos e que seguiram trajetérias evolutivas independentes desde entdo (FIRTH et al., 2009). Ja
para o PCV-3, foi sugerido um ancestral de 1.372 anos atrds (FRANZO et al., 2019).

A taxa evolutiva estimada para PCV-1 é de 1.15x10° substituicdes de
nucleotideos/sitio/ano (CORTEY e SEGALES, 2012). Para o PCV-2, a taxa evolutiva
observada para 0 genoma completo é de 1.20x107 substituicbes ano (FIRTH et al., 2009),
duas ordens de grandeza maior que a taxa observada para PCV-1 (CORTEY e SEGALES,
2012), e superior ao observado em outros virus DNA, podendo ser comparada ao observado
em alguns virus RNA (TRIBLE e ROWLAND, 2012). Para o PCV-3 a taxa evolutiva
estimada por Franzo et al. (2019), quando observado o genoma completo, é de 2.35 x 107,
mais proxima do PCV-1 (Figura 5).

Em funcdo dessa alta taxa de mutacdo, suspeita-se que o PCV-2 apresente
quasispecies (FIRTH et al., 2009). No entanto, analises extensivas de sequenciamento seriam

necessarias para confirmar esta hipotese (SEGALES et al., 2013).
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Figura 5 - Representacdo grafica para comparacéo das taxas de mutacdo do Circovirus Suino
tipos 1, 2 e 3 (PCV-1, PCV-2 e PCV-3) em comparacao a outros virus de genoma DNA e
RNA com baixas e altas taxas de evolucdo. Adaptado de Duffy et al., 2008.
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De acordo com metodologia proposta em 2008 (GRAU-ROMA et al., 2008;
SEGALES et al., 2008) e aceita por pesquisadores da Europa e das Américas, a Analise de
Comparacdo de Sequéncia em Pares (do inglés Pairwise Sequence Comparisons Analysis -
PASC) deve ser aplicada na regido do genoma que codifica a proteina de capsideo (regido
1487 a 1472 nucleotideos) e um valor de divergéncia nucleotidica de 0.035 é definido como
limite para a diferenciacdo dos gendtipos do PCV-2 (CORTEY et al., 2011a). Através do
método proposto, sequéncias com valores de divergéncia superiores ao ponto de corte
pertenceriam a diferentes gen6tipos (SEGALES et al., 2008). Por esse método, seis genotipos
de PCV-2 foram descritos até 0 momento (BAO et al., 2018). Entretanto, reconhecendo a
dificuldade de definir um ponto de corte claro entre os genotipos, Franzo e Segalés
propuseram, em 2018, uma nova definicdo dos genotipos. Com base em trés critérios:
distdncia maxima de 13% intra-genotipos (calculada na ORF2), “bootstrap” no nd interno
superior a 70%, e pelo menos 15 sequéncias disponiveis, foram definidos oito gendtipos
(Figura 6) (FRANZO E SEGALES, 2018).

Figura 6 — Arvore filogenética com o0s gendtipos propostos para o Circovirus Suino
tipo 2 (PCV-2). Fonte: Franzo e Segalés, 2018.

Analises filogenéticas do PCV-3, baseadas no genoma completo do virus, apontam
uma tendéncia das sequéncias obtidas se alinharem formando dois gendtipos, classificados
como PCV-3a e PCV-3b (FRANZO et al.,, 2017; FUX et al.,, 2018; KU et al., 2017).
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Baseados nessa analise, estes autores sugerem que o PCV-3 entrou na Europa por Varios
locais diferentes, o que explicaria a heterogeneidade encontrada entre as diversas sequéncias
analisadas. Ja a analise das mutacdes A24V e R27K na proteina do capsideo, dividem o PCV-
3 em trés gendtipos PCV-3a, PCV-3b e PCV-3c, e trés sub-gendtipos (PCV-3al, PCV-3a2 e
PCV-3a3 (Figura 7) (FU et al., 2018).
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Figura 7 - Arvore filogenética baseada na amplificacdo completa do gene que codifica a

proteina do capsideo com o0s genotipos do Circovirus Suino 3 (PCV-3). Fonte: Fu et al., 2018.
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2.2.5 Patogenia e sinais clinicos

A infeccdo por PCV-2 ¢ clinicamente manifestada pela sindrome de perda
multissistémica pds-desmame (PWMS), doenca respiratoria e entérica, falha reprodutiva e
sindrome da dermatite e nefropatia dos suinos (PDNS) (OPRIESSNIG et al., 2007).

O PCV-2 também jé foi relacionado a doenga do complexo respiratorio suino (PRDC),
que se caracteriza por causar um crescimento lento e irregular, reducdo no consumo alimentar,
aumento da conversdo alimentar, tosse e pneumonia, acometendo leitbes entre 16 e 20
semanas de idade, em associagdo com o0s principais patégenos envolvidos no
desenvolvimento do complexo, como o PRRSV (Virus da Sindrome Reprodutiva e
Respiratéria Suina), o Virus da Influenza e o Mycoplasma hyopneumoniae (HARMS et al.,
2001; CASTRO et al., 2007; SEGALES et al., 2013). Na maioria dos casos, dificilmente
distinguem-se doencas do complexo respiratorio suino e circovirose, uma vez que ambos Sao
clinicamente muito semelhantes (CASTRO et al., 2007; SEGALES et al., 2013).

A interacdo entre o PCV-2 e seu hospedeiro natural, o suino, € um processo
complexo, que tem inicio com a entrada do virus nas células (NAUWYNCK et al., 2012).
Essa interacdo pode produzir uma resposta imune adaptativa que ndo permite a expressao da
infecgdo por parte do animal, embora possa estabelecer uma viremia persistente (SEGALES,
2012).

Atualmente, a forma mais comum de infeccdo por PCV-2 é a subclinica (PCV2-SI),
onde, apesar dos sinais clinicos ndo serem observados, 0s animais apresentam retardo no
ganho de peso ou emagrecimento (OLIVER-FERRANDO et al., 2016; SEGALES, 2012). De
acordo com Oliver-Ferrando et al. (2016), a infec¢do subclinica pode estar associada a um
protocolo inadequado de vacinagdo contra PCV-2, mas a causa certa dessa forma de infeccédo
ainda precisa ser mais pesquisada.

Uma questdo fundamental na patogenia do PCV-2 € a forma como o individuo
responde a infeccdo: em uma mesma baia, alguns animais exibem sinais clinicos enquanto
outros desenvolvem uma infecgdo assintomatica (SEGALES e DOMINGO, 2002; SEGALES
et al., 2013). Dessa forma, a questdo é: por que um animal desenvolve a doenga e outro ndo?
Baseado em dados publicados por Segalés et al. (2013), o desenvolvimento da doenca parece
ser o resultado do “porco certo infectado no momento certo pelo virus certo”. Isso pode ser
traduzido como: deficiéncia da resposta imune do hospedeiro, tempo de infeccdo (declinio dos
anticorpos maternos, infecgdo precoce pelo virus e coinfeccdes) e genotipos do PCV-2.
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Em condic¢Oes naturais, leitbes entre trés e quatro semanas de idade apresentam a
soroconversao com mais frequéncia e anticorpos podem ser detectados em suinos nas
diferentes fases de criagdo (ALLAN e ELLIS, 2000). A viremia ocorre entre as 72 e as 162
semanas de idade. Entretanto, a variacdo individual na deteccdo do DNA do PCV-2 pode ser
de 5 a 21 semanas, demonstrando que alguns suinos podem desenvolver uma viremia
persistente (SEGALES e DOMINGO, 2002). Em animais com anticorpos maternos elevados
a viremia é baixa, aumentando conforme o nivel dos anticorpos diminui (GRAU-ROMA et
al., 2011).

A transmissao vertical pode ser confirmada através da presenca do virus em amostras
de sémen e colostro (SHEN et al., 2010), e em isolados de fetos abortados no final da
gestacdo e de natimortos oriundos de granjas com problemas reprodutivos. Inoculacdes
experimentais demonstraram que o virus tem capacidade de replicacdo e causa anormalidades
nos fetos em diferentes fases da gestacdo (ALLAN et al., 1995; LYOO et al., 2001).

A presenca do PCV-2 é essencial, mas ndo suficiente para causar a circovirose, que é
considerada uma sindrome multifatorial onde a presenca de outros agentes como Parvovirus
suino, Torque teno suino, Virus da Diarreia Epidémica dos Suinos e Mycoplasma
hyopneumoniae, é muito importante (CASTRO et al., 2007; CRUZ et al., 2016;
KEKARAINEN et al., 2007). Essas coinfeccBes alteram e/ou intensificam os sinais clinicos
apresentados pelos animais, dificultando a identificacdo da doenga (CASTRO et al., 2007),
podendo aumentar a replicacdo do PCV-2 ou interferirem com a expressao do sistema imune
do hospedeiro, alterando a producdo de citocinas e a proliferacdo celular, favorecendo a
replicacéo viral (OPRIESSNIG e HALBUR, 2012).

A patogenicidade do PCV-3 ainda ndo esta totalmente esclarecida, mas o virus ja foi
detectado em animais com sinais clinicos de dermatite e nefropatia e problemas reprodutivos,
e apresentando lesbes como vasculite, glomerulonefrite, pneumonia intersticial, miocardite
supurativa e arteriolite (PALINSKI et al., 2016; PHAN et al., 2016). Mais recentemente,
Jiang et al. (2019) encontraram linfadenite granulomatosa e vasculite em tecido hepatico de
animais infectados experimentalmente com PCV-3, demonstrando que o virus pode causar
lesdo em varios 6rgdos. Essa teoria é corroborada por outros trabalhos desenvolvidos pelo
mesmo grupo, que demonstraram a presenca de antigenos do PCV-3 em pulmdes, coracéo,
rins, linfonodos, baco, figado e intestino delgado de animais infectados (FRANZO et al.,
2018a; LI et al., 2018a). Mesmo com essas novas informacdes, o caminho da infecgdo por
PCV-3 ainda € desconhecido, especialmente em funcdo da dificuldade na propagacdo e

isolamento do virus em cultura de células (L1 et al., 2018a).
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N&o existem evidéncias de infeccdo persistente por PCV-3 em suinos domésticos e,
até o momento, ndo foram publicados estudos longitudinais sobre essas infec¢des.

2.2.6 Epidemiologia

No inicio dos anos 1990, a PMWS surgiu como uma doenca cujas caracteristicas eram
emagrecimento, perda do ganho de peso diario e alta mortalidade, afetando principalmente
suinos com idade entre cinco e 12 semanas de vida (ALLAN e ELLIS, 2000; HARDING e
CLARK, 1997). Além disso, a doenca causava um aumento no custo da producdo nédo
somente pela mortalidade e perda de peso, mas também devido ao uso de medicamentos para
combater infec¢bes secundarias e 0 aumento no nimero de animais descartados (ALARCON
etal., 2013).

Existem evidéncias da presenca do PCV-2 na populacdo suina ha décadas, antes
mesmo da descricdo das manifestacfes clinicas no inicio dos anos 90 (CIACCI-ZANELLA et
al., 2006; JACOBSEN et al., 2009; SEGALES et al., 2013). A deteccio de PCV-2 foi descrita
em suinos com e sem sinais clinicos de PMWS em todos os continentes (ALLAN e ELLIS,
2000). Na América do Sul, o PCV-2 ja foi detectado no Brasil, Argentina, Chile, Colémbia e
Uruguai (CIACCI-ZANELLA e MORES, 2001; CRUZ et al., 2016; MONROY et al., 2014;
PEREDA et al., 2011; RAMOS et al., 2012; RUIZ et al., 2007; SARRADELL et al., 2002).
A prevaléncia de PCV-2 nos rebanhos mundiais tem sido confirmada com o uso de PCR
(Reacdo em cadeia pela polimerase) em amostras de soro, sangue, sémen, secrecdes nasais,
amostras ambientais e tecidos fixados em formol (CRUZ et al., 2016; GERBER et al., 2010;
LOPEZ-LORENZO et al., 2019; MORANDI et al., 2012; PINTO et al., 2011; SEGALES,
2012).

A presenca de PCV-2 em amostras nasal, tonsilar, brénquica, urinéria, fecal e de
sémen de animais com e sem sinais clinicos de circovirose sugere que a via de transmissado
horizontal é a mais comum (SEGALES et al., 2005), mas talvez ndo a mais eficiente.
Andraud et al. (2008), colocando em uma mesma baia animais infectados e ndo infectados
com PCV-2, verificou que a viremia nos animais ndo infectados sé foi detectada 35 dias ap6s
0 contato, sugerindo que a infecgéo através de contato direto entre animais é baixa.

A disseminacdo do PCV-2, causando epidemias em varias partes do mundo, esta
diretamente relacionada ao comércio global de suinos vivos, sémen e produtos suinos,

principalmente ao comércio de animais com infeccdo subclinica, devido & natureza sutil da
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doenca, que invariavelmente exige uma verificacdo diagnodstica mais critica sobre os animais
importados ou seus produtos (FRANZO et al., 2015b; VIDIGAL et al., 2012).

Os genotipos 2a e 2b foram os mais encontrados em varios paises do mundo,
enquanto o 2c foi encontrado apenas em amostras de soro de suinos arquivadas na Dinamarca
e de porco selvagem no Brasil (CHEUNG et al., 2007; DUPONT et al., 2008; FRANZO et
al., 2015a; OLVERA et al., 2007; SEGALES et al.,2008).

O PCV-2e foi identificado pela primeira vez em 2006 em amostras de animais do
México e dos EUA (DAVIES et al., 2016; HARMON et al., 2015). Em um recente estudo
realizado na China por Bao et al. (2018), o gendtipo PCV-2f foi descrito a partir de novas
sequéncias virais, formando grupos distintos dos gendtipos ja existentes. A significancia
clinica destes gendtipos ainda nédo esta esclarecida.

Segundo Franzo et al. (2016), a dindmica populacional do PCV-2 foi caracterizada
pelo aparecimento de ondas periddicas de gendtipos distintos, 2a e 2b, que apds um aumento
inicial, se espalharam seguindo rotas comerciais suinas principais e foram entdo substituidas
por gendtipos emergentes subsequentes, 2d-2f.

A andlise Bayesiana da regido de capsideo de amostras de PCV-2 identificadas no
estado do Rio de Janeiro evidenciou a formagéo de dois clusters distintos, o primeiro com as
amostras pertencentes ao gendtipo 2a e prototipos 2a e 2e, e um segundo cluster com as
amostras 2b e 2d. Cinco amostras 2b formaram um subcluster com sete prot6tipos 2b (CRUZ
et al., 2016)

Duas mudancas genotipicas ocorreram com o PCV-2 no século 20. Em 2005 o PCV-
2a foi substituido pelo PCV-2b, e em 2008 o PCV-2b foi substituido pelo PCV-2d (FRANZO
et al., 2016; KARUPPNNAN & OPRIESSNIG, 2017; REINER et al., 2015; XIAO et al.,
2015). Sabe-se que, atualmente, o PCV-2d é o genétipo mais prevalente no mundo
(KARUPPNNAN & OPRIESSNIG, 2017; TSAI et al., 2019; THANGTHAMNIYOM et al.,
2017; XIAO et al., 2016; WANG et al., 2009). Embora dados epidemiologicos néo
demonstrem a associacdo dos genotipos aos surtos epidémicos acontecidos, estudos
publicados em diferentes paises descrevem uma alteracdo de genoOtipos (2a para 2b)
acontecendo ao mesmo tempo da maioria dos surtos de circovirose (CHEUNG et al., 2007,
CORTEY et al., 2011b; TIMMUSK et al., 2008). Tal coincidéncia no tempo e no espago
ressalta que essa alteracdo de gendtipos € mais uma parte do quebra-cabeca que é a evolugéo
das doengas causadas pelo PCV-2 (SEGALES et al., 2013). Acredita-se que as alteracdes nos
gendtipos do PCV-2 sdo um importante fator de falha vacinal em muitas granjas. Outro fator
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sugerido seria a coinfecgdo com o PCV-3, mas essa teoria ainda precisa ser esclarecida (KU et
al., 2017).

O genoma do PCV-3 tem sido detectado em animais de varias idades e sua prevaléncia
varia de 6,8% a 59,4%, conforme o material usado na deteccdo (KIM et al., 2017; ZHENG et
al., 2018a). Em relagdo a idade do animal, a menor presenca (5%) foi encontrada em animais
da maternidade (STADEJEK et al., 2017) e a maior presenca (49,3%) em animais da creche
(KWON et al., 2017). Entretanto, um estudo recente conduzido na Espanha demonstrou que
a frequéncia nao foi diferente entre as idades dos animais (KLAUMANN et al., 2018a).

ApoGs as primeiras descricdes do PCV-3 na América do Norte (PHAN et al., 2016;
PALINSKI et al., 2016), outros paises da Europa, Asia e América do Sul também relataram a
presenca do virus em suinos domésticos e selvagens (FACCINI et al., 2017; KU et al., 2017
STADEJEK et al., 2017; FRANZO et al., 2018b; FU et al., 2018; TOCHETTO et al., 2018;
KLAUMANN et al., 2019b; VARGAS-BERMUDEZ et al., 2019) (Figura 8).

Figura 8 — Mapa com a distribuicdo geografica do Circovirus Suino tipo 3 (PCV-3). Em
vermelho, os paises onde o virus foi detectado até o final de 2018.

Fonte: Klaumann et al., 2018a.

O PCV-3 ja foi detectado em soro e tecidos de suinos afetados por varias
manifestacbes clinicas como problemas respiratérios, falhas reprodutivas, miocardite,
sindrome da dermatite e nefropatia suina (PDNS) e tremores congénitos (PHAN et al., 2016;
KU et al., 2017; PALINSKI et al., 2017; CHEN et al., 2018). Além disso, o0 virus também ja
foi detectado em animais assintomaticos (FRANZO et al., 2017; ZHAI et al., 2017; ZHENG
et al., 2018a).
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Estudos retrospectivos revelam a circulacdo do PCV-3 em 1993 na Suécia (YE et al.,
2018) e em 1996 na Espanha e na China (KLAUMANN et al., 2018a; SUN et al., 2018).
Mais recentemente, uma pesquisa realizada no Laboratério de Virologia Animal e Parvovirus,
Universidade Federal Fluminense (UFF), detectou o PCV-3 em amostras de tecido de suino
parafinado datadas de 1967 (RODRIGUES, 2019).

O PCV-3 ja foi detectado, por PCR, em amostras de fluido oral, swab nasal, fezes,
sémen, tecidos, colostro e soro (FRANZO et al., 2017, 2018a; KU et al., 2017; KWON et al.,
2017; KEDKOVID et al., 2018; KLAUMANN et al., 2018b).

Coinfec¢bes do PCV-3 com PCV-2, Torque Teno virus Suino, Parvovirus suino e o
virus da diarreia epidémica suina (PEDV) ja foram descritas em animais com e sem sinais
clinicos (HA et al., 2018; KIM et al., 2018b; ZHENG et al., 2018b; SUKMAK et al., 2019).
Artigos publicados apresentam evidéncias que coinfecgdes por PCV-3 com outros patdgenos,
como TTSuV-1 por exemplo, podem estar associadas ao aumento da patogenicidade do virus
em suinos (PALINSKI et al., 2016; ZHAI et al., 2017).

Contrariando a ideia de que o PCV-3 infecta apenas os suideos, o PCV-3 ja foi
encontrado em soro de cachorros, camundongos e bovinos (JIANG et al., 2019; WANG et al.,
2019; ZHANG et al., 2017). Entretanto, ainda ndo ha evidéncias de que o virus cause doencas
em outras espécies (KLAUMANN et al., 2018b).

No Brasil, o PCV-3 foi descrito em um pool de soros coletados de porcas que
apresentavam quadro de problemas reprodutivos em duas propriedades no sul do pais
(TOCHETTO et al., 2018) e em amostras de tecido coletadas em nove estados brasileiros
produtores de suinos (MT, MS, GO, MG, ES, SP, PR, SC e RS) (SARAIVA et al., 2019).

Diferentes estudos tém apontado possiveis origens para o PCV-3. Fu et al. (2018)
sugerem um evento de recombinacao entre os circovirus de morcegos e suinos selvagens ha
mais de 215 anos. Entretanto, Saraiva et al. (2018), ndo encontraram resultados que apontem a
recombinacdo entre os circovirus de suinos e morcegos para a origem do PCV-3. Esses
autores sugerem, por andlise bayesiana de sequéncias moleculares, que o PCV-3 que circula
atualmente teve origem entre os anos de 1946 e 1987, sendo o mais provavel 1967, data essa
corroborada por Rodrigues (2019). Eles demonstraram que 0 virus tem uma origem diferente
dos demais circovirus suino, dividindo um ancestral comum com o circovirus dos morcegos,
surgido ha mais de 50 anos atras (FU et al., 2018; LI, G. et al., 2018; SARAIVA et al., 2018).
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2.2.7 Diagndstico

O primeiro passo no diagnéstico da circovirose envolve a observacdo dos sinais
clinicos caracteristicos das sindromes associadas ao PCV-2. Entretanto, os sinais clinicos séo,
na sua maioria, inespecificos e comuns a outras doencas. Nesse contexto, o diagndstico
laboratorial confirmatério é baseado em achados patoldgicos e virologicos (SEGALES, 2012;
inserir).

No inicio dos anos 2000, técnicas moleculares em tecidos, por serem muito sensiveis,
ndo apresentavam boa correlagdo com a enfermidade (PINTO, 2004). Diante disso,
pesquisadores da Universidade de Barcelona (QUINTANA et al., 2001; SORDEN, 2000)
sugeriram a visualizacdo de lesdes histologicas em o6rgdos linfoides como diagnostico
(SOUZA et al., 2008). As observacOes dessas lesdes, em associacdo a deteccdo do DNA viral
e/ou a detecgdo de antigenos e proteinas nesses tecidos, sdo, ainda hoje, consideradas os testes
mais fidedignos para o diagndstico da circovirose (QUINTANA et al., 2001; SEGALES,
2012; SORDEN, 2000). Até 2012, a imunohistoquimica (IHQ) ainda era considerada a opcao
mais indicada para o diagndstico da circovirose, com a deteccdo do antigeno viral nos tecidos
dos animais infectados (SEGALES et al., 2012).

A deteccdo molecular baseada na técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)
permitiu o diagndstico do PCV-2 de uma forma réapida e sensivel a partir de uma variedade de
amostras, tais como soro, sangue, tecidos, sémen, secrecdes nasais, amostras ambientais e
tecidos fixados em formol (CRUZ et al., 2016; KARUPPANNAN e OPRIESSNIG, 2017;
SEGALES, 2012). A PCR e nested PCR (nPCR) tém sido utilizadas para realizar estudos
retrospectivos de deteccdo do PCV-2 (CHOI et al., 2002; KIM e CHAE, 2001; KIM et al.,
2001; SHIBATA et al., 2003).

A partir dos anos 2000, a técnica de PCR em tempo real (QPCR) vem sendo utilizada
para determinar a carga viral do PCV-2 em diversas amostras (NIELSEN et al., 2018;
OLVERA et al., 2004; ROVIRA et al., 2002; YUAN et al., 2014), sendo considerada uma
técnica mais sensivel, mais simples e mais confiavel que a PCR convencional (BRUNBORG
et al., 2004; OLVERA et al., 2004). Tanto quanto sabemos, todos os sistemas de PCR em
tempo real descritos até agora s@o baseados na amplificacdo parcial da ORF2 (BRUNBORG
et al., 2004; OLVERA et al., 2004; ROVIRA et al., 2002; YUAN et al., 2014).

A deteccdo de anticorpos para PCV-2 no soro de suinos pode ser realizada pelas
técnicas de imunofluorescéncia indireta (IFI) e ELISA, sendo IFlI a mais utilizada
(BLANCHARD et al., 2003; CHOI et al., 2002).
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A deteccdo do PCV-3 tem sido realizada com técnicas moleculares como PCR e
gPCR, e sua caracterizacdo molecular é feita por sequenciamento (KLAUMANN et al.,
2018a; LI et al., 2018b). A técnica de hibridizacéo in situ foi utilizada em um estudo onde se
observou a expressdo do RNA viral em tecido cardiaco (PHAN et al., 2016). Tendo como
alvo a proteina do capsideo, um ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi desenvolvido por um
grupo de pesquisadores na China (DENG et al., 2018), enquanto outro grupo produziu um
anticorpo monoclonal (L1 et al., 2018a).

Para elucidar a patogenia do PCV-3, diferentes técnicas laboratoriais precisam ser
testadas e padronizadas, j& que as técnicas utilizadas atualmente dificultam afirmar que o
PCV-3 esta realmente relacionado as manifestacdes clinicas observadas nos animais
(KLAUMANN et al., 2018b).

2.2.8 Prevencao e controle

Diferentes estratégias tém sido adotadas para a prevencdo e controle das infeccdes
pelo PCV-2, incluindo a vacinacdo (SEGALES et al., 2013) e medidas de manejo (MADEC
et al., 2000).

A vacinacdo dos animais passou a ser disponivel a partir do final do ano 2000, o que
tornou possivel a reducdo do nimero de infeccdes e casos de doenca por PCV-2 (SEGALES,
2015). Atualmente, quatro vacinas comerciais, todas baseadas em isolados de PCV-2a (SHEN
et al., 2012), estdo disponiveis em todo o mundo (Quadro 1) (FAIM, 2019; GRAU-ROMA et
al., 2011).

Varios estudos demonstraram que a vacinagao contra PCV-2, mesmo em um quadro
de PCV2-Sl, é capaz de aumentar os parametros de producdo (ganho de peso diario, condicéo
corporal e peso da carcaga) (YOUNG et al., 2011). Dessa forma, o uso da vacina vem
alterando um cenario de graves surtos (1997-2007) para um cenario de infeccbes auto
limitantes com surtos ocasionais (FIGUERAS-GOURGUES et al., 2019).

O uso da vacinagdo em porcas e marrds com a vacina inativada e com adjuvante
oleoso oferece imunidade ao leitdo através da transferéncia passiva de anticorpos para PCV-2.
Além disso, diminui a circulacao e eliminacdo do agente durante as primeiras semanas de vida
do leitdo (CASTRO et al., 2007). Charreyre et al. (2006) observaram uma reducdo da taxa de
mortalidade por circovirose suina de 50% nos animais entre desmame e fim da terminacéo na

maioria de 150 granjas francesas e alemas que incluiram a vacinagéo nas suas préaticas.
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Além da vacinacdo para PCV-2 especificamente, 0 uso de vacinas e tratamentos
direcionados para as coinfecces virais, como para Parvovirus, e bacterianas, como para
Mycoplasma hyopneumoniae, também minimizam o impacto do PCV-2 nas granjas
(SEGALES, 2012).

Em 2008, chegou no Brasil uma vacina inativada para circovirose suina que oferecia
protecdo para os PCV-1 e PCV-2, indicada para leitdes, e que vem sendo utilizada até os dias
de hoje. Essa formulacdo permitiu manter a seguranca do PCV-1 ndo patogénico, enquanto
estimulava a resposta imune contra o PCV-2 (CIB, 2007). Em 2019, a primeira vacina PCV-
2b produzida com isolados brasileiros foi lancada no pais, apresentando maior identidade
sequencial com as ORF2 de PCV-2b e PCV-2d, o0 que aumenta a probabilidade de protecédo
cruzada da vacina (FAIM, 2019).

Quadro 1 - Vacinas para prevenc¢éo da infeccdo por PCV-2.

Vacina Empresa Antigeno Administragéo Recomendagéo
CIRCOVAC Merial PCV-2 2mL IM Fémeas em
Inativado 2 doses cobertura
INGELVAC Boehringer | ORF2 PCV-2 1mLIM Leitdes
CIRCOFLEX | Ingelheim dose Unica > 3 semanas
PORCILIS Intervet- ORF2 PCV-2 2mL IM Leitdes
PCV Schering dose Unica ou 2 doses | > 3 dias
SUVAXYN Fort Dodge | Quimera PCV- |2 mL IM Leitdes
PCV-2 Pfizer 1ePCV-2 dose Unica > 4 semanas
Inativada
SAFESUI Ourofino ORF2PCV-2b |1mLIM Leitdes
CIRCOVIRUS Inativada 2 doses > 3 semanas

IM= intramuscular. Fonte: GRAU-ROMA et al., 2011; FAIM, 2019.

Diferentes medidas de manejo tém sido adotadas para controlar a disseminacéo de
PCV-2, diminuir o estresse animal, eliminar as coinfec¢des e minimizar os fatores que
induzem a estimulacgdo cronica do sistema imunoldgico (MADEC et al., 2000). Dentre essas
medidas, destacam-se a utilizacdo do sistema "todos dentro todos fora", onde os animais de
um mesmo lote ocupam e desocupam uma sala em um mesmo momento, a reducdo de
introdugdo de novos animais no rebanho e no nimero de animais por m?, a melhoria da
qualidade de ar e controle da temperatura, a manutencdo dos animais agrupados por leitegada
durante as fases de crescimento e terminacéo, e a remoc¢édo de os animais doentes das baias.

O PCV-2, sendo um virus ndo envelopado, é muito estavel no ambiente. Entretanto, o

uso de desinfetantes nas instalacdes e nos veiculos de transporte ajuda no controle da sua
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disseminacdo. Dentre os desinfetantes testados in vitro, aqueles a base de fenol, amodnia
quaternéria, hidroxido de sodio e agentes oxidantes, diluidos em concentracdes variadas,
diminuiram o niumero de particulas virais em até 73,6% (ROYER et al., 2001).

A disseminacdo do PCV-2 tem sido controlada através do uso de vacinas, cujo alvo é
a proteina do capsideo (FAIM, 2019). Mas dado que a identidade de nucleotideos entre a
proteina de capsideo do PCV-3 e PCV-2 é inferior a 30%, é pouco provavel que a vacina
contra PCV-2 ofereca imunidade cruzada para PCV-3 (PALINSKI et al., 2016), assim a
vigilancia epidemioldgica continua é essencial para o controle da disseminacdo do PCV-3 (LI
et al., 2018a). Entretanto, ndo existem estudos apontando formas de prevengéo e controle para
0 PCV-3 até o momento.
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3 OBJETIVOS
3.1 GERAL

Realizar estudo molecular dos circovirus suino tipos 2 (PCV-2) e 3 (PCV-3), através
da quantificacdo e deteccdo do DNA do PCV-2 e deteccdo molecular do PCV-3, a partir de
amostras de soro de suinos dos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo, Brasil, coletadas
entre os anos de 2013 a 2018.

3.2 ESPECIFICOS

- Implementar a PCR em tempo real para a detec¢do e quantificacdo de PCV-2 no
Laboratorio de Virologia Animal e Parvovirus, UFF, utilizando sistema de sondas de
hidrélise TagMan® e curva sintética, em amostras de soro de suinos.

- Comparar a técnica da qPCR com a nested PCR na detec¢do molecular do PCV-2.

- Correlacionar a carga viral do PCV-2 com os aspectos clinicos e epidemiologicos
dos animais.

- Estabelecer uma técnica de nested PCR para a deteccdo do PCV-3.

- Realizar a deteccdo molecular do PCV-3 em amostras de soro de suinos coletadas

nos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo.

- Estudar a relacdo entre a presenca de PCV-3 e 0s aspectos clinicos e epidemiologicos

dos animais.

- Estudar os casos de coinfeccdo entre o PCV-3 e outros agentes virais importantes na

suinocultura (Circovirus suino tipo 2, Torque teno virus suino tipos 1 e 2).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 APROVACAO EM COMITE DE ETICA

Esse estudo tem a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal Fluminense (UFF) sob o nimero 2491130718 (Anexo 1).

4.2 AMOSTRAS

Para a realizagdo deste estudo, foi utilizado o total de 208 amostras de sangue de
suinos. Cento e quarenta e nove amostras foram usadas para deteccdo e quantificacdo de
PCV-2 e 154 foram usadas para deteccdo molecular do PCV-3. As amostras foram coletadas
em 37 propriedades localizadas em 21 municipios da regido Sudeste do Brasil, 16 do Rio de
Janeiro e 5 do Espirito Santo, nos anos de 2013, 2014, 2017 e 2018 (Quadro 2).

Deste total, 164 amostras foram obtidas entre os anos de 2013 e 2014 para um estudo
anterior (CRUZ et al., 2016), que foi conduzido em 32 propriedades localizadas em 16
municipios de cinco mesorregides do estado do Rio de Janeiro (RJ) (Figura 9). Foram
percorridos mais de 2.000 km em um total de dez dias para a realizacdo da coleta das
amostras de sangue. Devido a baixa tecnificagdo da maior parte das granjas visitadas, foi
possivel visitar de duas a trés granjas diariamente, coletando as amostras de sangue. Todas
essas amostras foram testadas para PCV-2, TTSuV-1 e TTSukV-2 por PCR.

As demais 44 amostras foram coletadas em 2017 e 2018 em animais do estado do
Espirito Santo (ES). Nesse periodo, foram visitadas cinco propriedades em cinco municipios
localizados na regido sul do estado (Figura 10). A escolha da regido sul do ES para as coletas
deu-se pelos seguintes fatores: proximidade da divisa entre os dois estados, o que pode
favorecer a transmissdo de patdgenos, maior concentracdo de propriedades na regido e
economia de recursos e de tempo. Como as granjas deste estado sdo mais tecnificadas que as
do RJ e apresentam um nivel de biosseguridade mais rigoroso, a entrada nas granjas so foi
permitida com intervalo de vazio sanitario minimo de 15 dias entre elas. Dessa forma, o

numero de propriedades visitadas foi menor para esse estado.
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Quadro 2 - Relagdo dos estados, municipios e nimero de propriedades visitadas e numero de

amostras obtidas para o desenvolvimento do estudo.

ESTADO MUNICIPIOS NUMERO DE NUMERO DE
PROPRIEDADES AMOSTRAS
Angra dos Reis 2 11
Barra Mansa 2 14
Bom Jesus do 2 10
Itabapoana
Cachoeira de 2 17
Macacu
Campos dos 3 19
Goytacazes
Cantagalo 1 3
Rio de Duque de Caxias 1 5
Janeiro Itaperuna 1 2
Miracema 3 11
Nova Iguagu 1 4
Pinheiral 1 3
Posse 1 19
Rio Claro 6 32
Séo Francisco do 1 7
Itabapoana
Séo Gongalo 1 2
Valencga 4 5
Alegre 1 6
Castelo 1 11
Espirito Jerdnimo Monteiro 1 7
Santo Muqui 1 10
Vargem Alta 1 10
TOTAL 21 37 208
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Angra dos Reis
Barra Mansa
Pinheiral

Rio Claro
Valenga

B.J. Itabapoana
Itaperuna
Miracema

....S.F. Itabapoana

Cachoeiras de Macacu
Duque de Caxias - Nova Iguacgu
Petropolis - Sao Gongalo

Figura 9 - Mapa do estado do Rio de Janeiro com o numero de municipios visitados por

mesorregido. Elaborado pela autora com base no mapa disponivel em IBGE.
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Figura 10 - Mapa do estado do Espirito Santo com a localizagdo dos municipios visitados.

Elaborado pela autora com base no mapa disponivel em IBGE.
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4.2.1 Critério de inclusdo dos animais

O critério de inclusdo dos animais para o estudo anterior (CRUZ et al., 2016) e para
este estudo foi o aspecto corporal do animal no momento da coleta da amostra de sangue.
Animais com peso adequado para a fase de produgdo em que se encontravam e animais
visualmente magros, todos de um mesmo lote, foram separados aleatoriamente por avaliagéo
visual (Figura 11). Todos eles foram entdo pesados, sendo o valor aferido registrado em banco

de dados para posterior analise.

Figura 11 - Animais separados para coleta de amostra de sangue. Fonte: Arquivo

pessoal.

ApOs a separacdo, todos os animais selecionados foram examinados pelo Médico
Veterinario responsavel pela coleta das amostras de sangue e a presenca ou auséncia de sinais
clinicos foram anotadas em ficha clinica, assim como a data de nascimento e o0 sexo dos
mesmos. Os sinais clinicos observados nos animais no momento do exame estdo descritos no
quadro 3. Os animais do estudo foram também classificados em diferentes fases de producéo
de acordo com a idade: creche (idade 21 a 70 dias), recria (idade 71 a 110 dias) e terminacao

(a partir de 111). Nenhum dos animais incluidos no estudo recebeu a vacina contra PCV-2.
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Quadro 3 - Classificagdo dos sinais clinicos observados nos animais no momento da coleta.

Sinal clinico Descricdo

Auséncia de sinais Nenhum sinal observado

Entéricos Diarreia com ou sem presenca de sangue

Locomotores Claudicacéo e/ou artrite e/ou bursite

Respiratorios Tosse e/ou espirro e/ou secrecdo nasal

Multissistémicos Entéricos + respiratorios, entéricos +
locomotores, respiratorios + locomotores,
entéricos + respiratdrios + locomotores

4.2.2. Coleta das amostras

A coleta das amostras de sangue para a obtencdo do soro foi realizada por puncéo da
veia jugular externa (CAPRIOLI et al., 2006) (Figura 12). Foram utilizados tubos de coleta
contendo EDTA e agulhas 25x7 mm e coletados aproximadamente 2mL de sangue de cada
animal.

As amostras foram mantidas sob resfriamento em gelo até a chegada ao Laboratério
de Virologia Animal e Parvovirus, da Universidade Federal Fluminense. No laboratério, elas
foram centrifugadas a 1.000 rpm/10 min para a obtencdo do soro, que foi separado em

aliquotas de 200uL e armazenado em freezer até a extracdo do DNA.
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Figura 12 - Coleta de amostra de sangue por puncédo da veia jugular externa. Fonte: Arquivo

Pessoal.

4.3 EXTRACAO DO GENOMA VIRAL

O DNA total foi extraido a partir de 200uL de soro do animal utilizando o kit
comercial High Pure Viral Nucleic Acid Kit® (Roche, Alemanha), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Todos os produtos da extracdo foram estocados em freezer até o

momento de sua utilizacdo.

4.4 IMPLEMENTACAO DA PCR EM TEMPO REAL (gPCR) PARA DETECCAO E
QUANTIFICACAO DE CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (PCV-2) EM AMOSTRAS DE
SORO DE SUINOS

Para esta etapa do estudo foram incluidos 125 animais com peso abaixo do esperado
e 24 com peso adequado. Em relagdo as amostras, foram selecionadas 123 amostras usadas no
estudo anterior e que apresentavam volume de soro suficiente para uma nova extragéo de
DNA, e 26 amostras coletadas para este estudo. A quantidade total de 149 amostras
selecionadas foi definida com base na quantidade de reagentes disponiveis para a realizagdo

das reacOes de nested PCR e PCR em tempo real (Figura 13).
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| 149AMOSTRAS |

123 AMOSTRAS ESTUDO 26 AMOSTRAS
ANTERIOR (CRUZ et al., 2016) ESTUDO ATUAL

| NESTED-PCR |

89 NEGATIVAS | ? | 60 POSITIVAS

Figura 13 - Fluxograma com a distribuicdo das amostras utilizadas para deteccdo e
quantificacéo do Circovirus Suino tipo 2 (PCV-2).

A implementacdo da gPCR com sistema de sondas de hidrolise TagMan Universal
Master Mix Il with UNG (Applied BioSystems®) foi baseada em protocolo previamente
publicado (OLVERA et al., 2004), com iniciadores e sondas direcionados para a regido de
ORF-2 do PCV-2, e na utilizacdo de curva padréo sintética (Quadro 4).

A curva sintética foi desenhada no programa GeneArt, disponivel no site http://www.
lifetechnology.com/genesynthesis, sob assessoria da Applied BioSystems®, e sintetizada em
um DNA plasmidial de 2.486 pares de base (pb) contendo o inserto de 112 pb da sequéncia
do PCV-2 (Figura 13). A sequéncia que codifica o gene do capsideo disponivel no Genbank
através do nimero de acesso AF465211 foi utilizada como modelo para o desenho da curva

sintética.


http://www/
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Quadro 4 - Iniciadores, sonda e curva padrdo utilizados na reacdo de gPCR para deteccédo e
quantificacdo de PCV-2 utilizados neste estudo.

Iniciador Sequéncia Posicao Regido | Tamanho | Referéncia
Sonda d9
amplicon
Curva
sintética
PCV-2-F CCAGGAGGGCGTTGTGACT (1535-1633) 98 pb Olvera et
PCV-2-R CGCTACCGTTGGAGAAGGAA al., 2004

pCV-2.s | AATGGCATCTTCAACACCCGCCTCT

_Cu!'\{a GTTAGGTTGGATGAACTACCCGCCA Cap 112 pb

sintetica | ATCAGCATGTGGTAACCGTTAATTCG

GTGTTTGATTTGGCCTGGGCTGTTCG

TCGTCATCTCACACTGGCAGGGCAGT

TTCAAGCTATCAGAGCCGCATATGAT
GTG

Este estudo

1217
Xmnl(2171) ,Sfil(361)

— Sacl(385

~PCV_genblock

Scal(2052)

Kpnl(503)
Pwul(1942) — Sfil(526)
AmpR 15AB4Q5C_PCV_genblock_pMA-T
2486 bp
\Col E1 origin

Figura 14 - Plasmideo de 2.486 pb com inserto de 112 pb do gene que codifica a proteina de
capsideo do PCV-2. Fonte: Life Technologies - GeneArtSupport
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O DNA plasmidial liofilizado foi diluido em 200 pL de tampdo TE pH8,0. O nimero
de copias gendbmicas (CG) foi calculado a partir da concentracdo de DNA medida
previamente no aparelho Nanodrop 2000® (Thermo Scientific, EUA) e conforme os calculos
do  programa URI  Genomics &  Sequencing  Center,  disponivel em

http://cels.uri.edu/gsc/cndna.html:

Numero de cdpias-alvo (moléculas/pL) = [concentragdo em g/uL / (nUmero de pares de bases

X peso molecular médio de um par de bases)] x numero de Avogadro

A partir da concentracdo inicial obtida para o DNA plasmidial, foram realizadas
diluices seriadas na base 10, nas concentracdes de 10°a 10° CG/uL. As diluicdes da curva
foram submetidas as reacdes de amplificacdo para PCV-2 e os parametros de qualidade das
curvas-padréo geradas foram analisados para avaliar a confiabilidade dos resultados.

As condicgdes de reacdo foram as mesmas indicadas por Olvera et al. (2004) e foram
realizadas com o conjunto de reagentes TagMan® Universal Master Mix Il with UNG (Applied
BioSystems®) (Quadro 5). As reacBes foram realizadas em plataforma Step One Software
v2.3® (Applied BioSystems®) e as condices de amplificacdo da qPCR foram 95° C por 10
min, um ciclo de 50° C por 2 min e 40 ciclos de 95° C por 15 s e 60° C por 1 min (OLVERA
et al., 2004).

Quadro 5 - Reagentes utilizados na reacdo de gPCR para amplificacdo do gene que codifica a
proteina do capsideo do PCV-2.

Reagentes Volume por reagdo
TagMan® Universal Master Mix Il with UNG 12,5 L
Primer PCV2F (10puM) 1uL
Primer PCV2R (10uM) luL
Sonda PCV2S (FAM-QSY) (10uM) 0,5uL
H>0 DNAse/RNAse free (Promega) 5uL
Volume final 20pL
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4.4.1 Deteccao e quantificacao viral do PCV-2 em amostras de soro

O protocolo estabelecido com a curva padrdo foi aplicado as amostras selecionadas
para essa etapa do experimento. Todos 0s ensaios para deteccdo e quantificacdo do PCV-2 nas
amostras de soro, incluiram controle negativo e curva padrdo sintética. Todas as amostras,

curva padréo e controle negativo foram testados em duplicata.

4.5 COMPARACAO DAS TECNICAS DE PCR EM TEMPO REAL E NESTED PCR NA
DETECCAO DO PCV-2

Para comparar a sensibilidade e a especificidade das técnicas moleculares deste
estudo foram utilizadas as mesmas 149 amostras da etapa de implementacdo da gPCR. As
amostras foram submetidas a PCR em tempo real e nested PCR e os resultados foram
analisados estatisticamente. Os escores da qPCR e o Nested PCR foram analisados pela
Receiver Operating Characteristic (curva ROC) que possibilitou a determinacdo da nota de

corte pela combinacdo matematica de maior especificidade e sensibilidade.



4.6 DETECCAO MOLECULAR DO CIRCOVIRUS SUINO TIPO 3 (PCV-3)

Para essa etapa do estudo, foram usadas 154 amostras, 113 amostras de um estudo
anterior (CRUZ et al., 2016) e 41 coletadas para este estudo (Figura 15). O critério para a

selecdo das amostras foi 0 mesmo usado na selecdo das amostras para a primeira etapa do

trabalho.

154 amostras

113 amostras de estudo
anterior (CRUZ et al., 2016)

?

PCR

'l

41 amostras coletadas
para este estudo

Nested PCR

Figura 15 - Fluxograma com a distribui¢do das amostras usadas para deteccdo do Circovirus

Suino tipo 3 (PCV-3).

Para a detecgdo do PCV-3, foi realizado um estudo piloto com 10 amostras de soro
dos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo. Foi utilizado um protocolo de PCR com 0s
pares de iniciadores PCV3-1-F e PCV3-1-R, que amplificam um fragmento de 649pb do gene

que codifica a proteina do capsideo (KU et al., 2017). Ndo foi observada banda no gel de

agarose (Figura 16).
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i il

Figura 16 — Gel de agarose evidenciando a auséncia de banda de 649pb ap6s a PCR

convencional para PCV-3 com amostras de soro de suinos

Para confirmar o resultado obtido, 0 mesmo protocolo foi realizado com amostras de

tecido congelado (Figura 17).

Figura 17 — Gel de agarose evidenciando a presenca de banda de 649pb apés a PCR

convencional para PCV-3 com amostras de tecido congelado.
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4.7 DESENVOLVIMENTO DA NESTED PCR PARA A DETECCAO DO CIRCOVIRUS
SUINO TIPO 3 (PCV-3) EM AMOSTRAS DE SORO DE SUINOS

Para aumentar o limite de deteccdo do PCV-3 nas amostras de soro foi desenvolvida
uma nested PCR que amplifica um fragmento de 203pb da regido de capsideo. Os iniciadores
(PCV3-NF e PCV3-NR) (Quadro 6) foram desenhados com o programa Prime 3 software
(disponivel em http://primer3.sourceforge.net/) e a sequéncia molde do gene que codifica o
capsideo do PCV-3 (ORF2) de nimero de acesso KY076027no GenBank.

Quadro 6 - Iniciadores utilizados nas reacdes de nested PCR para amplificacdo parcial do

gene que codifica a proteina Cap para detec¢do do Circovirus Suino tipo 3 (PCV-3).

Iniciador Sequéncia Posicéo Regido | Tamanho | Referéncia
do
amplicon
PCV3-NF CCATTGAACGGTGGGGTCAT | 13631389y | cap | 203pb | Este estudo
PCV3-NR TGGACCACAAACACTTGGCT (1970-1948)

Foram adicionados 5uL do produto da primeira reacdo a 15uL da mistura de
reagentes (Quadro 7). Uma reacdo de gradiente para a escolha da melhor temperatura de
anelamento foi realizada. Com o resultado obtido, foram definidas as seguintes condi¢fes para
as reacdes: desnaturacdo inicial a 94°C por 5 min, 35 ciclos a 94°C/30 s, 52°C/30 s e 72°C/1
min, com uma extensdo final de 72°C por 10 min. Todas as reacfes foram realizadas no

termociclador Veriti (Applied Biosystems®).

Quadro 7 - Reagentes utilizados nas reacGes de nested PCR para deteccdo do Circovirus
Suino tipo 3 (PCV-3).

Reagentes Volum? ber

reacao

H2>0 DNAse/RNAse free (Promega) 3,0uL

Master Mix GoTaq™ (Promega) 11,0puL

Iniciador PCV3-1-F/PCV3-NF 20pmol/uL 0,5uL

Iniciador PCV3-1-R/PCV3-NR 0,5uL

20pmoL/uL

Volume final 15uL
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A especificidade dos novos iniciadores foi confirmada através do sequenciamento de
quatro amostras (RJ019, RJ031, ES309 e ES310) que apresentaram banda sugestiva apds a
reacdo de nested PCR. O sequenciamento bidirecional foi realizado pela Myleus
Biotechnology (Belo Horizonte, Brasil) utilizando o sequenciador automatizado ABI3130
(Applied Biosystems, Foster City, CA) e reagente o BigDye v3.1(Applied Biosystems, Foster
City, CA). O software BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool, disponivel em

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi foi utilizado para avaliar a similaridade destes produtos

a sequéncias mundiais disponiveis no GenBank.

Para confirmar a sensibilidade da nested PCR, foi utilizada uma amostra de tecido
congelado, previamente testada e positiva para PCV-3, cuja concentracdo do DNA foi
verificada em Nanodrop 2000® (Thermo Scientific, EUA). Ap6s diluicBes seriadas na base 10,
a amostra foi submetida ao protocolo de nested PCR estabelecido neste estudo.

O protocolo foi aplicado nas amostras selecionadas para o estudo. Como controles
positivos para 0 PCV-3 foram utilizadas as amostras RJ019, RJ031, ES309 e ES310 (este

estudo). Como controle negativo da reacéo foi utilizada agua bidestilada deionizada Milli-Q®.

4.7.1 Eletroforese em Gel de Agarose

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (GIBCO-
BRL®) a 1,5% em tampdo TAE 1,0X (GIBCO-BRL®) por 90 minutos a 70 volts. As imagens
foram registradas em sistema de captura de imagem (Biolmaging Systems®) utilizando o

programa Labworks 4.0.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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4.8 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas das cargas virais obtidas para PCV-2 foram analisadas em escala
logaritmica na base 10, ja que a variacdo dos dados foi elevada. A fim de se testar quais
parametros influenciaram a variavel dependente (carga viral), foi aplicado um modelo linear
matematico que incluiu os efeitos de fase de producdo, sintomas e a associacdo entre as fases
de producéo e os sintomas. Posteriormente, foram realizadas as comparag6es dentro das fases
de producdo e sinais clinicos para as estimativas médias pelo LSD (menor diferenca de
significancia). Para comparagdo das técnicas moleculares foram calculadas a sensibilidade, a
especificidade e o coeficiente Kappa (concordancia).

Para PCV-3, a frequéncia de animais positivos com relacdo aos sinais clinicos e fase
de producdo foi analisada pelo teste de Chi quadrado, sendo considerado o nivel de
significancia de 5%. N&o foram realizadas andlises estatisticas para peso e coinfeccdes.

Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 IMPLEMENTACAO DA PCR EM TEMPO REAL (qPCR) PARA A DETECCAO E
QUANTIFICACAO DE CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2 (PCV-2)

A partir das dilui¢cdes seriadas da curva sintética (Figura 18), estabeleceu-se um valor
para o ciclo threshold (Ct) para cada carga viral nas concentragdes entre 3.3 x 10° até 3.3 x
10° copias gendmicas por 25uL de reacido. Os valores de coeficiente de regressio linear (R?),
variavel dependente (), slope e a taxa de eficiéncia (Eff) para as curvas padrdo foram de
0.991, 40.876, -3.42 e 96.048, respectivamente (Figura 19). Foram consideradas positivas as

amostras com Ct inferior ou igual a 39,00, de acordo com critério pessoal.

Amplification Plot
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Figura 18 - Grafico de amplificacdo gendmica estabelecido pelo programa StepOne
v.2.3% (Applied Biosystems, Waltham, Massachussetts, EUA) para as curvas sintéticas
de PCV-2 em diluicBes seriadas de 3.3 x 10° até 3.3 x 10? CG/reagao.

O namero em vermelho indica o threshold obtido na reacéo.
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Figura 17 - Imagem grafica demonstrando os valores de inclinacdo da reta (slope), intercept

(), coeficiente de regressio linear (R?) e eficiéncia (Eff) estabelecidos pelo programa

StepOne v.2.3® (Applied Biosystems, Waltham, Massachussetts, EUA) para as curvas padréo

sintéticas de Circovirus Suino tipo 2 (PCV-2) nas dilui¢cdes de 102 a 10°°.

A reprodutibilidade deste estudo ficou assegurada, uma vez que os resultados do

coeficiente de regresséo linear para os ensaios de quantificacdo de DNA para o PCV-2 foram

superiores a 0.9, conforme demonstrado na tabela 1.

Tabela 1 - Valores relativos aos coeficientes de regressio linear (R?) obtidos para os oito

ensaios realizados para quantificagdo de DNA do PCV-2.

Ensaio R? Ensaio R?
1 0,991 5 0,984
2 0,951 6 0,971
3 0,983 7 0,977
4 0,014 8 0,088
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5.2 DETECCAO DE PCV-2 E COMPARACAO DA PCR EM TEMPO REAL COM A
NESTED PCR

Os resultados para a deteccdo do PCV-2 por nested PCR e qPCR, nas amostras
selecionadas, estdo apresentados na tabela 2. Comparando os dois métodos moleculares
utilizados nesse estudo, uma concordancia geral dos resultados foi encontrada em 73,15% dos
casos (109/149). Nao foi observada diferenca estatistica entre 0 desempenho das duas técnicas
(p=0,81) pelo teste de Chi-Quadrado.

Tabela 2 - Resultados para a deteccdo do PCV-2 em soro de suino por nested PCR e gPCR

das 149 amostras estudadas.

Nested PCR
(+) (-) Total
(+) 39 19 58
o
g
= ) 21 70 91
Total 60 89 149

Concordancia = 73,15% (109/149)
Sensibilidade = 65% (39/60)
Especificidade = 78,65% (70/89)

O valor encontrado para a area sob a curva ROC, que constitui uma medida do
desempenho ou exatiddo do teste, foi satisfatorio (71%) (Gréafico 1), além de ter permitido a
comparacdo entre esses dois testes de diagnostico. O melhor ponto de corte em funcdo da
sensibilidade e especificidade encontra-se representado no Grafico 2 pelo encontro das duas
linhas no mesmo, sendo que os valores encontrados a partir desta maior otimizagdo dos

parametros foi 65% de sensibilidade e 78,65% de especificidade.
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Gréfico 1 — Curva ROC com os valores de sensibilidade e especificidade encontrados na

comparacdo das técnicas moleculares usadas na deteccéo do Circovirus suino tipo 2 (PCV-2).
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Gréfico 2 — Representacdo do melhor ponto
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especificidade das técnicas utilizadas para detecgdo do Circovirus Suino tipo 2 (PCV-2).

Grafico elaborado em Excel.
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Das 58 amostras positivas para PCV-2 por qPCR, 6,90% (4/58) eram do ES e
93,10% (54/58) do RJ. Em relacdo ao nested PCR, das 60 amostras positivas para PCV-2
11,66% (7/60) ES e 88,34% (53/60) RJ.

5.3 CORRELACAO ENTRE A CARGA VIRAL DO PCV-2 E ASPECTOS CLINICOS E
EPIDEMIOLOGICOS DOS ANIMAIS TESTADOS

Cinquenta e oito de 149 animais (38,92%) foram positivos pela qPCR. O PCV-2 foi
quantificado em 44/84 (52,38%) dos animais sintomaticos, com carga viral média e desvio-
padrdo de 1.39x10* (+0.386) CG/mL. Nos animais assintomaticos, a carga viral média
detectada em 14/65 (21,53%) foi de 2.45x10? com desvio-padrdo de +0.425 por CG/mL. A
carga viral média e o desvio-padrdo encontrados nos animais assintomaticos e sintomaticos
encontram-se na Tabela 3. Comparando os sintomas apresentados pelos animais, somente 0s
sintomas entéricos apresentaram associacdo estatistica com a carga viral encontrada
(p=0,001).

Dos 58 animais positivos pela gPCR, 51 (87,93%) estavam abaixo do peso esperado
para a idade, enquanto sete (12,06%) apresentavam peso acima ou dentro do esperado para a
idade. A carga viral média dos animais com baixo peso foi de 1.45x10* CG/mL, e a dos
animais com peso acima ou dentro do esperado foi de 1.30x10® CG/ml. Dos 91 animais
negativos pela PCR quantitativa, 73 (80,22%) apresentavam peso abaixo do esperado e,
desses, apenas 15 animais (20,55%) eram do Espirito Santo.

Quando analisada a carga viral em relacdo a idade dos animais, ndo foi observada
diferenca estatistica (p=0,387) (Tabela 4).

A carga viral média encontrada nos animais do RJ foi de 9,60E+06 CG/mL, ja nos
animais do ES foi de 2,92E+02 CG/mL.
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Tabela 3 - Carga viral média, desvio-padrdo e variagdo da carga viral do PCV-2 em relagdo

aos sinais clinicos.

Sinais clinicos Carga viral média Variacdo da carga
(DP) (CG/mL) viral
(CG/mL)
Assintomaticos
2.45x10% (+0.425) 5.71x10° — 6.75x10°
(n=14)
Entéricos (n=10)
2.54x10%— 7.40x108
3.94x10* (£0.393)°
Sintomaticos 1.39x10* Respiratdrios (n=24)
1.45x10! — 3.54x10*
(n=44) (x0.386) 1.92x10% (+0.345)?
Mudltiplos (n=10
plos ( ) 2.84x10! — 4.22x10*
3.30x10? (+0.420)2

Letras diferentes entre linhas significam diferenca estatistica (p<0.05) DP — Desvio

Padrdo, CG/mL — Copias gendmicas/ml

Tabela 4 - Carga viral média, desvio-padrdo e variacdo da carga viral do PCV-2 em relagédo

as fases de producao.

. - Variagéo da carga viral
Fases de producdo Carga viral média (DP) CG/mL

(CG/mL)
1.26x10%a

3.41x10* — 1.78x10*
Creche (n=13) (£ 0.438)
2.52x10%a

Recria (n=120) (£0.207) 1.16x10" — 7.40x10°
5.9x10%a

Terminagéo (n=16) (+ 0.422) 5.71x10° — 3.57x10°

Letras diferentes entre linhas significam diferenca estatistica (p<0,05)
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5.4 ESTABELECIMENTO DA NESTED PCR PARA A DETECCAO DO CIRCOVIRUS
SUINO TIPO 3 (PCV-3)

Apds estabelecimento do protocolo da nested PCR para deteccdo do PCV-3, 10 amostras
foram testadas, tendo sido observada banda sugestiva de 203pb em quatro delas (Figura 20).
Essas amostras foram enviadas para sequenciamento e com o uso do software BLASTn foi
observada 100% de similaridade das amostras sequenciadas (RJ019, RJ031, ES309 e ES310)

com outras sequéncias de PCV-3 disponiveis no GenBank (Figura 21).

1 57 19 31 81 115 214 309 328 310

Figura 20 — Gel de agarose evidenciando as bandas sugestivas de PCV-3 encontradas em
quatro amostras usadas (RJ019, RJ031, ES309 e ES310).
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Figura 21 - Alinhamento gerado no software BLASTn entre a sequéncia de PCV-3 obtida

nesse estudo (amostra RJ031) e demais sequéncias protétipos disponiveis no GenBank.

O limite de deteccdo dos iniciadores desenhados (PCV3-NF e PCV3-NR) foi
avaliado a partir da realizagdo da nested PCR com nove dilui¢cGes na base 10 de DNA extraido
a partir de uma amostra de tecido congelado de um estudo anterior (dados néo publicados). A
concentracdo do DNA na amostra de tecido foi de 243,5 ng/pL e foi observada amplificagéo

do fragmento alvo na nested PCR em concentragdo minima de 24,3 fg do DNA (Figura 22).
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Figura 22 - Gel de agarose evidenciando o limite de deteccdo da nested PCR para PCV-3 em
amostra de tecido congelado. Linha 1: marcador de peso molecular. Linhas 2-9: dilui¢des
seriadas na base 10 da amostra de tecido. Ng= nanograma, pg= picograma, fg= fenograma

5.5 DETECCAO MOLECULAR DO PCV-3 EM AMOSTRAS DE SORO DE SUINOS

Das 154 amostras de soro utilizadas para deteccdo do PCV-3, 41 (26,62%)
apresentaram resultado positivo. Das 41 amostras positivas, 24 (58,54%) eram do estado do
Rio de Janeiro, e 17 (41,46%) do estado do Espirito Santo. O PCV-3 foi detectado em 15/31
(48,38%) das granjas visitadas. O numero de regides, municipios e propriedades de cada
estado, onde o PCV-3 foi detectado, encontra-se na tabela 5.

Tabela 5 — Resultados para a detec¢do do PCV-3 por estado analisado.

Rio de Janeiro Espirito Santo
N° de positivos/N° total (%) N° de positivos/N° total (%)
Regides 4/5 (80%) 1/1 (100%)
Municipios 8/15 (53,33%) 4/5 (80%)

Propriedades 11/26 (42,30%) 4/5 (80%)
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No que se refere as fases de producdo, o PCV-3 foi mais detectado na recria (28/41).
Entretanto, ndo houve associacdo estatistica significativa entre a presenca do virus e as fases
de producéo (p=0.357) (Tabela 6).

Tabela 6 - Distribuicdo dos resultados gerais para PCV-3 de acordo com a fase de produgéo,

0s sinais clinicos e o0 sexo dos animais.

PCV-3 p
Fases de producao N/41 (%) 0,357
Creche (n=21) 7/141(17,07)
Recria (n=114) 28/41(68,30)
Terminacdo (n=19) 6/41(14,63)
Sinais clinicos 0,0179*
Entéricos (n=22) 0
Multissistémicos (n=16) 5/41 (12,20)
Respiratorios (n=45) 16/41 (39,02)
Sem sinais (n=71) 20/41 (48,78)*
Sexo 0,985
Fémeas (n=77) 19/41 (46,34)
Machos (n=77) 22/41 (53,66)

*significativo a 5%

Dos 154 animais utilizados nesse estudo, 83 (53,89%) apresentavam algum sinal
clinico (45 sinais respiratérios, 22 sinais entéricos e 16 sinais multissistémicos), enquanto 71
(46,10%) animais ndo apresentavam qualquer sinal clinico. Das 41 amostras positivas, 21
(51,22%) eram de animais sintomaticos e 20 amostras (48,78%) eram de animais
assintomaticos, sendo somente observada associacdo estatistica significativa quando
relacionados 0s animais assintomaticos com a presenca do virus (p=0.017) (Tabela 6).
Analisando o sexo dos animais em relacdo aos animais positivos, 46,34% das fémeas e
53,65% dos machos foram positivas para PCV-3. O sexo dos animais ndo teve efeito
significativo na positividade do PCV-3 (p=0.985) (Tabela 6).
Dos animais positivos para PCV-3, 32 (78,05%) estavam com peso abaixo do
esperado para a idade e 13 (31,70%) apresentavam coinfeccdo entre PCV-3 e 2. Dos animais
negativos, 95 estavam com peso abaixo do esperado e, desses, 36 eram PCV-2 positivos.
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Devido aos diferentes manejos encontrados nas granjas visitadas, o peso dos animais nao foi
considerado para analise estatistica.

Coinfecgdes PCV-3 e PCV-2, TTSuV-1 e TTSuV-2 foram observadas em 13
(31,7%), 19 (46,3%) e 14 (34,1%) amostras, respectivamente. A coinfec¢do entre 0s quatro
virus foi observada em 3 (7,3%) amostras, sendo uma amostra de um animal assintomaticos e
duas amostras de animais com sinais respiratorios. Dos animais assintométicos e positivos
para PCV-3, em 12/20 (60%) foram observadas coinfec¢des. Dos 16 animais com sinais
respiratorios e positivos para PCV-3, em 81,25% (13/16) foram observadas coinfec¢des. Em
relacdo aos animais com sinais multiplos, 5/5 apresentaram coinfec¢des. Os resultados gerais
para as coinfeccBes encontradas estdo na tabela 7. Néo foi realizada analise estatistica para

coinfeccdes.
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Tabela 7 - Distribuicdo dos resultados gerais para as coinfecgdes encontradas de acordo com

0s sinais clinicos, a fase de producédo e o sexo dos animais.

PCV-3
Sinais Clinicos PCV-2 TTSuV-1 TTSuVk-2 Todos p
Madltiplos 3/5 4/5 1/5 0
(n=5) (60%) (80%) (5%)
Respiratorios 8/16 7/16 5/16 2/16
(n=16) (50%) (43,75%) (31,25%) (12,50%)
Sem sinais 2/20 8/20 8/20 1/20
(n=20) (10%) (40%) (40%) (5%)
Fases de producao
Creche 1/7 317 3/7 0
(n=7) (14,28%) (42,85%) (42,85%)
Recria 8/28 15/28 7128 2/28
(n=28) (28,57%) (53,57%) (25%) (7,14%)
Terminacao 4/6 1/6 4/6 1/
(n=16) (66,67%) (16,67%) (66,67%) (16,67%)
Sexo
Fémea 4/19 10/19 6/19 0
(n=19) (21,05%) (522,63%) (31,57%)
Macho 9/22 9/22 8/22 3/22
(n=22) (40,90%) (40,90%) (36,36%) (13,63%)
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6 DISCUSSAO

6.1 CIRCOVIRUS SUINO TIPO 2

O uso da qPCR com sondas de hidrélise e curva padrdo sintética no diagnostico e
quantificacdo do PCV-2 se mostrou executavel no Laboratério de Virologia Animal e
Parvovirus, UFF. Neste estudo, 38,9% (58/149) dos animais foram considerados positivos
pela técnica de gPCR com iniciadores que amplificam parcialmente o gene que codifica a
proteina do capsideo. As técnicas de biologia molecular possuem altas sensibilidade e
especificidade e a gPCR é considerada mais sensivel que a nested PCR gracas ao uso da
sonda fluorescente para deteccdo de amplificacdo do produto. Alem disso, por ndo ser
necessaria uma avaliacdo p6s amplificacdo, a probabilidade de contaminacdo é reduzida na
gPCR (BRUNBORG et al., 2004; OLVERA et al., 2004). A reprodutibilidade deste estudo
ficou assegurada uma vez que os resultados dos coeficientes de regresséo linear (R?) foram
superiores a 0,9 para cada concentracdo e sua respectiva média (MACHADO et al., 2016;
MARTINS, 2016).

Desde 2013, a nested PCR ¢é utilizada no Laboratorio de Virologia Animal e
Parvovirus - UFF para deteccdo do PCV-2 em soro de suinos, com excelente resultado
(CRUZ et al., 2016). Neste trabalho, o desempenho das técnicas de gPCR e nested PCR foi
comparado a partir de amostras de soro de suinos. Os resultados encontrados comprovam que
ndo existe diferenca significativa entre as técnicas (p=0.81), como ja publicado anteriormente
(SILVA et al., 2011; YUAN et al., 2014). A area sob a curva ROC, que constitui uma medida
do desempenho ou exatiddo dos testes analisados (MARTINEZ et al., 2003), apresentou um
resultado satisfatorio, além de ter permitido a comparagdo entres os dois testes moleculares
usados nesse estudo, confirmando ndo haver diferenca na sensibilidade e especificidade
apresentadas pelos mesmos.

Apesar de ndo termos encontrado diferenca estatistica entre as técnicas executadas, 0
fato da gPCR apresentar vantagens como tempo reduzido de processamento, resultado com
uma Unica reagdo, além da diminuicdo da manipulacdo das amostras, demonstra que vale a
pena introduzir o método em laboratdrios onde exista infraestrutura para isso, modernizando,
assim, o diagnostico de PCV-2 no Brasil. Quanto a sensibilidade das técnicas usadas nesse
trabalho, ndo ha relatos na literatura de que o tamanho do produto amplificado interfira na
sensibilidade das mesmas (ALBERT e FENYO, 1990; LORENZ, 2012; SEDLACKOVA et
al., 2013).
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Com a aplicagdo da gPCR na quantificagdo de PCV-2 em soro usada neste estudo,
ficou claro que animais com diarreia apresentavam carga viral maior que 0s animais
assintomaticos, o que ja foi previamente observado (BARO et al., 2015; BRUNBORG et al.,
2004; OLVERA et al., 2004). Apesar disso, ainda hoje a quantificacdo do PCV-2 no soro €
usada apenas como indicativo da infeccio (OLVERA et al., 2004; SEGALES et al., 2005), 0
que torna necessario a necropsia dos animais e a realizacdo da IHQ, que é uma técnica mais
demorada, para confirmacéo de diagnostico.

Durante muito tempo, o PCV-2 foi implicado como causador de doencas entérica,
devido a presenca de enterite granulomatosa alterando a permeabilidade da parede intestinal e
levando a quadros de diarreia (BARO et al.,2015; ZLOTOWSK et al., 2008). Entretanto,
devido a atividade imunossupressora do PCV-2, atualmente considera-se que problemas
entéricos apresentados pelos animais (diarreia) PCV-2 positivos, sdo parte do quadro
sistémico da circovirose, ndo sendo considerados uma patologia a parte (BARO et al., 2015).
Tal fato é corroborado pelos achados desse estudo, onde a associa¢do entre animais com
diarreia e a carga viral do PCV-2 apresentou significancia estatistica. Entretanto, ndo é
possivel afirmar que o PCV-2 é o Unico causador da diarreia ja que outros agentes causadores
de diarreia ndo foram testados neste estudo.

O PCV-2 é um dos patdgenos mais importantes em suinos, causando perdas
econbmicas importantes devido ao atraso na producdo ou pela ocorréncia de infeccOes
respiratorias secundarias (CIACCI-ZANELLA, 2017). A doenca do complexo respiratorio
dos suinos (PRDC) apresenta, como caracteristica principal, a presenca de varios agentes
envolvidos, sendo o PCV-2 um deles. Na maioria dos casos, dificilmente distinguem-se
doencas do complexo respiratdrio suino e circovirose, uma vez que ambos sdo clinicamente
muito semelhantes (CASTRO et al., 2007; SEGALES et al., 2013). Associado a isso, 18
animais que apresentavam sinais respiratorios no momento da coleta, haviam sido
previamente diagnosticados com pneumonia enzootica relacionada a presenca da bactéria
Mycoplasma hyopneumoniae (dados ndo demonstrados). Esses dados podem explicar o fato
de que ndo foi observada associagdo estatistica entre os animais com problemas respiratorios e
a carga viral do PCV-2 neles encontrada.

Fatos que continuam intrigando os pesquisadores desde o inicio dos anos 2000 séo 0s
possiveis mecanismos envolvidos na manifestacdo clinica da circovirose, uma vez que
animais positivos para PCV-2 podem ndo apresentar nenhum dos sinais caracteristicos da
doenca (ALLAN e ELLIS, 2000). A importéncia da infec¢do subclinica por PCV-2 tem sido

muito estudada, ja que essa € a situacdo mais comum nas granjas de suinos. Os suinos com
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infeccdo subclinica (PCV2-SI) albergam e excretam baixas cargas sistémicas de PCV-2 e tal
condigdo parece estar relacionada com a diminuicdo do ganho médio diario de peso (LOPEZ-
SORIA et al., 2014). Além disso, esses animais podem estar alojados junto a outros que sejam
mais suscetiveis ao virus, vindo a desenvolver a forma clinica da infeccdo. Nesse estudo, para
0s animais assintomaticos foi observada uma carga viral média de 10% semelhante a
encontrada para 0s animais com sintomas maltiplos, confirmando a importancia dos animais
com infecc¢do subclinica dentro das granjas.

Passados quase 40 anos de sua descoberta, 0 PCV-2 continua sendo economicamente
importante para a suinocultura por sua alta morbidade e por causar perda de peso em animais
de creche e recria (SEGALES et al., 2005). Nesse trabalho, foi observado que 51 (87,93%)
dos animais positivos para PCV-2 estavam abaixo do peso esperado, confirmando a
associa¢do do virus com o atraso no ganho de peso, como ja descrito anteriormente (CRUZ et
al., 2016; LOPEZ-SORIA et al., 2014).

De acordo com Lyoo et al. (2012), a presenca de animais com peso baixo e negativos
para PCV-2, pode estar associada a fatores nutricionais, de manejo, genéticos ou a presenca
de outros agentes patogénicos, como por exemplo, Mycoplasma hyopneumoniae. Em nosso
trabalho observamos que dos 73 animais negativos para PCV-2 e com peso baixo, apenas 15
(20,55%) eram do Espirito Santo, onde o manejo observado nas propriedades era mais
adequado do que o das propriedades do Rio de Janeiro, onde a maioria das propriedades
visitadas apresentava um manejo deficiente.

Esse foi o primeiro trabalho a realizar a quantificacdo do PCV-2 em amostras de soro
de suinos nos estados do Rio de Janeiro e Espirito Santo, gerando um artigo submetido
(ANEXO 2).
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6.2 CIRCOVIRUS SUINO TIPO 3

O PCV-3 foi inicialmente descrito em 2015 e artigos a respeito da deteccdo e
circulacdo desse virus em diferentes amostras clinicas de suinos de diferentes paises foram
publicados a partir de 2016 (PALINSKI et al., 2016; PHAN et al., 2016), Em 2017, quando
esse estudo estava em desenvolvimento, em funcdo da falta de informacdo a respeito desse
agente no Brasil e diante da possibilidade do PCV-3 causar um impacto econémico tdo
importante quanto o PCV-2, surgiu o interesse em pesquisar a presenca do PCV-3 nas
amostras de soro de suinos do Rio de Janeiro e Espirito Santo, disponiveis em nosso
laboratério.

Inicialmente, o diagnostico molecular adotado em nosso laboratério foi baseado em
uma reacdo de PCR convencional tendo como alvo a regido da ORF2 (capsideo viral) (KU et
al., 2017). Essa metodologia apresentou resultados positivos em tecidos congelados (dados
deste estudo), porém ndo se mostrou adequada para a detec¢do do PCV-3 em amostras de soro
de suinos e tecidos formolizados emblocados, provavelmente pela reduzida carga viral e pela
degradacdo do material genético nas amostras. Em 2000, Mankertz et al. publicaram um
estudo sugerindo que, usando-se soro como amostra, o teste de PCR poderia ndo detectar o
PCV-2 em todos os animais infectados. Os autores partiram da premissa de que o circovirus
ndo é persistente em animais infectados (ALLAN et al.,1995) e que por isso a PCR somente
detectaria a infec¢cdo na fase aguda.

Para verificar se isso aconteceria com PCV-3, decidiu-se desenvolver uma nested
PCR para testar as amostras de soro. O desenho dos iniciadores para a nested PCR, visando
aumentar a deteccdo do PCV-3 em nossas amostras, foi determinante para 0S Nnossos
resultados positivos. A alta sensibilidade da reacdo utilizando dos iniciadores desenhados
neste trabalho, foi comprovada visto que o limite de deteccdo da reacdo de nested PCR
desenvolvida para este estudo foi de 24,3fg, maior do que o limite de deteccdo de 20,5ng da
reacdo de PCR descrita anteriormente por Ku et al. (2017).

O primeiro estudo molecular de PCV-3 realizado no Brasil foi baseado em amostras
de soro obtidas no Sul do pais em duas granjas (TOCHETTO et al., 2018). Um segundo
estudo realizado em nove estados brasileiros (SARAIVA et al., 2019) descreveu a presencga
do virus em todos os estados analisados, incluindo o Espirito Santo, onde 2/2 amostras foram
positivas para PCV-3. Entretanto, esse € o primeiro estudo a descrever a presenca do PCV-3
no Rio de Janeiro.
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Diferentes estudos reportam a prevaléncia do PCV-3 em amostras clinicas diversas,
com percentuais variando de 1,85% a 65% (HAYASHI et al., 2018; QI et al.,2019;
SARAIVA et al., 2019; WEN et al., 2018; ZHAI et al., 2017; ZOU et al., 2018). Estudos
usando soro como amostra clinica demonstraram prevaléncias variando de 28,7% a 65% (KU
et al., 2017; PALINSKI et al., 2016; STADEJEK et al., 2017). Nesse estudo, o PCV-3 foi
detectado em 26,62% das amostras de soro de animais saudaveis e com sintomatologia clinica
variada, de ambos 0s sexos, e com peso e idades variadas, com uma prevaléncia pouco menor
do que a observada na China, nos Estados Unidos e na Pol6nia (KU et al., 2017; PALINSKI
et al., 2016; STADEJEK et al., 2017). De fato, de acordo com Klaumann et al. (2019a), ainda
ndo existe um padrdo especifico de infecgdo por PCV-3 que possa ser inferido a partir da
frequéncia do mesmo.

A presenca de PCV-3 nas granjas estudadas (48,38%) estd dentro da variacdo dos
percentuais de 9,6% a 100% observados para paises como Brasil, Coreia do Sul, Pol6nia,
Japdo e China (HAYASHI et al., 2018; KIM et al., 2018a; KWON et al., 2017; QI et al.,
2019; SARAIVA et al., 2019; STADEJEK et al.,2017; SUKMAK et al., 2019; TOCHETTO
et al., 2018; ZOU et al., 2018;). Nas granjas positivas para PCV-3, pesquisadores poloneses
(STADEJEK et al., 2017) encontraram uma prevaléncia variando de 5,9% a 65% em amostras
de soro, enquanto nosso trabalho apresentou uma prevaléncia variando de 2,43% a 14,63%,
similar a apresentada por Guo et al. (2019) em granjas na China. A prevaléncia do PCV-3 nos
municipios visitados € semelhante aos valores ja publicados anteriormente na China e na
Polbdnia (QI et al., 2019; STADEJEK et al., 2017), ndo tendo sido associado a presenca do
virus com as caracteristicas geograficas das regides.

Essa variagdo encontrada na prevaléncia do PCV-3, tanto nas amostras quanto nas
granjas, pode estar relacionada ao numero e tipos de amostras usadas nos estudos citados, a
situacdo epidémica da regido avaliada, a0 manejo usado nas granjas, assim como na
sensibilidade da técnica empregada para deteccdo do virus (SAPORITI et al., 2019;
SARAIVA et al., 2019).

Assim como observado para 0 PCV-2 neste estudo, a maior prevaléncia de animais
positivos para PCV-3 foi observada na recria (68,30%). Entretanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre o virus e as fases de producdo. Embora existam diversas
publicacGes relatando a frequéncia do PCV-3 em diferentes idades (KIM et al., 2017; ZHENG
et al., 2018a), ndo ¢é possivel comparar esses dados, visto que as informagdes obtidas tém
origem em diferentes paises, tipos de propriedades e manejos diferentes (KLAUMANN et al.,
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2019a). O que se pode sugerir é que a infeccdo por PCV-3 é ubiqua dentro das granjas,
afetando animais de todas as idades (KLAUMANN et al., 2019a; SUKMAK et al., 2019).

Em relacdo aos sinais clinicos, nossos resultados apontam que 100% dos animais
com diarreia foram negativos para PCV-3. Resultados diferentes foram encontrados por Zhai
et al. (2017) com 17,1% dos animais, com diarreia, positivos para PCV-3, e Qi et al. (2019)
com 10,4% dos animais com diarreia, testados por PCR convencional, positivos para PCV-3.
Neste ultimo estudo, os autores ndo afirmam que o virus seja o agente primario da diarreia, ja
que outros agentes causadores de doencas entéricas, como o0 PCV-2, ndo foram pesquisados
(Ql et al., 2019). Entretanto, devido a alta sensibilidade da reacdo de nested PCR
desenvolvida para este estudo, nosso resultado permite afirmar que o PCV-3 ndo era o
causador da diarreia nos 22 animais testados, visto ndo ter sido observado um unico animal
positivo para o virus. Além disso, 6/22 (27,28%) dos animais com diarreia deste estudo eram
positivos para PCV-2. Sabe-se que o PCV-2 causa diarreia nos animais devido a presenca de
lesBes no intestino (ZLOTOWSKI et al.,2008). Entretanto, mesmo tendo sido detectado em
intestino delgado (JIANG et al., 2019), ainda faltam, até o momento, evidéncias de que o
PCV-3 provoca as mesmas lesbes que o PCV-2.

Quanto aos animais assintomaticos, a positividade do PCV-3 encontrada é de 1,85%
a 29,8% na China e Espanha (GUO et al., 2019; QI et al., 2019; SAPORITI et al., 2019;
WEN et al., 2018; ZHAI et al., 2017). Em um estudo publicado recentemente no Brasil, foi
encontrada uma frequéncia de PCV-3 em 29,8% dos animais sem sinais clinicos (SARAIVA
et al., 2019). Em nosso estudo, 0s animais assintomaticos apresentaram uma associacdo
estatistica significativa com a presenca do virus, sugerindo que, assim como o PCV-2, 0 PCV-
3 causa infecgdes subclinicas. Baseado em dados publicados até o momento, ndo esta
estabelecido se a infeccdo por PCV-3 esté relacionada a uma condicdo patoldgica particular
ou a alguma idade especifica (KLAUMANN et al., 2018b).

Em relacdo aos suinos domeésticos, ndo foram encontrados artigos onde o0s
pesquisadores avaliassem 0 peso e 0 sexo dos animais em relacdo a infeccdo por PCV-3, néo
sendo possivel, portanto, fazer nenhuma comparagdo com os dados obtidos nesse trabalho.
Entretanto, dos animais positivos para PCV-3, 75,6% apresentavam peso abaixo do esperado
e coinfeccdo PCV-3 e 2 foi observada em 41.9% desses animais. Esses valores sugerem que
futuras investigacdes a respeito do emagrecimento causado pelo PCV-2, devem incluir o
PCV-3 (SUKMAK et al., 2019). Dois artigos publicados na Europa (FRANZO et al., 2018b;
KLAUMANN et al., 2019b) fazem referéncia a infecgdo por PCV-3 versus sexo em javalis,

sem analisar os dados. Ouyang et al. (2019) sugerem que a infec¢do por PCV-3 nédo tem
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associacao com a condicdo corporal do animal, sexo ou idade, mas esta associado a sinais
clinicos. Entretanto, ainda ndo se sabe se o PCV-3 é capaz de induzir um quadro clinico tdo
complexo quanto o causado pelo PCV-2 (HA et al., 2018). Como ainda séo escassos 0s dados
sobre a infec¢cdo por PCV-3, a comparacdo mais 6bvia da dindmica da infeccdo pelo PCV-3 €
com a do PCV-2 (KLAUMANN et al., 2019a).

Alguns fatores de risco relacionados ao PCV-2 foram levantados em estudos
realizados na Franca e no Brasil (CRUZ et al., 2016; SEGALES et al., 2013) e, dentre eles,
destacam-se: coinfeccbes com o TTSuV-2; presenca de porcas infectadas (a taxa de
mortalidade em leitegadas oriundas de porcas infectadas € maior), sexo (macho sdo mais
suscetiveis quando comparados as fémeas) e baixo peso ao nascer (leitdo com baixo peso ao
nascer tende a desenvolver a doenca com maior frequéncia) (SEGALES et al., 2013).
Entretanto, estudos mais aprofundados a respeito da presenca do PCV-3 nos suinos
domésticos ainda sdo necessarios para fecharmos conclusGes a respeito da infeccdo
relacionada a esse virus.

Os resultados obtidos em nosso estudo para as coinfeccdes estdo dentro do observado
em outras regides, entretanto, ndo foram realizadas analises estatisticas para verificar a
associacao entre o PCV-3 e os demais virus. Segundo Ouyang et al. (2019), coinfec¢des sdo
comuns em granjas de suinos, mas sdo necessarios mais estudos para avaliar a importancia do
PCV-3 nessas coinfeccbes. Estudos publicados demonstram que existe uma alta taxa de
coinfeccdo do PCV-3 com outros agentes (GUO et al., 2019; HA et al., 2018; KIM et al.,
2018b; OUYANG et al., 2019a; SUKMAK, et al., 2019; ZHENG et al., 2018a). Entre esses
agentes, o TTSuV é um dos mais presentes em animais PCV-3 positivos, com taxas de
coinfeccdo variando entre 8,6% a 83,3% em animais doentes e saudaveis (HA et al., 2018;
ZHENG et al., 2018b). Estudos também apontam a taxa de coinfec¢do do PCV-3 com PCV-2
variando de 1,26% a 61,54%, (CHEN et al., 2019; FU et al., 2018; HA et al., 2018; KIM et
al., 2017; SARAIVA et al., 2019; SUKMAK et al., 2019; ZHENG et al., 2018b).

Apesar de recentemente descoberto, a presenca do PCV-3 circulando entre 0s suinos
desde 1967 foi evidenciada por Rodrigues em 2019. A deteccdo do virus em amostras
coletadas no ano de 2013 no estado do Rio de Janeiro confirma a presenca do PCV-3 neste
estado e sugere que o virus circula mesmo em locais onde a suinocultura ndo e tdo
desenvolvida.

Em nosso trabalho foi possivel confirmar a circulagdo de ambos os virus nos estados
do Rio de Janeiro e Espirito Santo e foi observado que os virus apresentam comportamentos

distintos. Muitos estudos ainda precisam ser realizados sobre a dindmica do PCV-3, mas
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acreditamos que esse trabalho pode ajudar os produtores a melhorarem o manejo sanitario das
granjas, diminuindo a circulacdo desses virus entre 0s animais, e reduzindo, assim, o impacto

econémico que a infec¢cdo pelos mesmos pode causar.
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7 CONCLUSOES

o A técnica de gPCR para diagndstico e determinacdo de carga viral de PCV-2 com o
uso de sonda de hidrolise e curva padréo sintética se mostrou executavel podendo ser aplicada
na rotina do diagndstico de PCV-2 a partir de soro de suinos.

o A deteccdo e quantificacdo do PCV-2 em amostras de soro de suinos dos estados do
Rio de Janeiro e Espirito Santo, por qPCR, foi realizada com sucesso.

o As técnicas de nested PCR e gPCR apresentaram valores de especificidade e
sensibilidade similares, sendo ambas indicadas como um método de diagndstico para PCV-2.
o Foi observada a correlacao entre a carga viral do PCV-2 e os animais com diarreia e
nenhuma associacdo foi observada entre carga viral e sinais clinicos respiratérios e
multissistémicos.

o Né&o foi observada associacédo entre carga viral de PCV-2 e fases de producao.

o A nested PCR para a deteccdo do PCV-3 foi estabelecida e apresentou maior
sensibilidade em relagéo a PCR.

o Foi observada associacdo estatistica entre 0 PCV-3 e 0s animais assintomaticos e
todos os animais com diarreia foram negativos para o virus.

o Né&o foi observada associacdo entre 0 PCV-3 e 0 sexo e a idade dos animais.

o A coinfeccdo entre 0 PCV-3 e PCV-2, TTSuV-1 e TTSuV-2 foi observada.
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Abstract

The aims of this study were to perform a molecular detection and quantification of PCV-2
with two different PCR assays in serum samples. In addition, the association between PCV-2
serum load and the epidemiological and clinical data of the animals was analyzed. For this,
we conducted a study involving 149 animals from 36 herds located in the State of Rio de
Janeiro and State of Espirito Santo. The pigs were classified into nursery, growth, and
finishing groups according to their production phases, and separated into categories according
to the clinical signs presented: asymptomatic, with respiratory signs, with diarrhea, and with
multiple signs (arthritis, cough, and diarrhea). DNA was extracted from serum samples and
submitted to a nested polymerase chain reaction (nested-PCR) and a real-time PCR (gPCR),
both based on the PCV-2 open reading frame 2 (ORF2) region. Comparison of the two
methods (nested and gPCR) revealed an overall agreement between the results in 65% of
cases and the concordance was 73.15%. A significant (P<0.05) difference in the PCV-2 DNA
viral load in serum was detected between pigs with and without clinical signs. No statistically
significant difference was observed between the viral loads at different stages of production.
The results suggest that pig serum is a viable clinical sample to monitor PCV-2 infections by
molecular techniques, and real-time PCR was shown to be a useful diagnostic tool that could
be used for both PCV-2 detection and viral load quantification, enabling the rapid adoption of
herd prevention measures.
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mailto:menezescruz@gmail.com

96

Introduction

Porcine circovirus type 2 (PCV-2) is one of the most important viruses that mainly affects
nursery and growing-finishing pigs. It causes different conditions depending on the variant,
host immunity, co-infections, and other environment characteristics®. It rapidly became a
significant cause of economic loss in the pig industry due to the costs relating to interventions
for treatment and prevention?. Following its initial emergence and spread, the clinical
presentations of PCV2 (PCV2-SD) include wasting or weight loss, pallor of the skin,
respiratory distress, diarrhea, and occasionally, icterus®. However, porcine circovirus
subclinical infection (PCV2-SI) is the most common form of PCV-2 manifestation, presenting

a decreased average daily gain without any evident clinical signs? .

As a complex disease with diverse clinical signs, the accurate diagnosis of PCV2 infections is
very important in order to implement appropriate interventions in affected herds *. According
to Segalés (3), a formal PCV2-SD diagnosis at the farm level should be based on two
elements: (1) a significant increase in post-weaning mortality associated with the presentation
of compatible clinical signs; and (2) the presence of clinical signs, compatible
histopathological lesions, and the presence of viral DNA in at least 1 of 3 to 5 necropsied
pigs. However, recently Cruz et al.(5), using molecular methods, diagnosed PCV-2 infection

based on the presence of PCV2 DNA in serum.

The aims of this study were to perform a molecular diagnosis and quantification of PCV-2
using two different PCR assays (conventional PCR and real-time PCR) in serum samples
from pigs with and without clinical signs in order to evaluate the use of gPCR as a diagnostic
tool. In addition, the association between PCV-2 load and the epidemiological and clinical

data of the animals was analyzed.
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Material and methods

Between 2013 and 2018, a study was carried out involving 149 animals from 36 herds located
in the State of Rio de Janeiro and in the State of Espirito Santo, Brazil.. The pigs were
classified into three categories according to their production phase: nursery (3—10 weeks),
growth (11-15 weeks), and finishing (> 16 weeks), and then weighed. The same veterinarian
performed the clinical examination prior to blood collection and all data were recorded for
further analysis. During the sample collection, 84 animals had clinical signs compatible with
PCV-2, whereas 65 had no clinical symptoms. Therefore, the animals were separated into
three categories according to the clinical signs presented: animals with diarrhea, animals with
respiratory signs (cough, sneeze and secretion), and animals with multiple signs (arthritis,
cough, and diarrhea) as described by Cruz et al. (5). The PCV-2 vaccine was not included in
the protocol for vaccination of the herds. The weight of the animals was not evaluated due to
the distinct nutritional managements found in the properties No increase in mortality after

weaning was reported in the herd in this study.

DNA was extracted from serum samples using the High Pure Viral Nucleic Acid Kit®
(Roche, Germany) according manufacturer’s instructions, and submitted to two previously
published PCR assays: a nested polymerase chain reaction (nested-PCR) ¢ and a quantitative

PCR ', both based on PCV-2 open reading frame 2 (ORF2).

The gPCR assay used in the detection and quantification of PCV-2 in clinical specimens were
performed using the TagMan® hydrolysis probes system 7. The synthetic curve was drawn
using the GeneArt program. The gene block was synthesized on a 2486 bp plasmid DNA
segment with a 112 bp insert. The sequence that encodes the capsid protein gene and was used
as template was available from GenBank (AF465211). The real-time test was standardized

according to MIQE guidelines®. The qPCR reactions were performed in duplicate using the
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TagMan Universal Master Mix® 11 with UNG (Applied Biosystems, Foster City, California,
US) in an ABI PRISM 7500® 155 Real156 Time System (Applied Biosystems). Samples with
cycle threshold (Ct) less than or equal to 39 were considered positive in the gPCR.

Statistical analysis

All PCV-2 viral loads were analyzed on a log-transformed scale. To compare the mean viral
loads with the animal data, the LSD (least significance difference) test was used. Considering
nested-PCR as the “standard method”, the performance of qPCR as a diagnostic method to
determine the presence of PCV-2 was assessed by the calculation of sensitivity, specificity,
and Kappa coefficient (agreement). Values of P<0.05 were considered statistically significant.

The Statistical Package for the Social Science was used for the data analysis.
Results

The results of the nested and real-time PCR for PCV-2 detection are presented in Table 1.
Comparing the two methods, an overall agreement of the results was found in 65% of cases
(39 out of 60) and the concordance was 73.15%. No statistically significant difference was

observed between the techniques used (P=0.81).

Table 1. Cross-classified test results for the detection of PCV-2 DNA in swine sera by nested-

PCR and gPCR (149 samples).

Nested-PCR

(+) ) Total
S
O (+) 39 19 58
=
£~ ) 21 70 01
E
. Total 60 89 149

Concordance = 73.15% (109/149)
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Sensitivity = 65% (39/60)

Specificity = 78.7% (70/89)

Starting from the serial dilutions of the synthetic curve, the value of the quantification cycle

(Ct) for each viral load with a concentration between 6.66 x 102 and 6.66 x 10° genomic

copies per 25 pL solution was established (Figure 1).
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Amplification Plot

Fig. 1 — Amplification curve of the PCV-2 TagMan assay; Blue = 10° copies, Purple = 108,

Pink = 107, Brown = 10° copies, Light Green = 10° copies, Green = 10* copies, Blue = 103

copies, Purple = 102 copies. Image generated by the Step One v2.3® program.

The values of the linear regression coefficients (R?) and efficiency rate (Eff%) of the gPCR

assay performed with the synthetic standard curve were high and equal to 0.985 and 90.2%,

respectively (Figure 2). Samples with a Ct less than or equal to 39 were considered positive

(58/149). Analysis of the figure demonstrated that the Ct values were influenced by the

concentration of the samples, and therefore, by the number of copies of DNA. This

relationship was inversely proportional, since the lower the number of copies, the higher the

Ct value obtained.
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Standard Curve
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Fig. 2 - Graph of the linear regression coefficient (R?) and efficiency rate (Eff%) of the gPCR
assay with the different dilutions of the synthetic curve. Image generated by the Step One

v2.3® program.

PCV-2 DNA was quantified in samples from 14 (21.5%) of the 65 asymptomatic pigs with an
average viral load of 2,390 GC/mL. Of the symptomatic pigs (n=84), PCV-2 DNA was
quantified in 44 animals (52%) with an average viral load of 3,467 GC/mL. A significant
(P<0.05) difference in PCV-2 DNA viral load was detected between pigs with and without
clinical signs. The average viral load in animals with diarrhea, respiratory signs, and multiple
signs is shown in table 2. No statistically significant difference (p=0.387) was observed
between viral load at different production phases (Table 3).

Table 2. Average viral load and variation of PCV-2 DNA viral load in relation to clinical

signs.

Clinical signs Average viral Viral load variation

load (GC/mL) (GC/mL)




101

No clinical signs

2,390% 1,535 -3, 245
(n=14)
With Clinical signs Enteric (n=10)
3,807 -5, 386
(n=44) 4,506

Respiratory (n=24)
3,467° 2,592 — 3,978
3,285?

Multiple (n=10)
1,675 -3, 363
2,519?

Different letters between lines means statistical difference (P<0,05).

Table 3. Average viral load and variation of PCV-2 DNA viral load in relation to production

phases.
Production phases Average viral load Viral load variation
Nursery (n=13) 3,103 2,222 — 3,983
Growth (n=120) 3,403 2,9986 — 3, 820

Finishing (n=16) 2,778 1,930 -3, 627
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Discussion

The clinical diagnosis of circoviruses is difficult due to the high number of clinical
presentations, therefore, laboratory techniques are fundamental for adequate preventive
management > 4. The immunohistochemistry (IHC) and in situ hybridization (ISH) techniques
are considered gold standards for the diagnosis of PCV2-SD 2; however, some authors have

already demonstrated the equivalent sensitivity of molecular techniques ® °.

Since 2013, our laboratory has used nested-PCR to detect PCV2 in pig serum °. In order to
improve the molecular diagnostic approaches for PCV-2, we compared the performance of
real-time PCR and nested-PCR for the detection of PCV-2 in serum samples. Our results
revealed no significant difference (P=0.81) between the techniques used, which is in

agreement with previously published articles 2,

The PCV-2 viral load in serum was measured using real-time quantitative PCR (qPCR),
which has the advantage over conventional PCR of being faster and more robust against
contamination due to the minimal manipulation of the sample in closed tube assays ’. In
addition, the synthetic curve was successfully used instead of cloning for the standardization
of quantitative PCR for PCV-2, which provides a faster execution of the technique. The use of
serum to monitor infections by molecular techniques has the advantage of being carried out in
live animals > 7, and histopathology requires access to histopathological expertise, which is

not available in all diagnostic laboratories.

It has been shown that PCV-SD-bearing pigs harbor and excrete higher PCV2 loads (10"-108)
than unaffected pigs " % 3. Here, we confirm that pigs with diarrhea have a higher average
viral load in serum than asymptomatic pigs, although the mean viral load observed in the pigs

with diarrhea (10%) was much lower than that reported by other authors with different
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biological samples " ® 4. Although diarrhea is not the first clinical sign associated with the
circovirus !, veterinarians should consider a differential diagnosis of PCV2 in the face of

diarrhea on farms.

In recent work carried out in our laboratory, a strong association between the presence of
PCV-2 DNA in pig serum and diseased animals was observed °. Although many studies have
already associated the serum viral load with the presence of histopathological lesions "  °,
our result suggests that the serum viral load can be used as an individual indicator of PCV2-
SD status without histopathology, since a strong association between PCV-2 serum load and
animals with clinical signs of PCV2-SD was observed. In addition, we support the idea that
only the detection of the virus in individual pig serum samples is enough for a swine farm to

adopt prevention and control measures in unvaccinated herds.
Conclusion

In conclusion, pig serum is a viable clinical sample to monitor PCV-2 infections by molecular
techniques, and real-time PCR was shown to be a useful diagnostic tool that could be used for
both PCV-2 detection and viral load quantification, enabling the rapid adoption of herd

prevention measures.
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ABSTRACT

Porcine circovirus 3 (PCV-3) is a third member of the genus Circovirus family Circoviridae able to
infect swine. PCV-3 genome has been detected in pigs with different clinical conditions and
apparently healthy, in all ages, and in multiple samples. Here, we report the molecular detection of
PCV-3 with a nested PCR designed for this study in swine serum samples from Southeastern Brazil.
The epidemiology and clinical aspects of the PCV-3 infection was evaluated. In addition, the co-
infection PCV-3 with PCV-2, TTSuV-1 and 2 was also reported. The serum samples were originating
from 154 pigs with different production phases and clinical signs, from both gender, and from 31
farms visited between 2013 and 2018. In this study, PCV-3 was detected in 26.7% of swine serum
samples from healthy animals and animals with varied clinical signs, of both gender, and of varying
ages, with an expected frequency. Statistical association (p=0.017) was observed only between
asymptomatic animals and PCV-3, and no animal PCV-3 positive was with diarrhea in our study. No

statistical association was observed between the PCV-3 and the ages, or gender, of the pigs. Co-
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infections with PCV-2, TTSuV-1 and 2 were observed, without statistical association. Because it is a
newly discovered virus, and there is almost few information about its epidemiology, we hope that this

data help for future study of the PCV-3 epidemiology.

KEYWORD: molecular detection, nested PCR, swine serum, Brazil

INTRODUCTION

Porcine circovirus 3 (PCV-3) is a virus belonging to the family Circoviridae and was recently
described in the USA (PHAN et al., 2016; PALINSKI et al., 2017). It represents the able to infect
swine, together with PCV-1, considered non-pathogenic, and PCV-2, one of the most economically
relevant viruses for the swine worldwide industry. Taking into account, a new member of the same
family as PCV-3 should not be neglected (KLAUMANN et al., 2018a). PCV-3 genome has been
detected at all swine tested ages, and in multiple samples like serum, tissue, colostrum, and feces (KU
et al., 2017; KWON et al., 2017; FRANZO et al., 2017; KEDKOVID et al., 2018; KLAUMANN et
al., 2018b). Also, PCV-3 genome has been detected in pigs with different clinical conditions such as
respiratory, reproductive, gastrointestinal, multi-systemic inflammation, and neurological disorders
(PHAN et al., 2016; CHEN et al., 2019; PALINSKI et al., 2017; ZHAI et al., 2017; KEDKOVID et
al., 2018). However, the virus has been also detected in apparently healthy animals (ZHENG et al.,
2017a; GUO et al., 2019). Furthermore, coinfection of PCV3 with other agents like PCV-2, TTSuV1
and 2, has already been published (ZHENG et al., 2017b; OUYANG et al., 2019). The detection of the
virus is currently based on molecular techniques (FU et al., 2017; KIM et al., 2017; KU et al., 2017).
Studies on epidemiology, pathogenesis, immunity and diagnosis are still in the beginning
(KLAUMANN et al., 2018a).

Therefore, the aim of this study was to perform the molecular detection of PCV-3 with a
nested PCR designed for this study in swine serum samples from Southeastern Brazil in order to
elucidate the epidemiology and clinical aspects of the infection in this population. In addition, the
coinfection between PCV-3 and other important virus commonly detected in pigs (Porcine circovirus

type 2, Torque teno sus virus 1 and 2) was also reported.
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MATERIAL AND METHODS

Between 2013 and 2018, swine serum samples (n=154) were collected from 31 conventional pig farms
located in the State of Rio de Janeiro and Espirito Santo, Southeastern Brazil The pigs included in this
study were classified into three categories according to age: nursery (3-10 weeks), growth (11-15
weeks) and finishing (> 16 weeks). Of the 154 animals, 77 were female and 77 were males. The same
veterinarian performed the clinical examination prior to blood collection and all data were recorded for
further analysis. In addition, the animals were separated into four categories according to the clinical
signs presented at the time of samples collection: animals with diarrhea, animals with respiratory signs
(cough, sneeze and secretion), animals with multiple signs (arthritis, cough, and diarrhea), and animals
with no clinical signs as described by Cruz et al. (2016). All samples were previously tested for PCV-
2, TTSuV-1and 2 (CRUZ et al., 2016).

DNA was extracted from serum samples using the High Pure Viral Nucleic Acid Kit® (Roche,
Germany) according manufacturer’s instructions. For PCV-3 molecular detection, a PCR protocol
previously published was used to amplify a 648 bp fragment from capsid protein gene (ORF2) (1339-
1987) (KU et al., 2017). In order to increase the PCR limit detection in swine serum samples, a nested
PCR primers (5’CCATTGAACGGTGGGGTCAT-3’/ 5’-TGGACCACAAACACTTGGCT-3) were
designed with the Prime 3 software (available at http://primer3.sourceforge.net/), based in the
sequence KY076027 (KU et al., 2017), available on GenBank. The primers targed a 203 bp internal
fragment (1442-1645) of the ORF2 region gene, and the reaction was performed with 11pl of a
commercial master mix, 10pmol of each PCV3-NF and PCV3-NR primers, and 5ul of template DNA.
Final reaction volume was 20ul. The thermal cycling conditions were as follows: 94°C for 5 min,
followed by 35 cycles of 94°C for 30 s, 52°C for 30 s, 72°C for 30 s, and 72°C for 10 min. The PCR
products were separated using a 1.5% agarose gel (GIBCO-BRL®), and electrophoresis was carried
out in 1 X TAE buffer at 70V for 90 min. The images were generated in an image capture system
(Biolmaging Systems®) using the Labworks 4.0 program.

The specificity of the new primers was confirmed by sequencing four products (samples

RJ019, RJ031, ES309 and ES310). Bidirectional sequencing was performed by Myleus Biotechnology
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(Belo Horizonte, Brazil) using an ABI3130 (Applied Biosystems, Foster City, CA) automated
sequencer using BigDye v3.1.

In order to verify whether there was a significant difference between positive and negative
animal frequencies by production phases, clinical signs, and gender, the Chi-Square test was
performed, using the SPSS18.0 program.

RESULTS

Based on nested PCR, PCV-3 was detected in 41 of 154 (26.7%) swine serum samples. In addition,
the virus was detected in 48.4% (15/31) of the farms, and in 53.3% (8/15) of the cities of the State of
Rio de Janeiro and in 4/5 (80%) of the cities of the State of Espirito Santo.

Concerning the production phase, the viruses was more frequent in the growing (68.3%) and
less frequent in the finishing (14.7%) but no statistical association was observed between PCV-3 and
the production phases (p=0.357) (Table 1).

Of the 83 animals presenting clinical manifestation, 21 (51.2%) were PCV-3 positive. Also,
of the 71 animals with no clinical presentation, 20 (48.8%) were positive for the virus (Table 1). The
statistical association (p = 0.017) was observed only between asymptomatic animals and PCV-3
(Table 1). Analyzing animal gender, 46.3% of females and 53.7% of males were positive for PCV-3.
The gender of the animals had no significant effect on PCV3 positivity (p = 0.985) (Table 1).

Co-infections PCV-3 with PCV-2, TTSuV-1 and TTSukV-2 was observed in 13 (31.7%), 19
(46.3%), and 14 (34.1%) samples, respectively. Triple infection (PCV-3 with PCV-2, TTSuV-1 and 2)
was observed in 3 (7%) samples. No statistical association was observed between coinfections and
clinical signs.

DISCUSSION

PCV-3 was first described in 2015 and publications on PCV-3 detection and circulation in different
clinical swine samples from different countries began to emerge from 2016 (PHAN et al., 2016;
PALINSKI et al., 2017; FRANZO et al., 2017; KLAUMAN et al., 2018b; OUYANG et al., 2019).
Given the limited information on the circulation of this agent in Brazil, and the possibility of PCV-3
having as important an economic impact as PCV-2, there was a need to investigate the presence of

PCV-3 in swine serum samples in Rio de Janeiro and Espirito Santo, Southeastern Brazil.
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The conventional PCR is considered to be most suitable diagnostic technique for the detection
of PCV-3 (FU et al., 2017; KIM et al., 2017; KU et al., 2017). The first test performed in our
laboratory with swine serum tested negative, and a nested PCR was designed based on ORF2 (capsid
protein gene) to enhance the sensitivity of the reaction in this clinical sample, successfully.

The first PCV-3 molecular study performed in Brazil was based on serum samples obtained in
two farms (TOCHETTO et al., 2018). A second study conducted in nine Brazilian states (SARAIVA
et al., 2019) described the PCV-3 presence in all of the analyzed states. Our results confirmed the
circulation of the PCV-3 in Rio de Janeiro e Espirito Santo. Different studies did report the PCV-3
prevalence in diverse clinical samples, ranging from 1.85% to 65.0% (ZHAI et al., 2017; WEN et al.,
2018; ZOU et al.,2018; QI et al., 2019; SARAIVA et al.,2019). Studies using serum as a clinical
sample had a prevalence ranging from 28.7% to 65.0% (KU et al., 2017; PALINSKI et al., 2017,
STADEJEK et al., 2017). In this study, PCV-3 was detected in 26.7% of swine serum samples from
healthy animals and animals with varied clinical signs, of both gender, and of varying ages, with an
expected frequency. In fact, according to Klaumann et al. (2019), there is no specific pattern of PCV-3
infection that can be inferred from its detection frequency.

The values found in this study regarding the frequency of PCV-3 in the cities and farms are in
agreement with values previously published (KWON et al.,, 2017; STADEJEK et al.,, 2017,
TOCHETTO et al., 2018; QI et al., 2019; SARAIVA et al., 2019). However, it was no possible to
associate the presence of the virus with geographic characteristics of the cities and characteristics of
the farms due the lack of information about the epidemic situation of the cities and the management
used in the farms (SAPORITI et al., 2019; SARAIVA et al., 2019).

Concerning to the age, our results showed the presence of the virus in all production phases,
according with others studies (KU et al., 2017; ZHAI et al., 2017; KLAUMANN et al., 2019;
SUKMAK et al., 2019). No statistical association was observed between the production phases and
PCV-3, suggesting that PCV-3 infection is ubiquitous on farms, affecting animals of all ages
(KLAUMANN et al., 2019; SUKMAK et al., 2019). This result is consistent with Klaumann and

colleagues (2018b) who claim that is not possible to associate PCV-3 infection at any specific age.
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No animal PCV-3 positive was with diarrhea in our study. Qi et al. (2019) found a different
result, but the authors do not claim that the virus was the primary agent of diarrhea, since other agents
have not been researched. However, our results allows to state that PCV-3 was not the causative agent
of diarrhea, since no single virus-positive animal was observed. Even though it has already been
detected in the intestine (Ql et al., 2019), until now, there is no evidence that PCV-3 causes diarrhea as
PCV-2 does.

In our study, asymptomatic animals showed a statistically significant association with the
presence of PCV-3, suggesting that PCV-3 can causes subclinical infections like PCV-2. Based on
data published, it is not established whether PCV-3 infection is related to a particular pathological
condition or to any specific age (KLAUMANN et al., 2018b). Despite good progress in PCV-3
epidemiology, the circulation status of PCV-3 in pigs with different clinical presentations (especially
asymptomatic or diarrhea) was not well established (ZHAI et al., 2017; ZOU et al., 2018).

So far, no articles were found evaluating the weight and sex of the animals in relation to the
PCV-3 infection; therefore, it is not possible to make any comparison with the data obtained in this
work. However, 75.6% of the PCV-3 positive animals were underweight, and 41.9% of these animals
had PCV-3 and 2 coinfection suggesting that PCV-3, like PCV-2, plays an important role in animal
weight loss.

Published studies demonstrate a PCV-3 coinfection with other agents (HA et al., 2018;
ZHENG et al., 2018b; GUO et al., 2019; OUYANG et al., 2019 ; SUKMAK et al., 2019). TTSuV is
one of the most common in PCV-3 positive animals, with co-infection rates ranging from 8.6% to
83.3% in sick and healthy animals (HA et al., 2018; ZHENG et al., 2018b). Studies also point to the
co-infection rate of PCV-3 with PCV-2 ranging from 1.26% to 61.54%, (FU et al., 2017; KIM et al.,
2017; HA et al., 2018; ZHENG et al., 2018b; CHEN et al., 2019; SARAIVA et al., 2019; SUKMAK
et al., 2019). The results obtained in our study are as expected, and no association was observed
between PCV-3 and other viruses. According to Ouyang et al. (2019), co-infections are common in pig
farms, but further studies are needed to assess the importance of PCV-3 in these co-infections.

In conclusion, we confirmed the presence of PCV-3 in serum from animals with and without

clinical signs, both gender, and with varying ages. In addition, we observed that co-infection between
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PCV-3, and other viruses was detected in animals with and without clinical signs. Because it is a
newly discovered virus, and there is almost no information about its epidemiology, we hope that this

data help for future study of the PCV-3 epidemiology.
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Table 1: PCV-3 DNA detection according to production phases and clinical signs (N=154).

Characteristic PCV-3 p value
(N=41)

Production phase N (%) 0.357

Nursery (N=21) 7(17)

Growing (N=114) 28 (68.3)

Finishing (N=19) 6 (14.7)

Clinical signs N (%) 0.017*

Diarrhea (N=22) 0

Respiratory (N=45) 16 (39)

Multiple (N=16) 5(12.2)

No signs (N=71) 20 (48.8)*

Gender N (%) 0.985
Female (N=77) 19 (46.3)

Male (N=77) 22 (53.7)

*Significant at 5%
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9.4 ANEXO 4 — Participagdo em eventos e publicagdes

9.4.1 Palestras proferidas

Atualidades sobre o circovirus suino, 412 Semana Académica Américo de Souza Braga,
maodulo Producéo e Sanidade de Aves e Suinos, Faculdade de Veterinaria, Universidade
Federal Fluminense, Niter6i, RJ, 2018.

Circovirose Suina, Seminério de Producéo e Sanidade Suina, Universidade do Grande Rio,
Duque de Caxias, RJ, 2019.
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MOLECULAR DETECTION AND QUANTIFICATION OF PORCINE CIRCOVIRUS
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Cruz, ACMY? Rodrigues?, ILF; Souza!, AE; Knackfuss?, FB; Souza, GN3®; Silveira, RL**;
Castro, TX!.

MOLECULAR DETECTION AND CLINICAL ASPECTS OF PORCINE
CIRCOVIRUS TYPE 3 (PCV-3) INFECTION IN PIGS FROM SOUTHEASTERN
BRAZIL

Ana Claudia de Menezes Cruz!®, Ingrid Lyrio Figueira Rodrigues!, Amanda Eduarda de

Souza!, Fabiana Batalha Knackfuss?, Renato Luiz Silveiral?, Tatiana Xavier de Castro!

MOLECULAR DETECTION OF PORCINE CIRCOVIRUS (PCV-2), TORQUE TENO
SWINE VIRUS 1 AND 2 (TTSUV1 AND TTSUVK2) AND HISTOPATHOLOGICAL
FINDINGS IN SWINE ORGANS SUBMITTED TO REGULAR SLAUGHTER IN
BRAZIL.

A.E. Souza®*, A.C.M. Cruz?, I.L. Rodrigues?, E.C.Q. Carvalho®, R.B. Varella?, R.M.
Medina®, R.B. Ribeiro®, R.L. Silveira®, T.X. Castro?
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RESUMOS EXPANDIDOS ANAIS DE CONGRESSO

SOUZA, A. E.; CRUZ, A. C. M.; RODRIGUES, I. L. F.; SILVEIRA, R. L.; CARVALHO,
E. C. Q.; CASTRO, T. X. Diagnéstico histopatolégico do Circovirus suino tipo 2 (PCV2) em
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